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RESUMEN

ANALISIS METAGENOMICO DE DIVERSIDAD BACTERIANA
EN DETRITUS DE Atta mexicana.

Jorge Victor Maurice Lira, MC
Colegio de Postgraduados 2018.

Se secuenciaron masivamente siete de las nueve regiones hipervariables del gen 16S rRNA
mediante la plataforma lon PGM™ de Ion Torrent (Thermofisher Sci. Inc., USA) y se
prepararon las bibliotecas mediante PCR en emulsion con microesferas con el sistema
16S™ Metagenomics (Thermofisher Sci. Inc., USA) para tres muestras de vertederos de
detritus de Atta mexicana (H1, H2 y V1) y dos suelos control (SH y SV) de dos
ecosistemas mexicanos diferentes. Los objetivos fueron identificar las especies bacterianas
dependientes del ecosistema donde se recolectaron los vertederos, asi como, las especies
que siempre se encontraron en los vertederos sin importar el ecosistema de recoleccion. Se
obtuvieron 2,622,158 lecturas Utiles con longitud promedio de 208 pb, se obtuvieron 2,227
OTUs con un total de 53,350 lecturas, las curvas de rarefaccion indicaron que la mayor
cantidad de OTUs se obtuvieron en los vertederos H2, H1 y V1, mientras que los suelos
control SH y SV generaron menor cantidad de OTUs por secuencia. Lo que indica mayor
diversidad en los vertederos y se comprob6 con el indice de Shannon ya que las cinco
muestras fueron megadiversas, pero mediante el indice de Simpson se mostr6 que las cinco
muestras estaban dominadas por un bajo nimero de especies representativas. Los
vertederos guardaron mayor similitud entre ellos respecto a los suelos, lo que indic6 que los
vertederos ejercen un efecto positivo en la diversidad bacteriana y las especies encontradas
en todos los vertederos independientemente de los ecosistemas fueron Weisella cibaria,
Leifsonia aquatica, Pantoea cypripedii, Weisella confusa, Arthrobacter protophormiae,
Bacillus sp., Streptomyces fradiae, Microbacterium sp., Salmonella entérica, Arthrobacter

sp., Pantoea wallisii, Xylanimicrobium pachnodae.

Palabras clave: Atta mexicana, microbioma, lon Torrent, secuenciacion masiva del gen
16S rRNA, diversidad microbiana.



ABSTRACT

METAGENOMIC ANALYSIS OF BACTERIAL DIVERSITY
IN REFUSE DUMPS OF Atta mexicana.

Jorge Victor Maurice Lira, MC
Colegio de Postgraduados 2018.

Was massively sequenced seven of nine hipervariable regions of 16S rRNA gene through
the platform Ion PGM™ of Ion Torrent (Thermofisher Sci. Inc., USA) and libraries was
prepared through emulsion PCR with sphere particles using the 16S™ Metagendmics Kit
(Thermofisher Sci. Inc., USA) to three samples of refuse dumps of Atta mexicana (H1, H2
y V1) and two of control soils (SH y SV) from two different mexican ecosystems. The aims
was to identify the bacterial species which depend of the ecosystem where the refuse dumps
was collected, as well as the species that always remained in refuse dumps independently of
the ecosystems collected. There was obtained 2,622,158 usable reads with a mean lenght of
208 bp, was obtained 2,227 OTUs with 53,350 total reads. Rarefaction plots showed the
highest amount of OTUs was obtained in refuse dumps H2, H1 y V1, while control soils
SH y SV generated a low quantity of OTUs per sequence. That shows a highest diversity in
refuse dumps and was probed through Shannon Index that all samples was megadiverse,
but Simpson Index shows all five samples was dominated by a few representative species.
The refuse dumps kept more similarity among theirselves that within the control soils, this
showed that the refuse dumps performed a positive effect upon the bacterial diversity and
the species found in all refuse dumps independently of the ecosystem was Weisella cibaria,
Leifsonia aquatica, Pantoea cypripedii, Weisella confusa, Arthrobacter protophormiae,
Bacillus sp., Streptomyces fradiae, Microbacterium sp., Salmonella entérica, Arthrobacter

sp., Pantoea wallisii, Xylanimicrobium pachnodae.

Index words: Atta mexicana, microbiome, lon Torrent, massive sequenciacion of 16S rRNA
gene,microbial diversity.
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1. INTRODUCCION

El detritus de hormiga es un desecho organico producido por las hormigas defoliadoras, de
las cuales Atta mexicana Smith es la mas distribuida en México. Estas hormigas utilizan las
hojas defoliadas para crear un sustrato donde producen un hongo simbionte que funge
como su alimento, el sustrato es sometido a condiciones de humedad, temperatura y
actividad microbiana éptimas para la biodegradacién del material que lo compone,
posteriormente es desechado fuera del hormiguero, donde es sometido a las condiciones
ambientales especificas de los ecosistemas donde se localizan. Estas condiciones pueden
ser determinantes en la composicion y estructura de la diversidad bacteriana que compone a

los detritus.

En el presente trabajo se analiz6 la diversidad o y  de tres vertederos de A. mexicana
provenientes de dos ecosistemas diferentes de México, de igual modo se compararon con
suelos control (sin presencia de vertederos) recolectados en los mismos ecosistemas de los
vertederos. Sin embargo, los analisis se realizaron mediante secuenciacién masiva del gen
16S rRNA mediante tecnologia de secuenciacién de nueva generacion, estas técnicas de
metagendmica han ampliado el campo de la diversidad microbiana ya que analizan el 100
% de los genomas bacterianos presentes en una muestra ambiental, a diferencia de la
microbiologia clasica que es capaz de analizar inicamente a las cepas cultivables in vitro,

las cuales representan solo el 1 % de la diversidad microbiana.

El andlisis del microbioma de las hormigas defoliadoras es un campo ampliamente
estudiado, ya que guardan multiples asociaciones bastante interesantes, sin embargo son
pocos los analisis desarrollados con técnicas de metagendémica. Este es el primer trabajo de
estudio metagendmico del vertedero de detritus de A. mexicana Smith en México que
utiliza esta tecnologia, asi mismo, es el primero en comparar el efecto del ecosistema en la
diversidad bacteriana de los vertederos, asi como el intercambio de especies edaficas con el

vertedero.

Los objetivos particulares del presente trabajo fueron: cuantificar el nimero de especies

bacterianas presentes en los vertederos de detritus, identificar las poblaciones bacterianas



estructuralmente mas representativas de los vertederos de detritus, identificar las
poblaciones bacterianas propias de los vertederos de detritus y las dependientes de los
ecosistemas donde se localizan y comparar la diversidad bacteriana de los vertederos de
detritus y los de suelos control respecto a los ecosistemas donde se localizan. Bajo las
hipotesis de que el microbioma de los vertederos estard constituido por especies
bacterianas propias de los procesos bioldgicos del detritus, independientemente del
ecosistema donde se localicen, asi mismo estard compuesto por poblaciones microbianas

propias del suelo y ecosistemas donde se localizan.



2. ANTECEDENTES
2.1  Generalidades de la Especie

Se estima que en México existe el 8% de la diversidad de mirmecofauna mundial, es decir,
aproximadamente 973 especies de méas de 12,500 especies registradas hasta la fecha (Rios-
Casanova, 2014; Vasquez-Bolafios, 2011), Chiapas, Veracruz e Hidalgo son los estados con
mayor diversidad de especies (Rios-Casanova, 2014) y las subfamilias mas diversas son

Myrmicinae y Formicinae con 39 y 12 géneros respectivamente (Vasquez-Bolafios, 2011).

La especie mas distribuida es Atta mexicana, presente en 22 de los 32 estados de la
Republica Mexicana (Vasquez-Bolafios, 2011), por otra parte, esta especie ha sido objeto
de multiples estudios por sus interacciones con microorganismos presentes dentro de las

galeras de sus hormigueros.

Las hormigas del género Atta, asi como las del género Acromyrmex pertenecen a la tribu
Attini, y son conocidas como hormigas defoliadoras o cultivadoras de hongos.
Consideradas como las hormigas sociales mas avanzadas por cultivar su propio alimento
desde los ultimos 50 millones de afios (Currie et al., 2003; Currie et al., 2006; Fernandez et
al., 2015).

Las Attinis mayores (Currie et al., 2006) elaboran un sustrato a base de materia organica
fresca, donde inoculan y protegen su alimento, un basidiomiceto perteneciente a la familia
Lepiotaceae de las especies Leucocoprinus gongylophorus (Bacci et al., 1995; Currie,
2001b; Vo et al., 2009), Leucoagaricus gongylophora (Currie 2001a; Vo et al., 2009) y
Attamyces bromatificus (Cherrett et al., 1989). El in6culo de este hongo mutualista es
portado por las hembras, previo al vuelo nupcial para después formar la nueva colonia y
construir los nuevos jardines fungicos. De esta forma, el indculo del basidiomiceto
simbionte ha seguido una transmision horizontal durante miles de afios (Mueller et al.,
2010)

Dentro del hormiguero, las obreras proveen de material organico que cumpla con las

caracteristicas nutrimentales necesarias para el optimo crecimiento del hongo simbionte,



este material constituido principalmente por flores, semillas y hojas jovenes, (Fernandez et
al., 2015) es sometido a un proceso de masticado y mezclado con heces fecales, de esta
manera microorganismos y enzimas de saliva y excremento inician el proceso de
biodegradacion del sustrato (Jaffé et al., 1993; Currie, 2001b; Wirth et al., 2003; Ronhede
et al., 2004) para facilitar la asimilacién por parte del hongo mutualista.

El proceso de recoleccion de material vegetal, es el primer paso de gran importancia que
influye en la composicion de la diversidad del microbioma y la calidad del hongo
mutualista (Bittleston et al., 2011; Coblentz y VVan Bael, 2013; Estrada et al., 2013; Reis et
al., 2015).

2.2  Ecofisiologia del microbioma

Multiples estudios se han enfocado a analizar la diversidad dentro del jardin fangico, con el
objetivo de conocer el rol de las diferentes poblaciones microbianas en las interacciones
simbidticas, los cuales han demostrado que gran parte de las interacciones en el jardin
fangico facilitan la nutricién al basidiomiceto simbionte (Ortiz-Reyes et al., 2016), ya que
este solo es capaz de asimilar polisacaridos de facil asimilacion (Gomes et al., 1998; Abril
y Bucher, 2002; Abril y Bucher, 2004).

En un principio se creia que el basidiomiceto simbionte era capaz de producir enzimas
degradadoras de compuestos carbonados como celulosa (Bacci et al., 1995; Gomes et al.,
1998; Freddie-Jeanne et al., 2005), pero més tarde se demostrd que no era asi (Abril y
Bucher, 2002; Abril y Bucher, 2004), y que otros microorganismos presentes en el jardin
fangico eran quienes degradaban la materia organica que lo componen (Shigtt et al., 2010;
Abril, 2011; Ortiz-Reyes et al., 2016), posteriormente el basidiomiceto mutualista
aprovecha los derivados de las descomposiciones previas (Martin y Weber, 1969), por otra
parte, otras bacterias fijadoras de N. proveen tanto al hongo como a las hormigas del
nutriente (Pinto-Tomas et al., 2009; Sapountzis et al., 2015).

También se han reportado especies patdgenas como Escovopsis weberi (Currie, 2001b),
Escovopsis lentecrescens, Escovopsis microspora, Escovopsis moelleri (Augustin et al.,

2013), Escovopsis nivea y Escovopsis sp. (Reis et al., 2015) las cuales coevolucionaron en



el jardin fungico y se especializaron en tacar al basidiomiceto simbionte (Currie, 2001a;
Currie, 2001b; Currie et al., 2003; Reynolds y Currie, 2004; Haeder et al., 2009; Augustin
et al., 2013; Marfetan et al., 2015). Sin embargo, las hormigas desarrollaron criptas en su
exoesqueleto especializadas para alojar actinobacterias mutualistas del género
Pseudonocardia (Poulsen et al., 2005; Currie et al., 2006) productoras de antibioticos como
valinomicina, dentigerumicina, 9-methoxirrebeccamicina (Behie et al., 2017), actinomicina
(Shoenian et al., 2011) y antimicina (Shoenian et al., 2011) , los cuales disminuyen el dafio
por Escovopsis y otros patdgenos (Currie et al., 2006; Fernandez-Marin et al., 2009;
Meirelles et al., 2014; Holmes et al., 2016; Behie et al., 2017).

No obstante, en las colonias de los géneros de Atta se han visto disminuidas las
interacciones con Pseudonocardia ya que estas hormigas cuentan con una glandula
exocrina metapleural (MG) (Fernandez-Marin et al., 2009) que segrega compuestos como
acido fenilacético y acido hidroxidecanoico (mirmicina), los cuales fungen como control
biolégico contra bacterias y hongos respectivamente (Wirth et al., 2003; Yek y Mueller,
2010).

El uso de técnicas de metagenomica con NGS (secuenciacion de nueva generacion) para el
estudio de la diversidad de los vertederos de detritus de las hormigas defoliadoras es un
topico nuevo, Lewin et al. (2016) ya realizaron el estudio de la composicién microbiana en
vertederos de Atta colombica en Costa Rica, no obstante, utilizaron una plataforma de
secuenciacion que hoy en dia es poco utilizada. El presente trabajo utiliza lon Torrent

(Thermofisher Sci. Inc., USA), una de las plataformas més representativas entre las NGS.

2.3  Gen 16S rRNA

El gen 16S rRNA es el marcador molecular mas utilizado en la actualidad para estudios de
microbiomas (Case et al., 2007; Del Chierico et al., 2015; Gomez-Merino et al., 2016),
debido a que esté constituido por regiones conservadas, presentes en todas las bacterias y
archeas, asi como de regiones hipervariables que brindan la informacidén necesaria para
clasificar diferentes unidades taxondmicamente operativas (OTUs) que permiten la
identificacion, distincion y conteo de copias de secuencias presentes, con la finalidad de
clasificar microorganismos con iguales o diferentes OTUs, de este modo es posible ubicar



al organismo en cuestion dentro de un grupo taxondmico en particular (Wooley et al., 2010;
Patwardhan et al., 2014), los OTUs también permiten evidenciar la transferencia horizontal

de genes en la comunidad microbiana (Wooley et al., 2010).

Una de las grandes ventajas del gen 16S rRNA es su talla molecular, ya que mide
aproximadamente 1500 pb y es posible disefiar iniciadores especificos para sus regiones
conservadas que permitan la amplificacion de las regiones hipervariables (Figura 1)
(Patwardhan et al., 2014; Del Chierico et al., 2015), de esta manera es posible dirigir el
estudio a la caracterizacion de estas ultimas regiones como estimadores para la
reconstruccion filogenética en comunidades microbianas (Vos et al., 2012), ya que se
pueden obtener secuencias de aproximadamente 400 a 500 pb, lo que facilita su estudio
(Del Chierico et al., 2015). Por otra parte, el gen 16S rRNA puede repetirse un gran nimero
de veces en el genoma de una sola bacteria (\Vos et al., 2012; Del Chierico et al., 2015), lo
que permite que el gen completo se localice en muestras con poco DNA o cuando este esta

parcialmente degradado.
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Figura 1. Arriba: Regiones hipervariables (cuadros amarillos) y regiones conservadas
(cuadros azules) del gen 16S rRNA. Ejemplo de un par de iniciadores para
amplificacion de la region hipervariable V1-V3 a partir de la region conservada.
Tomado y modificado de: Del Chierico et al., 2015. Abajo: Mapa de iniciadores
utilizados para cada region hipervariable, las regiones verdes son las regiones mejor
informativas para analisis filogenéticos de phyla bacteriana. Tomada y modificada de:
Yang et al., 2016.



2.4  Metagendmica aplicada a la diversidad microbiana

La metagendémica se puede definir como la secuenciacion del material genético (genes
especificos 0 genomas completos) de todos los microorganismos presentes en una muestra
(Cadena-Zamudio et al., 2016; Gémez-Merino et al., 2016). El andlisis de diversidad
microbiana es una herramienta que ha cobrado gran relevancia en la Gltima década ya que
con la microbiologia clasica s6lo es posible estudiar cepas cultivables en medios de cultivo
artificiales, y hoy en dia se sabe que mas del 90% de microorganismos existentes no pueden
ser cultivados in vitro, lo que resulta una gran limitante para la microbiologia clésica
(Cadena-Zamudio et al., 2016; Gomez-Merino et al., 2016).

Por otra parte, los estudios de diversidad microbiana mediante secuenciacion masiva
permiten evaluar tanto la composicion como la estructura de la diversidad en una
comunidad de microorganismos, asi como entre diferentes comunidades (Cadena-Zamudio
et al., 2016; Gébmez-Merino et al., 2016).

La secuenciacion masiva de genes especificos constituye una de las técnicas de la
metagendmica mas utilizadas; en la cual se amplifican genes diana, como es el gen 16S
rRNA, el gen housekeeping (gen que siempre estd presente en el genoma bacteriano) mas
utilizado, el cual fue utilizado por primera vez en la plataforma de Sanger como un
marcador molecular para estudios de reconstruccién filogenética y taxonomia bacteriana
(Del Chierico et al., 2015). Posteriormente, las demas plataformas como 454 de Roche
(mediante pirosecuenciacion) continuaron con el gen 16S rRNA como gen diana para la
asignacion de identidad de los organismos procariontes presentes en una muestra ambiental

(metagendmica).
25 Plataforma de secuenciacién Ton PGM™ de lon Torrent™

Ion PGM de Ion Torrent™ (Thermo Fisher Sci. Inc., USA) es una de las plataformas NGS
con la que se ha logrado obtener una gran cantidad de datos generados en poco tiempo, con

un margen de error minimo y a menor costo (Del Chierico et al., 2015).

Esta plataforma al igual que las deméas NGS, como Illumina y 454 de Roche, destaca por la

amplificacion de fragmentos cortos de DNA (Wooley et al., 2010) para aumentar la



sefializacion de la reaccién durante la secuenciacién y su flujo de trabajo se rige bajo cuatro
pasos principales: (1) obtencion de las muestras, (2) extraccion de DNA metagendmico, (3)
preparacion y templado de bibliotecas y (4) reaccion de secuenciacion (Del Chierico et al.,
2015; Cadena-Zamudio et al., 2016).

1.- La obtencién de la muestra debe contener las poblaciones microbianas representativas
del medio; sin embargo, en microbiologia no es posible determinar el nimero de especies al
momento del muestreo, por lo que pueden generarse curvas de rarefaccién que permitan
calcular el nimero de especies esperadas por muestra, con base a el nimero de individuos
(Moreno, 2001; Wooley et al., 2010).

2.- La extraccion de DNA metagendmico se puede realizar por varios métodos, asi como
utilizar sistemas comerciales con protocolos sencillos y rapidos, sin embargo, cada método
estd basado en diferentes principios y sus resultados no son los mismos, el método de
extraccion debe elegirse con base en el tipo de muestra, ya que difieren si es una muestra de
suelo o una muestra de materia organica en descomposicion (Alaeddini, 2012; Barbaric et
al., 2015). EI método méas utilizado es el de fendl-cloroformo, que utiliza diferentes
solventes organicos como cloroformo-alcohol isoamilico y fenol frio (equilibrado pH 8)
para precipitar lipidos, proteinas y otros compuestos (Baena et al., 2013), pero este método
es complejo y consta de muchos pasos, por lo que puede generar contaminacién y bajos
rendimientos en los DNA finales (Fraga et al., 2004).

Uno de estos problemas es la persistencia de compuestos inhibidores de PCR, los cuales
reaccionan con la polimerasa antes de que ésta actle en el termociclador, o quelatan
compuestos esenciales para la amplificacion, por lo que se han desarrollado varios métodos
para contrarrestar los inhibidores de PCR, como el uso de albumina sérica de bovino
(BSA), dimetil sulféxido (DMSQO), polivinilpolipirrolidona (PVPP), dilucién de DNA,
entre otros (Kovatsi et al., 2009; Alaeddini, 2012; Lewin et al., 2016).

3.- La preparacion y templado de las bibliotecas

Las bibliotecas se preparan mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
emulsién de microesferas con nanopozos (Cadena-Zamudio et al., 2016), es decir, se

amplifican los fragmentos del gene mediante PCR y posteriormente se adhieren
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adaptadores y cddigos de barras a los extremos de los amplicones (Figura 2), los
adaptadores estan disefiados para ensamblar el fragmento de DNA muestra a cada pozo de
las microesferas, mientras que los codigos de barras permitirdn que los productos
amplificados se diferencien de acuerdo con la muestra de procedencia (Del Chierico et al.,
2015). Posteriormente se depuran los pozos con mas de un amplicon (policlonales) y se
dejan unicamente los pozos con un s6lo amplicon adherido (monoclonales) ya que son
estos los que proveeran de secuencias limpias sin interferencias. Otras plataformas, como
454 de Roche® y SOLID (Thermofisher Sci. Inc., USA), utilizan este tipo de bibliotecas en
emulsiéon con microesferas, mientras que lllumina usa PCR fluida en nucleos unidos a la
superficie de una celda de flujo (Del Chierido et al., 2015; Cadena-Zamudio et al., 2016).

Emulsion PCR
(454 (Reche), SOLID (Thermo Fisher), GeneReader (Qiagen), lon Torrent (Thermo Fisher))

- A 1 —

Emulsion On-bead amplification Final product

Micelle droplets are loaded Templates hybridize to bead-bound primers and are amplified:; 100-200 million beads with
with primer, template, after amplification, the complement strand disassociates, thousands of bound template
dNTPs and polymerase leaving bead-bound ssDNA templates

Adaptador

Adaptador de Fragmento de DNA muestra de templado

secuenciacién

™ -
T,
e iy

Figura 2. PCR en emulsion para templar bibliotecas en las microesferas
(arriba) tomado de Goodwin et al. (2016). Composicion de una biblioteca
templada en la microesfera (abajo). Tomado y modificado de Metzker (2010).

Posteriormente se mezclan todas las microesferas templadas y se vierten en un chip
semiconductor (Figura 3) el cual sera el portador de las bibliotecas durante la

secuenciacion.

4.- Secuenciacion. Ton PGM™ Jon Torrent ™ (Thermofisher Sci. Inc., USA) utiliza
tecnologia de secuenciacion por semiconduccion que detecta diferenciales de voltaje (Liu et
al., 2012; Cadena-Zamudio et al., 2016; Goodwin et al., 2016), cada vez que la polimerasa
incorpora un nucleétido a la hebra que se sintetiza (fragmento de DNA muestra) es liberado

a la matriz un proton H*, y al aumentar la concentracion de H* en la solucion se



desencadena un diferencial de voltaje el cual es detectado por el PGM, que posteriormente
se traduce en un diferencial de pH (Liu et al., 2012; Merriman et al., 2012; Del Chierico et
al., 2015; Goodwin et al., 2016), de igual manera, cuando ningun nucle6tido es incorporado

no se produce la reaccion (Figura 4).

Figura 3. (A) Chip semiconductor; (B) nanopozos del chip, en cada pozo se
introduce una microesfera para su secuenciacion; (C) flujo de nucleétidos inyectados
a la solucidn del chip, donde se lleva a cabo la secuenciacion por diferencial de pH y
voltaje. Tomado y modificado de Del Chierico et al. (2015)

B c
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Figura 4. Principio quimico de la secuenciacion de lon PGM™ de Ion Torrent™. A)

deteccion del cambio de pH en el chip electrodo por diferencial de voltaje; B) las
sefalizacion del cambio de pH son medidas mediante la frecuencia de tiempo
durante el flujo de insercion de los nucledtidos; C) lonograma cada incorporacion de
nucle6tido es registrado y con base en la intensidad del cambio de pH se calcula la

intensidad de incorporacién. Tomado de Merriman et al. (2012).
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2.6 Ventajas de Ion PGM™ de Ion Torrent™

Es muy dificil comparar las diferentes plataformas de secuenciacion, debido a que cada una
cuenta con tecnologias y principios de secuenciado diferentes, por lo que es casi imposible

compararlas bajo una misma escala (Liu et al., 2012; Cadena-Zamudio et al., 2016)

Ion PGM™ (Jon Torrent™, Life Technologies) es la primer plataforma en no utilizar un
escaner optico para la deteccion de fluorescencia (Goodwin et al., 2016), como el 454 de
Roche® (pirosecuenciacion) y Hiseq de Illumina (secuenciacion por sintesis) que utilizan
luciferina y fluor6foros respectivamente para producir una sefial luminosa cada vez que un
nucledtido es incorporado y esta es detectada por un sensor optico (Liu et al., 2012; Del
Chierico et al., 2015). La ventaja Ion PGM™ (Ion Torrent™, Life Technologies) es que el
diferencial de voltaje aumenta proporcionalmente al nimero de nucle6tidos incorporados,
mientras que la fluorescencia aumenta su probabilidad de error en regiones
homopoliméricas, es decir, con incorporaciones de 6 a 8 pb del mismo nucleétido (Rizzi,
2015; Googwin et al., 2016).

Sin embargo, 454® de Roche® puede desarrollar lecturas muy largas de hasta 700 pb, sin
embargo tiene un alto nivel de error por las regiones homopoliméricas (Rizzi, 2015;
Goodwin et al., 2016), mientras que Illumina tiene la ventaja de obtener hasta dos mil
millones de lecturas (Del Chierico et al., 2015), pero lon Torrent tiene un buen rendimiento
de lecturas con hasta 400 pb, lo cual brinda diversas aplicaciones dirigidas a secciones
especificas del DNA (Goodwin et al., 2016).

Otra de las ventajas de lon Torren es que ofrece una amplia gama de chips, con rangos de
~50 Mb hasta 150 Gb, y cuenta con una velocidad de lectura de hasta 7 horas,
convirtiéndose en una de las plataformas mas veloces, no obstante el costo por lectura sigue
siento muy elevado (Goodwin et al., 2016). Aunque no PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

El detritus es el residuo del sustrato que las hormigas cultivadoras de hongos usan para
producir su alimento (un basidiomiceto mutualista), este sustrato, denominado como “jardin

fangico”, ha sido objeto de multiples estudios y hasta ahora se sabe que alberga multiples
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especies de bacterias y hongos que cumplen diversas funciones simbiéticas, tanto

parasiticas como mutualistas. Ademas de otras tantas cuya interaccidn ain no se conoce.

No obstante la mayoria de estudios se han enfocado en el aspecto microbiano y enzimatico
del jardin fangico en el interior de las galeras especializadas, pero un pequefio nimero se
han dedicado al entendimiento de lo que ocurre en los vertederos asi como su importancia
ecoldgica como un nicho para la microbioma edéafica y sobre todo, su uso como un
promotor de actividad microbiana y enzimatica con potencial biotecnologico de facil
acceso. Pero, ¢es posible que las comunidades microbianas del detritus sean las mismas en
cualquier ecosistema que se recolecten, 0 acaso su composicion microbiana se ve afectada

por las condiciones climaticas y vegetales propias de su localizacion?

La apologia central del presente estudio pretende resolver qué especies microbianas son
propias del detritus y cudles varian en cada ecosistema donde se localizan, por otra parte, es
necesario saber qué efectos tienen los vertederos de detritus sobre la diversidad microbiana
del suelo, al tomar como punto inicial que el jardin fangico cuenta con una diversidad de
microorganismos grande encargados de la biodegradacion del material organico y que cada
ecosistema proporciona diferentes especies vegetales como materia prima, es factible
suponer que muchos de los microorganismos que se encuentran dentro del jardin fangico
son transmitidos a partir del material vegetal recolectado, y que muchas poblaciones

permanecen en los detritus después de que son vertidos fuera del hormiguero.

Finalmente, al conocer la composicion microbiana sera factible vislumbrar el uso
biotecnolégico del detritus con base en sus caracteristicas microbioldgicas, ya que
quimicamente se ha demostrado en multiples investigaciones que cuentan con
concentraciones de N y P elevadas para tratarse de “desechos”, con un potencial como
“composta de hormiga”, y este término podria verse sustentado con los estudios de Haines
(1978), Farji y Silva (1995), Fortanelli y Servin (2002) y Maurice-Lira y Quintero-Lizaola
(2015), aunado a esto, también se han reportado algunas localidades mexicanas donde ha

sido utilizado de forma empirica como abono organico para la horticultura.

No obstante es necesario determinar si es factible vislumbrar al detritus (composta de

hormiga) como un biofertilizante, siempre y cuando cuente con las poblaciones
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microbianas ideales para la biotransformacién de materia organica y el reciclaje de
nutrientes, de igual manera, las bacterias fijadoras de nitrégeno y las productoras de
antibioticos que han sido reportadas en el jardin fangico y que podrian tener un valor
biotecnoldgico si permanecen en los vertederos y fueran potencializados adecuadamente en
biorreactores o compostas. Sin embargo, el primer paso es conocer la diversidad

microbiana presente en los vertederos de detritus.
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3.

HIPOTESIS

El microbioma de los vertederos esta constituido por especies bacterianas propias de

los procesos biologicos del detritus, independientemente del ecosistema donde se localicen.

El microbioma del vertedero estd compuesto por poblaciones microbianas propias

del suelo y ecosistema donde se localizan.

5.1.

5.2.

OBJETIVOS
Objetivo General

Analizar la diversidad a y B de los vertederos de detritos y suelos control de dos

ecosistemas diferentes.
Objetivos Particulares

Cuantificar el nimero de especies bacterianas presentes en los vertederos de detritus.
Identificar las poblaciones bacterianas estructuralmente mas representativas de los
vertederos de detritus.

Identificar las poblaciones bacterianas propias de los vertederos de detritus y las
dependientes de los ecosistemas donde se localizan.

Comparar la diversidad bacteriana de los vertederos de detritus y los de suelos
control respecto a los ecosistemas donde se localizan.
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5. MATERIALES Y METODOS
6.1. Obtencién de las muestras

Para la realizacion de este trabajo se recolectaron cinco muestras (Cuadro 1): tres del
municipio de Tezontepec de Aldama, Estado de Hidalgo, México y dos del municipio de
Ixhuatlan del Café, Estado de Veracruz, México (Figura 5). Las recolecciones se realizaron
en verano (junio-agosto) del 2016 y se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta el momento

de su analisis.

Cuadro 1. Nomenclatura de identificacion de las muestras analizadas.

ID Muestra

SH  Suelo control en Tezontepec de Aldama, Hidalgo.
SV Suelo control en Ixhuatlan del café, Veracruz.
H1  Vertedero de detritus de A. mexicana muestreado en Tezontepec de Aldama,

Hidalgo.

H2  Vertedero de detritus de A. mexicana muestreado en Tezontepec de Aldama,
Hidalgo.

V1  Vertedero de detritus de A. mexicana muestreado en Ixhuatlan del cafe,
Veracruz.

Figura 5. Ubicacion geogréafica donde se localizaron las muestras obtenidas.
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Se eligieron estas zonas por sus ecosistemas contrastantes, con la finalidad de comparar e

identificar las comunidades microbianas que no dependan de dichos ecosistemas, ademas

de que Veracruz e Hidalgo son dos de los estados con mayor diversidad de hormigas del

pais, con 319 y 229 especies respectivamente (Rios-Casanova, 2014), no obstante, ambos

estados son muy diferentes en cuanto a sus condiciones ambientales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Comparacion de las condiciones ambientales entre los dos sitios de

muestreo.

Caracteristicas

Tezontepec de Aldama
Estado de Hidalgo

Ixhuatlan del Café
Estado de Veracruz

Ubicacién

Clima

Temperatura media
anual
Precipitacion media
anual
Grupo de referencia de
suelo

Tipo de vegetacion

Cultivos producidos

Al suroeste del estado (Valle
del mezquital). Entre los
paralelos N 20°05” y 20° 16’
W 99° 12> y 99°22°
(INEGI, 2009b).
Semiseco Templado
(INEGI,2009b)

(con canicula).

17 °C
(INEGI, 2009b).
600 mm
(Hernéndez et al., 2010).
Phaeozem (49.36 %)
Leptosol (24.0 %)
Vertisol (12.0 %)
(INEGI, 2009b).
8.0 % bosque
8.0 % pastizal
7.0 % matorral
(INIEGI, 2009b).

Principalmente hortalizas
(Hernandez-Fuentes et al.
2010), calabacita (Cucurbita
pepo), jitomate (Lycopersicum
esculentum), maiz (Zea mayz),
durazno (Prunus pérsica) etc.
(Fortanelli y Servin, 2002)

Entre los paralelos
N 18°53°-19°03’
W 96°56°-97°02’
(Escamilla-Prado et al.,
2012).

Semicélido hdimedo a tem-
plado himedo con abundan-
tes lluvias todo el afio
(INEGI, 2009a)
22 °C
(INEGI, 2009a)
2100 mm

(INEGI, 2009a)

Leptosol (39 %)

Andosol (32 %)

Luvisol (27 %)

(INEGI, 2009a)
3,688.36 ha de bosques
mesofilos de montafia. 834.52
ha de bosques de encinos,
795.50 ha de bosques de
pinos y bosque tropical
caducifolio.  (Méarquez vy
Marquez, 2009)
Café (Coffea arabica)
(principal), platano (Musa
paradisiaca) y  citricos
(Escamilla-Prado et al., 2012)
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Especies vegetales Pirt (Schinus molle), huizache Café  (Coffea  arabica),
forrajeada por Atta (Acacia pennatula), mezquite naranja (Citrus sinensis.),
mexicana de acuerdo (Prosopis sp.), maiz (Zea vainillo (Inga sp.), Ixpepe
mays). (Trema micrantha), mango
(Mangifera indica), zapote
negro (Diospyros digya) y li-
moén agrio (Citrus

aurantifolia)
Importancia de la espe- Es considerada una importante ~ Gastronémico y econémico.
cie A. mexicana plaga. La especie es conocida como
“Chicatana” (Escamilla-Prado

etal., 2012)

6.2.  Extracciony pruebas de integridad del DNA metagendmico

La extraccion de DNA metagenomico se realizd mediante dos métodos, por Fenol-
Cloroformo (Wilson, 1990) modificado y por el sistema comercial ZR Fecal DNA
MiniPrep™ (Zymo Research®, CA, USA).

Extraccion por Fenol-Cloroformo

Se utilizaron 150 mg de muestra, mezclados con 175 uL de TE (Tris y EDTA) 50:20 como
buffer y 10 pL de proteinasa K mas 40 pL de SDS 10%, la solucion se incub6 2 h a 56 °C.
Se realizaron dos extracciones de proteinas con 500 pL de fenol frio (equilibrado pH 8) y
dos con 500 uL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), con centrifugaciones a 12,000
rpm a 4 °C en cada paso. Al sobrenadante final se le agreg6 500 pL de isopropanol frio y se
guardd a -20 °C toda la noche. Después se temperd y centrifugd, la pastilla de DNA se lavé
con 1 pL de etanol frio 70% y se puso a secar a 65 °C durante 2 h, finalmente se rehidrato

con 50 uL de agua tipo | destilada libre de nucleasas y se almacené -20 °C.
Extraccion por Kit comercial.

Se utilizo el protocolo de manufactura del kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrep™ (Zymo
Research®, CA, USA) para materia fecal y suelos con una modificacién, ya que las
muestras fueron previamente maceradas en morteros estériles, ademas para suelo se

requirié utilizar 250 mg de muestra (100 mg mas de lo que marca el protocolo). Después de
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cada extraccion se realizo electroforesis en gel agarosa 1.0% durante 45 min a 90V, para

verificar la integridad del DNA.

6.3. Pruebas de PCR

Se realizaron mediante la amplificacion de una region parcial de ~400 pb del gen 16S
rRNA con un termocilador SelectCycler (Select BioProducts© For Life Science Research,
USA.) vy se utiliz6 el programa 16S 5B y 3A (Cuadro 3) del laboratorio de Recursos
Genéticos Microbianos del CNRG-INIFAP. Cada reaccion PCR requirio la mezcla (Cuadro
4) de 2.5 pL 10X PCR Buffer, 1 pL 50 mM MgCL., 2.5 pL 100 mM dNTP set, 0.3 pL de
Taq polimerasa recombinante, 2.5 pL de cada iniciador (5B forward 5°-TTG
GAGAGTTTTGATCMTGG-3" y 3A reverse 3’-GTATTACCGCGGCTGCTG-5") y 2 uL
de DNA metagendmico. Las pruebas de PCR consistieron en la aplicacién de 1 pL de
inhibidores de PCR: albumina sérica de bovino (BSA) o dimetilsulféxido (DMSO)
directamente en el DNA extraido y diluido a 1:10, 1:100 y 1:1000. Las electroforesis para

visualizar los productos amplificados fueron en gel de agarosa 1.5 % a 90 V 40 m.

Cuadro 3. Ciclos de temperaturas del termociclador para pruebas de PCR.

Etapa Temperatura Tiempo

(°C) (s)

Desnaturalizacion 95 600
25 Ciclos 95 30
58 30

72 20

Extension final 72 420
Almacenamiento 4 0

Cuadro 4. Mezcla de reactivos para pruebas de PCR del DNA metagendémico.

Reactivo 1X reaccion 10X reacciones

(ML) (ML)

H-O libre de nucleasas 10.7 107

10X PCR Buffer (-MgCly) 2.5 25

50 mM MgCL> 1 10

100 mM dNTP set 2.5 25

Taq polimerasa recombinante 0.3 3

Iniciadores (5B y 3A) 2.5 c/primer 25

BSA 1 1 (directo al DNA)

DNA metagendémico 2 2 cada tubo
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6.4. Construccién de bibliotecas

Se llevé a cabo una PCR con el sistema 16S™ metagenomics Kit (Thermofisher Sci. Inc.,
USA), para la cual se requirio 3 pL de DNA de muestra por duplicado, ya que para cada
muestra se realizaron dos reacciones, una para las regiones V2-4-8 y otra reaccion para las
V3-6-7-9. Se utiliz6 un control positivo (E. coli) y un testigo negativo (agua). En tubos de
PCR de 200 pL se mezclaron las muestras con los reactivos (Cuadro 5) para dar un
volumen total de 30 pL por reaccién. Se mezclaron las reacciones que correspondian a la

misma muestra, para obtener volumen final 60 pL por muestra.

Cuadro 5. Reactivo del Kit Ion 16S™ Metagenomics utilizados para la construccion

de bibliotecas del gen 16S rRNA.

Cantidad por muestra

Reaccion 1 Reaccion 2
Componente 16S PRIMERS 16S PRIMERS
SET 10X (V2-4-8)  SET 10X (V3-6-7-9)
(1L) (1L)
2X ENVIROMENTAL MASTER MIX 15 15
16s PRIMERS SET 10X (V2-4-8) 3 0
16s PRIMERS SET 10X (V3-6-7-9) 0 3
H-0O libre de nucleasas 9 9
TOTAL 15 15

Cuadro 6. Programa de temperatura para amplificacion de las siete

regiones hipervariables del gen 16S rRNA.

Inicial 22 ciclos Finalizacion Almacenamiento
Temp. 95.0 95.0 58.0 72.0 72.0 4.0
Tiempo  0:35 0:30 0:30 0:30 7:00 o0

6.5.  Purificacion y cuantificaciéon productos amplificados

Se mezclaron aproximadamente 54 uL del producto amplificado con 96 pL de Agencourt®
AMPure® XP (Beckman Coulter Inc, USA) previamente temperado y homogeneizado con
vortex a méxima potencia durante 10 min. Las mezclas se colocaron en un rack magnético
y se esperd a que la mezcla clareara, después se desechd el sobrenadante con cuidado de no

perder el pellet. Este Gltimo se lavé dos veces con etanol 70 % filtrado a 0.2 um recién
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preparado y temperado sin quitarlo del rack magnético, se secé el pellet a temperatura
ambiente y se rehidraté con 30 pL de agua libre de nucleasas. En este ultimo paso se
homogenizo por pipeteo y se colocé nuevamente en el soporte magnético, cuando las
muestras clarearon se recuperd el sobrenadante y el boton se desechd. Las muestras se
almacenaron a -20 °C.

Se cuantificaron los productos amplificados mediante un NanoDrop 2000®
Spectophotometer (Thermo Scientific, USA), el cual se lavé con agua tipo 1 libre de
nucleasas antes y después de su uso. Se agregé 1 pL de cada muestra en el lector del
NanoDrop 2000®. Las concentraciones se obtuvieron en ng pL? y se utilizé una hoja de
calculo Excel para calcular las diluciones necesarias para ajustar la concentracion de
productos amplificados a 50 ng uL en 79 pL de agua tipo 1 libre de nucleasas. La formula

utilizada fue la siguiente:

50ng
Concentracion de los productos de PCRenng/pL

Vol. de la mezcla de amplicones =

6.6. Generacion y purificacién de extremos romos

Para la generacion de extremos romos se mezclo a cada muestra por pipeteo con 20 pL de
lon Plus Fragment Library Kit 5X End Repair Buffer (Thermofisher Scientific Inc., USA) y
1 pL lon Plus Fragment Library Kit End Repair Enzyme (Thermofisher Scientific Inc.,
USA). Después se incub6 20 min a temperatura ambiente.

La purificacion se realizd con 180 pL de Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter
Inc, USA) mediante el mismo procedimiento descrito en el punto 6.5 de materiales y
métodos del presente trabajo, pero se disperso las perlas y recupero6 los productos con 25
ML de lon Plus Fragment Library Low Te (Thermofisher Scientific Inc., USA). Se

almacend a -20 °C.
6.7.  Ligacion de cddigo de barras y adaptadores

Para la ligazén de los adaptadores y del cddigo de barras se usaron los reactivos del lon
Plus library fragment Kit (Thermofisher Scientific Inc., USA), en el que se utiliz6 10 pL de
10X ligasa buffer, 2 uL dNTPs Mix, pL, 2 pL DNA ligasa y 8 pL Nick-Repair polimerasa
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para cada muestra. Se le adicionaron 2 uL del cédigo de barras (lon Xpess Barcode). Se
anoto el nimero de cada cddigo de barras que se ligo a la muestra. Se adiciond 49 pL de
agua libre de nucleasas a cada muestra para obtener un volumen final de 100 uL por

muestra.

Las muestras se colocaron en el termociclador con un programa de temperaturas que consté

de tres etapas: 1) 25 °C 15 min; 2) 72°C 5 min y almacenamiento a 4 °C.

Las muestras se mantuvieron en hielo durante el tiempo que se temperd el Agencourt®
AMPure® XP (Beckman Coulter Inc, USA) y se utilizaron 140 pL por muestra para
realizar la purificacion mediante el mismo procedimiento descrito en el punto 6.5 de
materiales y métodos del presente trabajo, pero las perlas se dispersaron y se recuperaron
los productos con 25 uL de lon Plus Fragment Library Low Te (Thermofisher Scientific
Inc., USA). Se almacend a -20 °C.

6.8.  Amplificacion y purificacion de bibliotecas

La amplificacion de las bibliotecas se llevé a cabo mediante PCR en la cual, cada reaccion
(25 pL de bibliotecas sin amplificar) se mezclé con 100 pL de Platinum PCR super mix
high fidelity y 5 pL de Library amplification primer mix de lon Plus Fragment Library Low
Te (Thermofisher Scientific Inc., USA) para obtener un volumen total de 135 pL por

muestra.

Cada reaccion se dividio en dos tubos para PCR de 200 pL por partes iguales, de modo que

cada tubo contuvo 65 pL de reaccion.

El programa del termociclador consté de tres etapas: 1) 95°C por 5 minutos; 2) cinco ciclos
de 95°C durante 15 s, 58°C durante 15 sy 70°C por 1 min; 3) mantenimiento a 4°C no mas

de 1 h. Se combinaron las muestras que fueron previamente divididas.

La purificacion se llevd a cabo con 195 pL de Agencourt® AMPure® XP (Beckman
Coulter Inc., USA), la purificacion se realizd mediante el mismo procedimiento, descrito en

el punto 6.5 de materiales y métodos del presente trabajo, pero las perlas se dispersaron y se
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recuperaron los productos amplificados con 30 pL de agua libres de nucleasas. Se

almacenaron las muestras a -20 °C.
6.9. Cuantificacion de la biblioteca y determinacion del factor de dilucion (TDF)

La cuantificacion de las bibliotecas se determind mediante el sistema High Sensitivity DNA
Reagents (Agilent® technologies, CA, USA) y 2100 Bioanalyzer Instruments (Agilent®
technologies, CA, USA) mediante el protocolo de manufactura, para el cual se prepar6 un
gel-dye High Sensitivity DNA Reagents, del cual se colocaron 9 uL en los tres pozos
marcados con “G” para usarlo como matriz para los electrodos de lectura (chip negro), se
colocé 5 pL de High Sensitivity DNA Marker (Agilent® technologies, CA, USA) y al pozo
de la escalera se agregé 1 pL de High Sensitivity DNA Ladder (Agilent® technologies,
CA, USA). Posteriormente se colocd 1 puL de muestra en cada pozo disefiado con este fin y
se mezclaron por vortex a 2400 rpm durante 60 s. El electrodo de lectura se colocé en el
lector del Agilent® 2100 Bioanalyzer (Agilent® technologies, CA, USA) y se cerro,
inmediatamente comenz6 la corrida. El Agilent® 2100 Bioanalyzer (Agilent®
technologies, CA, USA) fue lavado antes y después de cada corrida mediante el electrodo

de limpiado (chip blanco) con 350 pL agua tipo 1.

La corrida proporciono la concentracion de las bibliotecas (pg/uL) y se convirtié a ng/mL
(pg/LL = ng/mL) mediante la hoja de calculo de Microsoft® Excel “Equimolaridad de
amplicones”. Se determino el factor de dilucion para el manejo de las muestras con una
concentracion final de la mezcla de bibliotecas de 26 pM mediante la formula siguiente:

Concentracionde la biblitoeca en pM
26 pM

Factor de dilusién (TDF) =
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6.10. Templado

Se utilizd un equipo OneTouch™ 2 (OT2) (Thermofisher Sci. Inc., USA) para llevar a cabo
el templado de las bibliotecas mediante una PCR en emulsion con el sistema ion PGM™
Hi-Q™ Sequencing Kit ((Thermofisher Sci. Inc., USA). Para el cual se realizé una mezcla

de los reactivos y 25 L de la libreria a 25 pL (Cuadro 7).

Se preparo el reactivo lon PGM™ Hi-Q™ [SPs segtn el protocolo de manufactura y se
mezcld con vortex a maxima potencia por 1 min. Se agrego al tubo de tapadera morada del
reactivo “lon PGM™ Hi-Q” el cual contiene 800 pL de reactivo los siguientes

componentes en el orden que se muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 7. Mezcla para PCR en emulsién.

Reactivo Cantidad necesaria
(uL)

Agua libre de nucleasas 375

Ion PGM™ HiQ™ Enzyme mix 500

Ion PGM™ Hi Q™ [SPs 100

Libreria a 26 pM 25

TOTAL 1000

Después se mezcl6 la solucion de amplificacion preparada en el cuadro 7 y proceder de

inmediato al llenado del filtro.

Los 1000 pL de la mezcla se transfirieron por el orificio de la canula del filtro. Después se
afiadieron 850 pL de aceite Ion One Touch™ reaction oil por el mismo orificio, se cambio
la punta y se agregd 850 pL de aceite. Se evitd mezclar la solucion amplificada con el

aceite.

Se coloc el filtro en la posicion indicada por el OT2, se cerro la tapa de la centrifuga y se
presiono la opcidn de inicio de corrida en la pantalla para comenzar con el templado el cual
duré ~5 h. Después se siguieron las instrucciones solicitadas en la pantalla del OT2,
terminado el templado se retiraron los tubos de recoleccion y se desechd el exceso de

sobrenadante hasta dejar s6lo 100 puL del mismo sin que se toque el Pellet.
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Después se adicionaron 500 pL de Ton OneTouch™ Wash Solution a cada tubo de
recoleccion y se mezcld con vortex a baja velocidad sin derramar, se pasé el contenido a
tubos Eppendorf® LoBind® de 1.5 puL y se removié el sobrenadante excepto 100 uL de
muestra y se almacend a 4 °C. Se lavo el equipo OneTouch™ segun el protocolo de

manufactura.
6.11. Enriquecimiento

Se prepard la solucion Melt-Off mediante la mezcla de 280 uLL de Tween®Soluti y 40 pulL

de NaOH 1M vy se llenaron los 8 pocillos de la tira.

Se prepararon las esferas con 13 uL Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 en un tubo de
microcentrifuga 1.5 pL Eppendorf® LoBind®. El tubo se colocé en un rack magnético
durante 2 min y se desecho el sobrenadante, se retird el magneto y se agregd 130 pL de

MyOne™ Beads wash solution y se homogeneizd con ayuda de una micropipeta.

Se agreg6 la muestra y los reactivos en los pocillos de la canaleta conforme al orden
establecido (Cuadro 8), después se coloco un tubo de PCR de 200 uL abierto con 10 puL de
Neutralization solution en la base de recoleccion. La placa de pocillos se coloco en la
canaleta con la orilla de terminacion cuadrada girada al lado izquierdo y se oprimié el
botdn de inicio para comenzar el enriquecimiento. Al terminar se retird el tubo de PCR con

el templado enriquecido.

Cuadro 8. Orden de colocacion de los reactivos en la tira de pocillos para

enriquecimiento.

No. de pozo Descripcion

100 pL de templado positivo

130 pL Dynabeads MyOne™Streptavidin C1 Beads preparadas.
300 pL Ion One Touch™ Wash Solution.

300 uL Ion One Touch™ Wash Solution.

300 pL Ion One Touch™ Wash Solution.

Vacio

300 pL de solucion Melt-Off.

Vacio

O~NO O WN -
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6.12. Limpieza del lTon PGM™ (Ion Torrent™, Life Technologies)

Se realizé con hipoclorito para limpiar lineas. Se usé un stock de NaOH 1M preparado con
agua tipo 1 de 18 MQ en un tubo de 1.5 mL. Se prepar6 la solucion de cloro con una
pastilla de hipoclorito Ton OGM™ Cleaning Tablet en 1 L de agua tipo 1 y se agito hasta
que la pastilla se disolvié por completo. Se agregaron 1,000 uL. de NaOH 1M en la botella
con la solucién de hipoclorito y se filtré al vacio con una membrana de 0.22 pm (Corning
Incorporated, USA). Se lavé tres veces con 100 mL de agua tipo 1 18 MQ cada botellas
“wash 1y 3” de 250 mL y “wash 2” de 2L. Después se agregaron 250 mL de la solucion de
hipoclorito filtrada en la botella W1 y se enjuagd el zipper de la posicion W1, se coloco la
botella de limpieza con el hipoclorito en el sitio indicado en el equipo. Lo mismo se realizo
con las botellas W2 y W3, las cuales se colocaron en su respectivo lugar, se colocaron las
bandejas para recolectar los desechos en la posicion de los tubos de dNTPs y se eligid la

opcidn “clean™. Se siguieron las instrucciones para realizar un lavado con cloro.

Al finalizar el lavado con hipoclorito, se retird la botella W1 con la solucion de hipoclorito, se
enjuago el zipper con agua tipo 1y se coloco una nueva botella W1 250 mL con agua tipo 1. Se
reinicié el lavado para eliminar el exceso de hipoclorito en las lineas de PGM. Se retiraron

todas las botellas y las bandejas de recoleccion.

6.13. Inicializacion del Personal Genome Machine ITon PGM™ (Ion Torrent™, Life

Technologies)

Se inicid el Ton PGM™ con el ajuste del pH, mientras tanto se colocé las soluciones stock
de los dNTPs sobre hielo. Se verificd que la presion del tanque gas de Argédn fuera > 500
psi. Se enjuagd tres veces las botellas W2 2000 mL con 200 mL de agua tipo 1 y se
llenaron con agua tipo 1 limpia hasta el borde y se adicion6 Ion PGM™ Hi-Q™
Sequencing W2 Solution (Ion Torrent™, Life Technologies). Se adicionaron 70 pL de
NaOH 100 mM recién preparado a la botella W2 y se mezcld 5 veces por inversién. Se
enjuagaron tres veces las botellas W1 y W3 con 100 mL de agua tipo 1 y afiadieron 350 uL
de NaOH 100mM recién preparado a W1y 50 mL de Ion PGM™ Sequencing W3 Solution
a la W3. Se comenzd la inicializacion conforme a las instrucciones de la pantalla tactil del

lon PGM™ (Ion Torrent™, Life Technologies).
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Después se prepararon los tubos de 50 mL con las soluciones madres de dNTPs durante el

proceso de inicializacion.

Los dNTPs se homogeneizaron con vortex y siempre se mantuvieron en hielo. Después se
etiquetaron los cuatro tubos con las etiquetas (dGTP, dCTP, dATP y dTTP). Se

transfirieron 20 pLL de cada dANTP a su respectivo tubo y se insertaron nuevos zipper azules

en cada puerto de dNTP, se evitd tocar la zona azul de los zipper. Cuando el equipo lo

indicé se coloco cada tubo de reactivo al puerto dNTP correspondiente. Se siguieron las

instrucciones de la pantalla tactii de PGM™ (Ion Torrent™, Life Technologies) para

finalizar la inicializacién. Para cada uno de los pasos se cambi6 de guantes.

6.14.

Generacion de corrida en Torrent server

Se cred un plan de corrida en la pagina de internet Torrent server mediante los siguientes

pasos:

© 0o N o g B~ w b PE

T ~ S = S S S N
aa A W N L O

Seleccionar la opcion “plan”.
Plan templete run.

16s target secuencing.

Plan new run.

lon report: None.
Application: metagenomics.

Target technique: 16s targeted sequencing.

Library Kit type: lon plus fragment library Kit.

Chip type: Ion 316™ chip V2.

. Template kit; One touch.

. lon PGM template OT2 400 Kit.
. Monitoring: 30-30-30.

. Reference: No aplica.

. Plugins: FastQC.

. Output: DANIEL_MARTINEZ
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6.15. Preparacion de templado positivo

Se dio vortex a las Ion sphere™ particles durante 5 s y spin durante 2 s, se adicionaron 5
uL de Ion sphere™ particles a los 200 uL. del templado enriquecido, se homogenizo cinco
veces con ayuda de una micropipeta y se centrifugd 15,500 xg 2 min. Se removié el
sobrenadante y se dejo 15 uL en el tubo con cuidado de no tocar el botdn. Se adicionaron
12 uL de sequencing primer y se completo el volumen final de 27 uLL con annealing buffer

y se mezclo por pipeteo sin tocar el pellet y se termocicl6 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Programa del termociclador para la preparacion del templado.

Temperatura Tiempo
C) (min)
95 2
37 2

6.16. Chip check

El chip check se utilizo para comprobar que el chip trabajara sin fugas y que la
conductividad funcionara con la conductividad deseable. Primero se coloc6 un chip nuevo
en la placa de conexion, se presiono “chip check” y se siguid las indicaciones de a pantalla

tactil para comenzar el proceso. Se cargé la muestra.
6.17. Cargado del chip

Antes de cargar el chip se adicion6 la polimerasa de secuenciacion al ISPs, al terminar el
analisis de secuenciacion, se removio el ISPs del termociclador y se adicionaron 3 uL de
Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencinf Polymerase (Ion Torrent™, Life Technologies) para tener
un volumen total de 30 pl, se homogeneizod por pipeteo e incubd 5 min a temperatura

ambiente.

Para cargar el chip se retird el anterior y se incliné a un angulo 45° para que el puerto de
carga quedara hacia abajo, se insertd la punta de la pipeta en el puerto de carga y se elimind
la mayor cantidad de liquido. Se colocé el chip con el puerto de carga hacia abajo en el
adaptador de la centrifuga (MiniFuge, VWR International, USA) y se centrifugd 3 s para

vaciar completamente el chip.
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La muestra se carg6 en el chip y se tomaron 30 pL de ISPs con una micropipeta (Hamilton
Company, USA), y se insert0 la punta firmemente en el puerto de carga y se colocé el chip
a 45° con el puerto de carga hacia abajo, después se giré el émbolo de la micropipeta para

depositar el templado lentamente para evitar que se formaran burbujas en el chip.

El chip se centrifugé 30 s y se colocd a 45° sin retirar la punta del puerto de carga, se
pipeted la muestra dentro y fuera del chip tres veces lentamente para evitar la formacién de
burbujas. Se volvid a centrifugar 30 s y de nuevo se colocd a 45° sin retirar la punta del
puerto de carga, se mezclé nuevamente por pipeteo con cuidado de no formar burbujas.
Después se centrifugo otra vez durante 30 s. Se extrajo la mayor cantidad de liquido con el
chip a 45°, se desecho el liquido extraido y el chip se centrifugd 5 s para retirar el liquido
restante con la micropipeta. Cada vez que se centrifugd se hizo con la pestafia hacia el

centro de la centrifuga.

6.18. Secuenciacion

El tipo de chip que se utilizdo fue un Ion 316™v2, cuyo tiempo de corrida va de 3 h
aproximadamente para un promedio de 200 pb por lectura y puede obtener de 300 a 300
Mb (megabases), o hasta 1 Gb (Gigabases) si el tiempo se prolonga hasta 5 h con un
promedio de 400 pb por lectura. Después de que se cargd el chip con las bibliotecas
templadas se siguieron los pasos conforme a las indicaciones de la pantalla tactil del lon
PGM (Thermofisher Sci. Inc., USA). A partir de la secuenciacion se generaron dos tipos de
resultados, los primarios mediante la plataforma lon Browser Server (Thermofisher Sci.
Inc., USA) vy los secundarios generados con la plataforma lon Server, estos ultimos

corresponden a los andlisis de diversidad.
6.19. Anélisis de resultados

Los resultados primarios, generados mediante el servidor lon Browser Server
(Thermofisher Scientific Inc., USA), los cuales determinan la calidad y densidad del
cargado del chip y muestra un resumen del nimero total de lecturas, lecturas con la calidad
Optima (>Q20) para el analisis de datos, también resume la calidad del templado y
enriquecido, con un porcentaje de esferas templadas, asi como, clonales exitosas y

policlonales eliminadas. A su vez se muestra un histograma que muestra la moda, media y
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mediana de longitud de las lecturas obtenidas. También se obtiene un cuadro en el que se
especifican las caracteristicas por muestra con base en la cantidad de lecturas, las lecturas

que alcanzan la calidad >Q20, el nimero de secuencias y la longitud media de las mismas.
6.20. Analisis de diversidad

Los analisis secundarios generados por la plataforma lon Reporter indican los parametros
utilizados para filtrar las lecturas Utiles y realizar la identificacién. Los parametros fueron la
longitud de lectura, porcentaje minimo de cobertura de alineamiento, abundancia de
lecturas, porcentaje de identidad para la asignacion de un género, porcentaje de identidad
para la asignacion de una especie, lecturas mapeadas y no mapeadas en la muestra. Con
base en estos resultados se obtuvieron los OTUs con los que se logrd realizar la
identificacion hasta nivel de género y especie, para lo que se utilizaron las bases de datos
MicroSEQ® 16S Referenced Library v2013.1 y Greengenes v13.5 (curada) conforme a
estos pardmetros se obtuvieron los analisis de diversidad alfa y beta.

Diversidad a.

La diversidad alfa se refiere al estudio de la composicion y estructura de una comunidad, es

decir, a riqueza de especies y la homogeneidad en su distribucion (Moreno, 2001).

Curvas de rarefaccioén:

La cual permite comparar las muestras sin importar si difieren en tamafio, este analisis esta
basado en el numero de OTUs obtenidos por secuencia, de esta manera es posible
determinar si las muestras son representativas del medio y permite saber si el esfuerzo de

muestreo fue el adecuado.
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Chao 1:

Es un modelo no paramétrico que estima la estructura de la comunidad, con base en el
numero de especies raras, es decir, aquellas representadas por solo uno o dos individuos.

Este es un estimador de abundancia.
indice de Simpson:

Es uno de los indices de dominancia mas utilizados, toma en cuenta a las especies con
mayor importancia (dominancia) con base en su abundancia proporcional. La escala de este
indice va de cero a uno, cuanto mas se acerca a uno es mas probable que la diversidad esté

mayormente dominada por una especie.
indice de Shannon:

Estima la diversidad especifica. Esta basado en el concepto de equidad o uniformidad de
los valores de importancia de todas las especies. Indica 0 cuando s6lo hay una especie,
valores menores a 3 indican baja diversidad de especies en la muestra, cuando oscilan entre
3 y 5 son de alta diversidad, y valores superiores a 5 corresponden a muestras
megadiversas. En microbiologia es comun encontrar valores superiores a 8 en suelos de

bosques, donde las condiciones son optimas para la actividad microbiana.
Abundancia proporcional:

Mediante el porcentaje se pueden observar aquellas especies bacterianas cuyo efecto es
importante en el suelo, las especies con una abundancia proporcional mayor al 1.0 % son

aquellas que generan el mayor impacto en la comunidad.
Diversidad p.

Es el grado de intercambio o remplazo de especies que existe entre dos 0 mas comunidades

divididas por algun gradiente como paisaje 0 en este caso ecosistema o vertedero/suelo.

Analisis de componentes principales (ACP):
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Este es el método de ordenacion mas frecuente, permite agrupar las muestras en un biplano,
con base en sus semejanzas, los grupos se encuentran mas proximos cuando existe mayor

similitud entre ellos. Se determiné mediante Ion Reporter™ y la plataforma Emperor

(©The Emperor Development Team).

31



Diagramas de Venn:

Se usaron para esquematizar el intercambio de especies entre las muestras, y observar el

efecto de los vertederos y ecosistema sobre la diversidad microbiana.

Con los datos de comparacion en los diagramas se determind el coeficiente de similitud de
Ochiai-Barkman el cual indica que tan iguales o diferentes son las composiciones de las
muestras comparadas en una escala de 0 a 1, donde 0 indica completa diferencia y 1 total

similitud (Moreno, 2001). La férmula fue la siguiente:

c

Coeficiente de similitud (Ios) = T—=—

Donde a= Numero de especies exclusivas del sitio A; b= NUumero de especies exclusivas

del sitio B y c= NUmero de especies compartidas.
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6. RESULTADOS
6.1  Extraccion de DNA metagenomico y construccion de bibliotecas
Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA metagenémico realizada por el método Fenol-Cloroformo
modificado mostré persistencia de pigmentos en el producto final (Figura 6A), estos
pigmentos podrian indicar presencia de acidos humicos u otros compuestos que interfieran
en la PCR (Mulero et al., 2008), por lo que se comprobo la integridad del DNA extraido
mediante electroforesis en gel agarosa 1.0 %. La electroforesis mostrd poca integridad del
DNA, asi como la presencia de compuestos que interferian en la luminiscencia generada

por los rayos UV (Figura 6B).

Figura 6. DNA extraido por el método fenol cloroformo. A) persistencia de
pigmentos en la extraccion; B) la electroforesis indicé un DNA con poca integridad.

El cuadro rojo sefiala los compuestos que hacen interferencia en la electroforesis.

Se repitid la extraccion por el método de manufactura del sistema comercial ZR Fecal DNA
MiniPrep™ (Zymo Research®, CA, USA), con una ligera modificacion, ya que las
muestras se maceraron previamente con morteros estériles. Las muestras se observaron sin
pigmentos (Figura 7A) y en la prueba de integridad se observd un DNA integro (Figura
7B), no obstante una muestra de suelo generd un patron de bandas muy tenue. Para efectos
de los analisis de secuenciacion masiva del gene 16S rRNA no representa un inconveniente,
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ya que se busca analizar fragmentos muy pequefios del genoma, por lo que no es necesario

obtener bandas integras .

Figura 7. DNA extraido por el sistema comercial. A) La extraccion sin presencia de
pigmentos; B) la electroforesis indic6 un DNA integro. El cuadro amarillo indica las

muestras de interés para el presente trabajo. El carril S3 corresponde a la SV.

Pruebas de PCR.

Se realizaron las pruebas con la finalidad de asegurar que las muestras eran funcionales
para la construccion de las bibliotecas. Sin embargo, las muestras en stock no amplificaron,
lo que indicé la presencia de inhibidores de PCR, por lo tanto se probaron diluciones
1:1000, 1:100 y 1:10 més 1 pL de inhibidor de inhibidores (BSA o0 DMSO). Las diluciones
1:1000 no mostraron amplificacidn adn con la aplicacion de los inhibidores de inhibidores,
por lo tanto se redujo la dilucion para aumentar la concentracion de DNA, de este modo se
observé un bandeo ligero en las muestras con inhibidores de inhibidores, pero las muestras

con BSA mostraron mejor bandeo (Figura 8).

Se repitieron las PCR con aplicacion de BSA, pero nuevamente se redujo la dilucién, para
aumentar mas la concentracion de DNA, esta vez se utiliz6 el DNA 1:10 mas 1 puL de BSA
y se observo un buen bandeo (Figura 9), por lo que se continuo con la amplificacion de las

regiones hipervariables del gen 16S rRNA.
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Figura 8. Electroforesis de productos amplificados en dilucion 1:100. Sin inhibidor
de inhibidores (pozo 3 al 6); con BSA (carril 7 al 10); con DMSO (carril 11 al 14);
Marcador de 100pb; control positivo (carril 1); testigo negativo (carril 15); testigo

negativo mas BSA (pozo 16), testigo negativo mas DMSO (carril 17).

Figura 9. Electroforesis de productos amplificados en dilucion 1:10 mas BSA.
Carril 1: marcador 100pb; carril 2: control positivo E. coli; carril 3: testigo
negativo; carril 4 testigo negativo mas BSA; carril 5: SH; carril 7: SV; carril 8: H1;
carril 9: H2; carril 11: V1. Los cuadros amarillos indican las muestras de interés

para el presente trabajo.
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Amplificacion de las regiones hipervariables.

El sistema 16S™ Metagenomics Kit (Thermofisher Sci. Inc., USA) utiliza dos sets de
iniciadores, uno para las regiones V2-4-8 y otro para V3-6, 7-9, la electroforesis mostré una
amplificacion adecuada para cuatro de las cinco muestras, por lo que se repitié la
amplificacion para esa muestra, mediante una menor dilucidn, es decir, en lugar de ocupar
la muestra SH 1:10, se utiliz6 la SH stock (Figura 10).

i« 2 3-4 5 6 7|8

500pb
400ph
300pb
200pb

100pb

Figura 10. Electroforesis de los productos amplificados de las regiones
hipervariables del gen 16S rRNA. Carriles 1 y 9) marcador 100 pb; carril 3) SH;
carril 4) SV; carril 5) H1; carril 6) H2; carril 7) VV1; carril 11) repeticion de SH.

Los cuadros amarillos indican las muestras de interés para el presente trabajo.

Se utilizé una calculadora disefiada en el programa Excel® Office™ Microsoft® para
estimar los requerimientos de productos amplificados leidos mediante un NanoDrop 2000®
Spectophotometer (Thermo Scientific, USA), con la finalidad de obtener una concentracion
final de 50 ng uL* en 79 pL de muestra, para lograr el volumen final se utilizé agua tipo 1
(cuadro 10).
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Cuadro 10. Calculo de diluciones para obtener una concentracion Optima para la

mezcla de amplicones.

Lectura  Conversibna  Vol. necesario para 50 ng Vol. Agua para 70 puL

D pguLh)  (nguL (uL) (ub)
SH 4640 4.64 10.8 68.2
\V4 7500 7.5 0.7 72.3
H1l 12210 12.21 4.1 74.9
H2 13230 13.23 3.8 75.2
V1 16210 16.21 3.1 75.9

A partir de las diluciones obtenidas, se genero y purificd los extremos romos (End-repair),
se ligaron y purificaron los codigos de barras y adaptadores, posteriormente se amplificaron
las bibliotecas y se procedié a calcular el factor de dilucién (TDF) con base en las
concentraciones leidas mediante un 2100 Bioanalyzer Instruments (Agilent® technologies,
CA, USA) vy el sistema High Sensitivity DNA Reagents (Agilent® technologies, CA,
USA). El TDF obtenido fue de 27 (Cuadro 11), por lo tanto se mezclé 1 puL de las
bibliotecas mezcladas en 27 pL de Low TE o H2O libre de nucleasas, para obtener una
concentracion de aproximadamente 26 pM.

Después de obtener el TDF se realizé el templado y enriquecido de las bibliotecas,

posteriormente se cargo el chip y se realizé la corrida de secuenciacion.

6.2 Andlisis bioinformatico
Analisis primarios

Mediante la plataforma lon Browser Server (Thermofisher Scientific Inc., USA) se generd
un resumen donde se observa que el chip obtuvo un 65 % de cargado (Figura 11A), y un
total de 4 101 114 secuencias leidas con un rango de 200 a 300 pb de longitud, sin embargo
2 410 962 lecturas contaron con la calidad necesaria para su analisis. EI templado mostro
99 % de éxito y sdlo el 1 % de las microesferas no fueron templadas y durante el
enriquecimiento se depuraron las monoclonales de las microesferas, donde el 76 % de las
esferas fueron clonales y el 24 % policlonales (Figura 11B). Se obtuvo una longitud media
de 208 pb por lectura (Figura 11C)
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Cuadro 11. Calculadora de TDF en programa Excel® Office™ Microsoft®. Las muestras amarillas de la parte superior son

las de interés para el presente trabajo.

. L. vol.total de
Concentraciones masicas Mezclar
665.00 mezclaa
Muestra Del BA Unidades BA Conversion | Unidades Qubit| Ci Unidades qPCR vol de muestra vol agua preparar [pgde DNAenla
(pb) (pg/uL) conc (ng/ul) (ng/mL) conc (pg/L) pmol/L (uL) (uL) (uL) mezcla
SH 385 169.0 0.169 169 168970000 665.0 5.0 0.0 5 844.88
sV 389 395.0 0.395 BS5) 395030000 1538.6 22 28 5 853.66
H1 391 1607.3 1.607 1607 1607340000 6228.6 0.5 4.5 5 858.05
H2 391 1145.0 1.145 1145 1144990000 4436.9 0.7 43 5 858.05
Vi 393 2028.9 2.029 2029 2028870000 7822.0 0.4 4.6 5 862.44
H1-1 390 1142.2 1.142 1142 1142170000 4437.3 0.7 43 5 855.86
H1-3 388 1712.4 1.712 1712 1712350000 6686.8 0.5 4.5 3 851.47
H1-5 383 976.0 0.976 976 975970000 3860.9 0.9 4.1 5 840.49
H1-7 384 1655.2 1.655 1655 1655200000 6530.9 0.5 4.5 5 842.69
H1-9 391 2136.5 2.137 2137 2136510000 8279.1 0.4 4.6 5 858.05
H1-13 388 1872.6 1.873 1873 1872620000 7312.6 0.5 4.5 5 851.47
H1-15 389 948.5 0.948 948 948460000 3694.2 0.9 4.1 5 853.66
H1-17 382 694.4 0.694 694 694430000 2754.4 1.2 3.8 5 838.30
H1-41 386 1214.2 1.214 1214 1214240000 4766.2 0.7 43 5 847.08
H1-43 337 208.1 0.208 208 208110000 935.7 3.6 1.4 3 739.55
H1-45 381 998.6 0.999 999 998570000 3971.1 0.8 42 5 836.10
H1-47 384 1694.1 1.694 1694 1694080000 6684.3 0.5 4.5 5 842.69
H1-49 346 473.9 0.474 474 473890000 2075.2 1.6 34 5 759.30
H1-23 389 2323.6 2.324 2324 2323630000 9050.5 0.4 4.6 5 853.66
H1-25 389 598.0 0.598 598 598030000 2329.3 1.4 3.6 5 853.66
H1-27 389 845.3 0.845 845 845300000 3292.4 1.0 4.0 5 853.66
H1-29 339 496.9 0.497 497 496910000 2220.9 1.5 35 5 743.94
H1-33 391 617.0 0.617 617 617000000 2390.9 1.4 3.6 5 858.05 Conc total de la Conctotal de la  |Concentracion pM
H1-35 387 582.6 0.583 583 582590000 2280.9 1.5 3.5 5 849.27 mezcla equimol mezcla equimol de mezcla
H1-39 396 1346.8 1.347 1347 1346840000 5153.2 0.6 4.4 5 869.02 pg/ul pg/L | TDF
Average -> 3823 Suma ->| 29.4 95.6 125.0 20975.0 167.8 167800248.0 665.0
pM
Molec Weight Ampliseq 25 quimica OT2 - PGM utiliza 25 ul
“AGr 6 ogjomolsg/melsngomel PV Conc=(mass Conc/length}*(1/Molec Weight) RiaSeq -
ing= 1000 pg
imL= 1000 uL
1L= 1000000 uL
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Run Summary
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Figura 11. Analisis primario generado por la plataforma lon Browser Server. A)
Porcentaje del cargado del chip; B) Indica porcentaje y calidad de lecturas,
porcentaje de templado y enriquecido 6ptimo; C) Histograma de longitudes media,
moda y mediana de las lecturas.

También se generaron los resultados de los analisis primarios por muestra (Cuadro 12), en
el que se observa que las muestras H2 y V1 obtuvieron la mayor cantidad de bases leidas
con 25,940,885 y 20,705,392 respectivamente, seguidos de H1, SV y SH con menos
lecturas, también se muestra el nimero de lecturas que obtuvieron lograron el valor de
calidad >Q20 Optimo para continuar con los andlisis secundarios, finalmente se observan
las secuencias Utiles, con un rango de 70,254 a 124,555, y la longitud va de 208 a 214 pb.

Cuadro 12. Reporte por muestra generado mediante la plataforma lon Browser

Server (Thermofisher Scientific Inc., USA).

Longitud promedio

Muestra Bases leidas > Q20 Secuencias X
de secuencias
SH 14,727,477 13,244,050 70,254 210 pb
sV 18,172,648 16,224,543 86,995 209 pb
H1 19,919,006 17,911,721 93,074 214 pb
H2 25,940,885 23,094,246 124,555 208 pb
V1 20,705,392 18,595,611 96,037 216 pb
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Analisis secundarios

La plataforma lon Reporter describid el nimero total de lecturas por muestra, asi como las
validas segun los pardmetros establecidos. A partir de las lecturas validas se obtuvieron las
lecturas mapeadas con las que se realizaron los analisis de diversidad y la asignacion de
género y especie (Cuadro 13). Los parametros que siguid el lon Reporter para generar las
asignaciones de géneros y especies se basd en un rango de alineamiento de 60 pb de las
secuencias leidas por los primer (forward y reverse) y solamente se consideraron las
lecturas con mas de 50 pb. Se consideraron validas todas aquellas lecturas que al menos
fueron registradas una vez. El porcentaje de similitud minimo requerido para validar la
identificacion de los géneros fue del 97.0 % y para asignar las especies se requirié por lo

menos 99.0 % de similitud.

Cuadro 13. Resultados del analisis secundario reportados con la plataforma lon

Reporter (Thermofisher Scientific Inc., USA).

Parametros Muestras

SH SV H1 H2 V1
Lecturas totales. 70254 86995 93074 124555 96037
Lecturas validas. 68863 85276 91209 121912 94183
Lecturas ignoradas. 0 0 0 0 0
Lecturas mapeadas en la muestra. 64167 84484 90771 121324 93993
Lecturas no mapeadas en la muestra. 4696 792 438 588 190

6.3 Andlisis de diversidad

Diversidad a@.

La riqueza de OTUs por secuencias obtenidas en cada muestra se determind mediante las
curvas de rarefaccion muestra el nimero de OTUs (especies) observados por el niumero de
lecturas obtenidas, este tipo de curvas permite determinar la posibilidad de encontrar
nuevas especies con un mayor numero de lecturas, sin embargo, conforme la curva de

rarefaccion se acerca a la asintota, la probabilidad de encontrar nuevas especies disminuye.

Las muestras correspondientes a los vertederos (H2, H1 y V1) obtuvieron un mayor nimero
de OTUs y la curva se muestra con tendencia a la asintota, por lo que su proximidad a la
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saturacion indica baja la probabilidad de encontrar mas OTUSs si se aumenta el esfuerzo de
muestreo. En el caso de las muestras SH y SV se obtuvieron menor nimero de OTUs, no

obstante, muestran la misma tendencia que las otras curvas (Figura 12A).

El indice de Chaol es un estimador no paramétrico que ajusta la curva de rarefaccion para
indicar el nimero de especies, con base en las representadas por un solo individuo (Figura
12B). Las curvas ajustadas muestran una tendencia a la asintota similar a la Figura 12A, por
lo tanto se aproximan a la saturacion. Esto indica que el esfuerzo de muestreo fue adecuado

para continuar con los analisis de diversidad.
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Figura 12. Curvas de rarefaccion e indice de Chaol para especies raras.
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La equidad en la estructura se analizé con el indice de Shannon, que estima la riqueza de
especies con base en la uniformidad de las mismas. Las cinco muestras obtuvieron valores
superiores a 5 por lo que cumplen con los parametros que indican megadiversidad (Figura
13A), no obstante la menor diversidad se encontrd en SH, que corresponde al suelo control
de Tezontepec de Aldama, Hidalgo, cuyo ecosistema corresponde a una zona semiseca del
valle del mezquital, mientras que la mayor diversidad se encontrd en H2, que corresponde a
un vertedero de detritus del mismo ecosistema, lo que podria ser un indicio del efecto de las

condiciones ecosistémicas y la presencia de vertederos sobre la diversidad bacteriana.

Contrario al concepto de equidad, el indice de Simpson (Figura 13B) estima el grado de
importancia de las especies con base en su abundancia proporcional, sin considerar el
efecto de las demas especies de menor dominancia. Para efectos de este indice, cuanto mas
se acerca un valor a 1, la diversidad esta mas dominada por una sola especie. Las muestras
H2, SV y V1 obtuvieron valores superiores a 0.9, mientras que H1 y SH obtuvieron valores
superiores a 0.8, lo que indica que a las muestras son megadiversas, es decir que estan
compuestas por una gran cantidad de especies, sin embargo, su estructura esta representada

por un escaso nimero, consideradas como dominantes (Figura 13C).
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Se obtuvieron 2,227 OTUs (especies) con un total de 53,350 lecturas obtenidas en la suma
de todas las muestras, pero solo se consideraron como dominantes a aquellos con mas del
1.0 % de las lecturas totales (Cuadro 14), de este modo se obtuvieron 17 especies (OTUSs)
dominantes, pertenecientes a 4 Phylum (Figural4) de los cuales, los firmicutes fueron mas
dominantes, seguidos por las actinobacterias.

B Firmicutes
M Actinobacteria
Proteobacteria (Enterobacteria)

M Bacteroidetes

Figura 14. Phylum a los que corresponde las 17 especies més representativas de
la diversidad de 3 vertederos de detritus y 2 suelos control.

Cuadro 14. Especies dominantes en la distribucion de abundancia proporcional
general y sus proporciones por muestras. Los valores de color rojo representan las

especies que son dominantes tanto de manera general como en la muestra individual.

SH H2 A V1 H1 Total

. D e (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Weissella cibaria 0.19 12.28 0.54 23.88 31.46 20.41
Leifsonia aquatica 0.07 254 014 575 7.98 493
Kurthia zopfii - - - 7.0 - 2.46
Pantoea cypripedii - 0.02 - 5.24 149 226
Weissella confitsa - 0.17 - 5.68 0.52 2.8
Bacillus sp. 7.8 057 034 4.5 005 215
Pediococcus pentosaceils - - - 5.9 - 2.07
Arthrobacter protophormiae 0.04 1.9 - 1.23 4.08 2.06
Oceanobacillus chironomi  32.39 0.51 051 0.01 0.06 1.81
Streptoniyees fradiae 0.6 3.57 071 1.25 077 1.63
Weissella ceti - 5.4 0.03 - 0.01 1.35
Prevotella copri - - - 3.62 001 1.27
Microbacteriumt sp. - 1.44 006 1.16 1.42 1.17
Arthrobacter sp. 0.07 2.07 009 097 091 1.12
Pantoea wallisii - 0.17 0.09 0.05 3.7 1.12
Salmonella enterica - 0.06 - 257 0.72 1.12
Xvlanimicrobium pachnodae - 3.39 0.11 0.11 075 1.10
Otros 58.84 65.92 97.38 31.09 46.07 49.79
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Las 17 especies (OTUs) dominantes sumaron un total de 26,789 lecturas (Figura 15), lo que
corresponde al 50.21 % del total de lecturas obtenidos, sin embargo, estas 17 especies se
encontraron de diferente forma en cada muestra (Figura 16), por ejemplo, la especie mas
representativa de manera general fue Weissella cibaria (20.41 %), pero de manera
individual represent6 el 0.19 % en SH y 0.54 % en SV, por lo que no se consideraron
dominantes para estas muestras, aunque fue la mas dominante en H1 (31.46 %), V1 (23.88
%) y H2 (12.28 %).

Con base en estas observaciones se determind la distribucion proporcional por muestra, con

el objetivo de identificar las especies mas representativas de cada una.

m OtUs de especies no dominantes m OTUs de especies dominantes
26561
Total
26789
6224
Hi 8917
Vi 5821
12887

1808
sV

1704

7621
5688
952

SH

1728

10000 15000 20000 25000 20000
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g !

Figura 15. Comparacion del nimero de lecturas de las especies dominantes y no

dominantes de manera general y en cada muestra.
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Figura 16. Distribucion de la abundancia relativa general. Se puede observar que
las 17 especies mas representativas de manera general representan distinta
distribuciéon en cada muestra. V1 es la mejor representada por estas especies,

mientras que SV es la menos representada.

Respecto a los vertederos de detritus estas fueron las especies y proporciones dominantes:

V1 obtuvo la mayor cantidad de lecturas, con un total de 18,708, de los cuales, el 68.88 %
correspondieron a 13 especies dominantes (Figura 17), de las cuales 12 también dominaron
en la distribucion general. Solo Serinibacter salmoneus representd el 1.11 % de manera
individual y menos del 1.0 % general.
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Figura 17. Distribucidon proporcional de las especies dominantes en el vertedero V1.

La segunda muestra mejor representada por la distribucion proporcional general fue H1, la

cual obtuvo 15,141 lecturas y 12 especies (OTUs) dominantes que representaron el 58.89 %

(Figura 18), de las cuales seis pertenecen a las dominantes de manera general.

H2 obtuvo 13,309 lecturas de los cuales se obtuvieron 15 especies (OTUs) con dominancia

que representaron el 41.9 % (Figura 19), pero s6lo ocho se comparten con la proporcion

general.
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Figura 18. Distribucién proporcional de las especies dominantes del vertedero H1.
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Figura 19. Distribucion proporcional de las especies dominantes del vertedero H2.



Respecto a los suelos control, las especies y proporciones dominantes fueron las siguientes:

SH obtuvo 2,680 lecturas correspondientes al 64.47 % que fueron representados por 10
especies (OTUs) dominantes de manera individual (Figura 20), sin embargo, s6lo dos se
observaron en las dominantes generales. Oceanobacillus chironomi fue la mas
representativa de la muestra con un 32.39 %, y Bacillus sp. con el 7.8 %. Las ocho especies

restantes, dominantes en SH no lo fueron de manera general.

SV fue la muestra menos representada por la distribucién proporcional general. Obtuvo un
total 3,512 lecturas y 14 especies (OTUS) dominantes (1704 lecturas) (Figura 21), de las
cuales, ninguna representé dominancia en la distribucion general.
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30% W Bacillus_nealsonii
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o | W Bacillus_longiquaesitum
B Oceanobacillus_chironomi
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SH

Figura 20. Distribucién proporcional de las especies dominantes del suelo control SH.
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Figura 21. Distribucién proporcional de las especies dominantes del suelo control SV.

Se observaron diferencias en la abundancia proporcional de acuerdo a los sitios analizados.
Esto indica un claro efecto de los ecosistemas sobre la diversidad bacteriana, aunado a esto,
la presencia de los vertederos podrian ser un factor determinante sobre las especies
bacterianas edéaficas, ya que hubieron especies que se mantuvieron dominantes
exclusivamente en los vertederos como Weissella cibaria, Leifsonia aquatica,
Microbacterium sp., Arthrobacter protophormiae, Streptomyces fradiae, Pantoea
cypripedii, Arthrobacter sp., Pantoea wallisii, Xylanimicrobium pachnodae, Weissella ceti,
Salmonella entérica, Prevotella copri, Kurthia zopfii, Weissella confusa, Pediococcus

pentosaceus.

Las muestras menos representadas por la distribucion general fueron las de suelos control,
esto indica que los vertederos de detritus si ejercen un efecto sobre la diversidad

microbiana, ya que algunas poblaciones microbianas se ves promovidas, sin embargo, SH
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compartié dos especies con las dominantes generales, mientras que SV mostrd una

diversidad completamente diferente.

Se observo que existid diferencia entre la diversidad bacteriana de acuerdo al tipo de
ecosistema, ya que algunas especies dominantes en los vertederos de Hidalgo no dominaron

en el vertedero veracruzano.
Diversidad .

Para comprender el efecto de los vertederos y ecosistemas sobre la abundancia relativa de
las especies bacterianas, se ordenaron las 17 especies mas representativas en la distribucién
general con base en tres niveles de dominancia: dominante (>1.0 %), no dominante (< 1.0 a

> 0.0 %) y ausente (0 %) y se agruparon por humero de muestras dominadas (Figura 22).

SH SV Hl H2 Vi1

Weissella cibaria I Dominantes .
Leifsonia aquatica No dominantes
Microbacterium sp. . Ausentes .

Arthrobacter protophormiae
Bacillus sp. 3 muestras [
Streptomyces fradiae 2 muestras
Pantoea cypripedii 1 muestra
Oceanobacillus chironomi
Arthrobacter sp.
Pantoea wallisii
Xylanimicrobium pachnodae
Weissella ceti

Salmonella entérica
Prevotella copri
Kurthia zopfii
Weissella confusa
Pediococcus pentosaceus

Figura 22. Especies de dominancia general ordenadas por dominancia individual en
un mayor namero de muestras.

51



Fue factible observar el efecto de los vertederos y las especies Weissella cibaria, Leifsonia
aquatica, Arthrobacter protophormiae y Microbacterium sp, ya que mostraron el nivel de
dominancia mas elevado unicamente en los vertederos sin importar el ecosistema donde se
obtuvieron, mientras que en los suelos también se encontraron pero con un porcentaje
menor a 1.0 %. Con respecto a las especies Streptomyces fradiae y Pantoea cypripedii
también se puede concluir que dependieron de los vertederos de detritus para obtener un

mayor nivel de representatividad de los vertederos.

Las especies Arthrobacter sp., Pantoea wallisii, Xylanimicrobium pachnodae y Weissella
ceti s6lo fueron dominantes en los vertederos hidalguenses (H1 y H2), lo que podria indicar
que los vertederos con condiciones ecosistémicas similares a las de H1 y H2 ejercen un
efecto que promueve la actividad de estas especies, mientras que en el ecosistema de

Veracruz se encontraron con porcentajes < 1.0 %.

Las especies Salmonella entérica, Prevotella copri, Kurthia zopfii, Weissella confusa y
Pediococcus pentosaceus soOlo estuvieron presentes y dominaron la distribucion
proporcional en V1, esto podria indicar que es una bacteria especifica del detritus en un

ecosistema como el veracruzano.

Para observar mejor el efecto de los vertederos sobre la diversidad bacteriana se utilizaron
analisis de componentes principales (ACP) (Figura 23) en el que es posible percibir dos
grupos, uno en el que se encuentran las dos muestras de suelos, y otro con las de los
vertederos, estos grupos indican claramente que los vertederos ejercen un efecto sobre la
diversidad bacteriana, lo que podria relacionarse con las caracteristicas de los detritus,
como la cantidad de MO, pH o nutrientes, etc. Aunado a esto, existe gran distancia entre las
dos muestras de suelo, lo que indica diferencia en la diversidad de ambos suelos por efecto

del ecosistema en que se encuentran.

Sin embargo, la diferencia de ecosistemas no es tan marcada entre los vertederos, ya que a
pesar de que este grupo se divide en dos subgrupos se puede observar que H1 y V1 guardan
mayor similitud que H1 con respecto a H2, sin embargo, este Gltimo esta muy diferenciado
de V1.
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Estos subgrupos indican que el ecosistema si genera diferencia entre la diversidad
bacteriana de los detritus, sin embargo, aun es posible que cuenten con especies
compartidas sin importar el ecosistema o suelo en el que se encuentran. Esto sugiere que
existen especies propias de los vertederos independientes de la zona de colecta. Por otra
parte, la distancia entre los suelos control (SH y SV) indican una clara diferencia entre su
diversidad, lo que se relaciona directamente con las diferencias ecosistémicos de cada sitio

de recoleccion. Lo cual indica que los ecosistemas si influyen en la diversidad bacteriana.

Y
PC2 (26.21 22)

Vertedero

= (D
H2

X
PC1 (a48.24 <5)

ZPC3 (18.36 95)

Vertedero

m
H2

o
PC1 (48.24 2&)

Suelo

ZpPCs (18.36 %)

Figura 23. Analisis de componentes principales. (A) diversidad de los suelos control
respecto a la diversidad de los vertederos de detritus; (B) diferente angulo de los

componentes principales.
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Comparacion de diversidad beta entre los suelos control SH vs SV.

Se realizaron cuatro diagramas de Venn para identificar las especies compartidas entre las
muestras, para ello se tomaron todas las especies (con > 1 lectura obtenida) de cada muestra
a comparar. En cada diagrama se especifican las especies mas dominantes (> 1.0 %)

conforme a las lecturas obtenidas Unicamente en las muestras comparadas.

En el primer diagrama de Venn se compararon las muestras SH-SV (Figura 24), ambas
muestras compartieron 140 especies de un total de 841. De acuerdo con el coeficiente de
similitud las composiciones de la diversidad de ambas muestras son diferentes, sin embargo
12 de las 15 especies mas representativas, se compartieron y las otras tres solo se

localizaron en SV.

Especies compartidas entre suelos de
diferentes ecosistemas.

Oceancbacillus chironomi
Rhodoplanes sp.
Bacillus longiquaesitum

Bradyrhizobium sp.

Bacillus sp.* Acidisphaera rubrifaciens

Pseudolabrys taiwanensis Roseococcus sp.
248 Especies Enhydrobacter aerosaccus Burkholderia sp.
#OTU 491 Actinoallomurus yoronensis

Bacillus nealsonii

Povalibacter uvarum

453 Especies
#OTU 1493

Streptomyces sp.
Bacillus koreensis

140 Especies SHH
#0OTU 4062 sV
los=0.29

TOTAL Especies: 841
TOTAL: #0TU 6192

Figura 24. Diagrama de Venn para identificar las especies que se comparten entre
el suelo de Hidalgo (SH) y el de Veracruz (SV). Las especies que se encuentran en el
centro corresponden a aquellas que se encuentran en ambos suelos sin importar el
ecosistema de recolecta. *Especies que mostraron dominancia en la abundancia

relativa general.
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Comparacion de diversidad beta entre los vertederos de detritus de A. mexicana.

Se compararon las muestras de los vertederos con sus suelos control de cada ecosistema. El
primero fue SV-V1 (Figura 25) el cual obtuvo 162 especies en comun de un total de 1201
especies obtenidas, de acuerdo con el coeficiente de similitud existié mayor diferencia entre
estas muestras, comparado con las de la Figura 24. Cuando se estimaron las especies con
mayor dominancia en la distribucion proporcional se obtuvieron 13 especies
representativas, de las cuales cinco se compartieron entre las muestras, siete fueron
exclusivas de V1 y una de SV. Lo que se relaciona con lo mencionado anteriormente en la

Figura 22, el cual indica que los vertederos tienen mayor dominancia sobre la diversidad de

los microbiomas.

Intercambio de especies entre suelo y
vertederos de detritus de Veracruz

Kurthia zopfii™
Pediococcus pentosaceus™

Weissella cibaria™
H *
Weissella confusa Leifsonia aquatica™

Pantoea cypripedii *

Bacillus sp.*
Bradyrhizobium sp.
Streptomyces fradiae™

Prevetella copri® Rhodoplanes sp.

Salmonella enterica™
Arthrobacter protophormiae

162 Especies

608 Especies #OTU 9778 431 Especies Vil
#OTU 10627 #0TU 1815 svil
lo= 0.24

TOTAL Especies: 1201
TOTAL: #0TU 22220

Figura 25. Diagrama de Venn para identificar la similitud de especies compartidas
entre el suelo de Veracruz (SV) y el vertedero de Veracruz (V1). Las especies
edaficas que encuentran un nicho ecolégico en los vertederos de detritus son
aquellas que se encuentran en el centro del diagrama. *Especies que mostraron

dominancia en la abundancia relativa general.
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Conforme al diagrama que comparo las muestras SH-H1-H2 (Figura 26) se obtuvo un total
de 1688 especies, de las cuales 27 se compartieron entre H1 y SH, 77 entre SH y H2, sin
embargo entre H1 y H2 existieron 433 especies compartidas, lo que indica una mayor
similitud entre estas dos ultimas muestras, lo que se corrobord con el coeficiente de
similitud. Esto indica un efecto positivo del detritus sobre las especies bacterianas edaficas.

Intercambio de especies entre suelo y
vertederos de detritus de Hidalgo

H1-H2:1, 4= 0.53
H1-SH: I, 4= 0.23
H2-SH: 1, 4= 0.28

169 Especies
#0TU 321

115 Especies
77Especies #OTU 15799
#OTU 642

27 Especies
#0OTU 107

Weissella cibaria™

Leifsonia aquatica™

Oceanohacillus chironomi

Arthrobacter protophormiae™
Streptomyces fradiae™®
Arthrobactersp.*
Microbacteriumsp.*

Bacillus longiquaesitum

527 Especies 340 Especies H1l

#0TU 1101 Weissella ceti™ #0TU 830 H2 m
Pantoea wallisii*
Xylanimicrobium pachnodae™ SH .

433 Especies
#0TU 12330

TOTAL Especies: 1688
TOTAL: #0TU 31130

Figura 26. Diagrama de Venn para identificar la similitud de especies compartidas
en Hidalgo entre el suelo (SH) y los vertederos (H1 y H2). *Especies que mostraron

dominancia en la abundancia relativa general.

Conforme al coeficiente de similitud se observd que efectivamente H1 y H2 son maés
parecidos entre ellas que con respecto a SH. Esto se puede relacionar con el material que

compone a los vertederos de detritus, ya que esta relacion fue superior, incluso, que las
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especies compartidas entre las tres muestras (115). No obstante las especies mas
representativas conforme a la abundancia relativa de las lecturas fueron ocho compartidos

entre las tres muestras y tres compartidos Unicamente entre H1 y H2.

La finalidad de esquematizar el intercambio de especies entre los vertederos y los suelos
control de cada ecosistema mediante las Figuras 24 y 25 fue conocer el efecto de los
vertederos sobre la diversidad microbiana edafica. Se observd el efecto que ejerce el
detritus sobre la diversidad microbiana del suelo, ya que constituyen un nicho con una
composicion mas diversa y una estructura menos equitativa, lo que sugiere que algunas

especies son mayoritariamente promovidas (dominantes) por efecto del detritus.

En la Figura 27 se esquematizo el intercambio de especies entre los tres vertederos, asi
mismo, se observd la similitud de composicion entre las tres muestras con la finalidad de
comprender el efecto de los ecosistemas en la diversidad de la composicién, ya que las
especies que sean exclusivas de un solo vertedero seran aquellas que dependen del tipo de
ecosistema, mientras que las especies en comun, seran aquellas que no dependan de las
condiciones climaticas, pero si de las caracteristicas de los detritus de A. mexicana, por lo
que se esperaria encontrar dichas especies en cualquier vertedero de detritus sin importar el

ecosistema donde sea recolectado.

En el diagrama H1-H2-V1 se obtuvieron 1,852 especies en total, y el mayor numero de
especies compartidas se encontrd entre H1 y H2, lo que indica una mayor similitud entre
ambas muestras (lo-e=0.53) lo que puede relacionarse con el efecto del ecosistema, ya que
ambas muestras pertenecen a los sitios de recoleccién en Tezontepec de Aldama, Hidalgo.
Aunado a esto, el coeficiente de semejanza entre H1-V1 fue muy parecido al coeficiente de
semejanza H2-V1, ya que obtuvieron niveles de 0.39 y 0.35 respectivamente, lo que indica
mayor diferencia entre los vertederos de Hidalgo y el de Veracruz, pero mas marcado entre

H2 y V1, lo que coincide con el ACP.

Finalmente, se obtuvieron 241 especies bacterianas que se encontraron en todos los
vertederos, independientemente de los ecosistemas, 10 que indica que son las especies

propias del detritus y posiblemente de los jardines fungicos en el interior del hormiguero.
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Al estimarse las especies dominantes con base en la abundancia relativa de las lecturas
obtenidos en estas tres muestras se observo que 12 Figuraron entre las compartidas por
todos los vertederos y todas pertenecieron a las de dominancia general, lo que indica que la
diversidad microbiana estd fuertemente influenciada por los vertederos de detritus con
respecto a los suelos control, dos especies dominantes se ubicaron exclusivamente en V1,
una mas se compartié entre V1 y H2, asi mismo, otra especie dominante se compartio entre
V1 y H1, lo que indica un total de 16 especies dominantes conforme a la abundancia
relativa, todas se relacionaron con V1, lo que indica que esta muestra fue la que ejercid
mayor efecto en la diversidad general. Las 12 especies en el centro del diagrama son
aquellas que se esperarian encontrar en todos los vertederos de detritus sin importar el

ecosistema.

Comparacién de especies entre
vertederos de distinto ecosistema

333 Especies
#OTU 4069

Kurthia zopfii *
Pediacoccus pentosaceus™

H1-V1:ly = 0.39
H1-H2:1, 4= 0.53

H2-V1:1, 4= 0.35

241 Especies
#0TU 33625

Weissella cibaria™®

Prevotella copri

Weissella ceti*

94 Especies
#0TU 1670

102 Especies
#0TU 811

Leifsonia aquatica™
Pantoea cypripedii™
Weissella confusa™
Arthrobacter protophormiae™

Bacillus sp.*
Streptomyces fradiae™

Microbacterium sp.*

Salmonella enterica™
Arthrobactersp.*
Pantoea wallisii*

Xylanimicrobium pachnodae™

273 Especies 502 Especies H1 m
H#OTU 472 #OTU 1071

H2 m

307 Especies Al

#0TU 5440

TOTAL Especies: 1852
TOTAL: #0TU 47158

Figura 27. Diagrama de Venn para identificar las especies que no dependen del
ecosistema sino de las caracteristicas del detritus de A. mexicana (localizadas en el
centro del diagrama). *Especies que mostraron dominancia en la abundancia

relativa general.
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7. DISCUSION

Extraccion de DNA

Es imprescindible la obtencion de un DNA integro y amplificable para los estudios de
diversidad mediante técnicas de metagendmica. EI método de extraccion con Fenol-
Cloroformo es uno de los mas utilizados, sin embargo, su dificultad y duracién aumenta el
riesgo de contaminacion de las muestras, mientras que multiples sistemas comerciales
ofrecen métodos sencillos con resultados de buena calidad, no obstante, su costo suele ser
elevado (Fraga et al., 2004; Farrugia et al., 2010; Baena et al., 2013).

Por otra parte, es comun la presencia de inhibidores de PCR en las extracciones de DNA a
partir de muestras de materia organica parcialmente biodegradada (Nechifor-Boila et al.,
2015), por lo que el éxito de la PCR depende de metodologias para contrarrestar estos
inhibidores (Del Valle et al., 2004), una estrategia eficiente es la dilucién de la muestra
para reducir la concentracion de inhibidores, asi como el uso de albumina sérica de bovino
(BSA), la cual secuestra compuestos fenolicos que inhiben la actividad polimerasa (Ludes y
Keyser, 2011; Alaeddini, 2012), otros métodos para contrarrestar los inhibidores de PCR
pueden ser el uso de EDTA, aumentar la polimerasa o adicionar dimetil-sulfoxido (DMSO)
al DNA extraido (Kovatsi et al., 2009; Alaeddini, 2012) como en el trabajo de Lewin et al.,
(2016), quienes agregaron 0.5 pL a la muestra durante la amplificacion del gen 16S rRNA

en muestras de vertederos de detritus de Atta colombica de Costa Rica.

Anélisis Bioinformatico.

La plataforma lon Browser Server (Thermofisher Scientific Inc., USA) estim6 el
rendimiento del cargado del chip en 65 % y el numero de secuencias utiles fue de
2,410,962, con una longitud promedio de 208 pb y con base en los resultados secundarios
estimados mediante lon Reporter (Thermofisher Scientific Inc., USA), las lecturas validas
por muestra fueron las siguientes: SH (68,863), SV (85,276), H1 (91,209), H2 (121,912) y
V1 (94183), esto se puede relacionar al tipo de Chip utilizado, el cual fue lon 316v2 para
lecturas promedio de 200 pb, el cual puede obtener de 300 a 500 Mb.

El nimero de secuencias fue suficiente y de calidad ya que en el trabajo de Zhang et al.

(2015) se utilizé un Chip Ion 314™ e¢] cual es mas pequefio y alcanza menos cantidad de
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lecturas (30-50 Mb), ya que obtuvieron 327,994 secuencias Utiles. En este estudio se
compard el uso del chip Ton 314™ y uno mas grande, Ion 318™, lo que demostrd que sus
capacidades y resultados son aceptables comparados con otras plataformas de
secuenciacion.

Por lo tanto el uso del chip Ion 316™ para el presente trabajo cuenta con las caracteristicas
deseables para realizar los analisis de diversidad. Aunado a esto, Bell et al. (2013)
utilizaron un chip Ion 314™ vy obtuvieron un total de 138,968 secuencias Utiles con un
rango de 5,147 lecturas por muestra. Finalmente, Torres et al. (2014) utilizaron un chip lon
316™ para realizar un andlisis de transcriptomica en la glandula de veneno de la hormiga
Dinoponera quadriceps y obtuvo 2,514, 767 lecturas tiles, con un promedio de 230 pb.
Por lo tanto el nimero de lecturas por muestra generadas en el presente estudio fueron

ideales para la realizacién de los estudios de diversidad.

Anélisis de diversidad.

Multiples estudios han reportado las asociaciones microbianas con especies de hormigas
cultivadoras de hongos, sin embargo muy pocos se han enfocado al estudio de la diversidad
microbiana de los vertederos de detritus mediante el uso de NGS (Aylward et al., 2012b).
Lewin et al. (2016) utilizaron la plataforma 454-Titanium (Roche 454 Sequencing,
Madison, WI), la cual utiliza tecnologia de pirosecuenciacion. Esta plataforma ha sido una
de las més utilizadas para estudiar la diversidad en el jardin fangico (dentro del
hormiguero) sin embargo, suele ser defectuosa durante la secuenciacién de sitios
homopoliméricos (Rizzi, 2015).

Aylward et al. (2012a) realizaron un analisis metagendmico y metaprotedmico para
estudiar la diversidad y fisiologia del hongo simbionte de dos especies de hormigas del
género Atta, en este estudio se ocupd la plataforma 454 FLX GS Titanium (Roche 454
Sequencing, Madison, WI) y los resultados indicaron que la diversidad bacteriana estaba
dominada por la familia Enterobacteraceae, cuyos principales géneros encontrados fueron
Enterobacter, Pantoea, Klebsiella, Citrobacter y Escherichia. Estos resultados son
similares a los obtenidos, ya que las Enterobacteraceas fueron el tercer grupo mas

dominante encontrado en el presente estudio (Figura 14)
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Suen et al. (2010) también utilizaron la plataforma 454 FLX GS Titanium (Roche 454
Sequencing, Madison, WI) para analizar el microbioma encargado de degradar la biomasa
en el jardin fungico de Atta colombica, sin embargo su estudio sdlo Ilego a nivel de clase,
en el cual se concluy6 que los jardines fungicos estan dominados por a-proteobacterias, -
proteobacterias, y-proteobacterias, actinobacterias y bacteroides.

Schigtt et al. (2010) también utiliz6 pirosecuenciacion con la misma plataforma para
identificar las enzimas pectinasas de origen fungico, presente en el excremento de las
hormigas.

Torres et al. (2014) utilizaron la plataforma lon Torrent para el analisis transcriptomico en
la glandula de veneno de la hormiga Dinoponera quadriceps, sin embargo, no se ha
utilizado esta plataforma para el analisis de diversidad microbiana dentro de los jardines
fungicos ni fuera del hormiguero en los vertederos de detritus de hormigas defoliadoras.
Por lo tanto, el presente trabajo es el primero en analizar la diversidad microbiana de los
detritus de hormiga Atta mexicana en México, mediante la plataforma lon PGM™ de lon
Torrent (Thermofisher Scientific Inc., USA).

Por otra parte, se observo una clara diferenciacion entre los microbiomas de los tres
vertederos respecto a los suelos control, lo que indica que las caracteristicas de los detritus
si ejercen un efecto positivo en la diversidad microbiana. Aunado a esto, la diferencia de
diversidad entre los tres vertederos demuestra que el ecosistema si guarda efecto sobre su
microbioma. Esto se relaciona con lo descrito por Reis et al. (2015) quienes describen mas
de 400 especies de hongos aislados de jardines flangicos muestreados de dos
agroecosistemas diferentes, donde las condiciones ambientales y de vegetacion durante el
muestreo son diferentes, por lo que concluyen que la materia prima del jardin fungico y las
condiciones ambientales pueden afectar en la diversidad microbiana. No obstante, en el
presente trabajo se demostrdé que existe gran cantidad de bacterias que permanecen en los

vertederos de detritus sin importar las condiciones del ecosistema.

Por otra parte, entre las bacterias dominantes de los vertederos de detritus se encontraron
algunas con potencial biotecnoldgico por sus caracteristicas como bactericas acidolacticas,
tal es el caso de Pediucoccus pentosaceus (Ramirez-Ramirez et al., 2011), una de las
bacterias mas utilizadas, mientras que las del género Weissella han sido descritas como
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bacterias fermentadoras de gran potencial que aun no ha sido explotado (Ramirez-Ramirez
etal., 2011; Lynch et al., 2015; Fessard y Remize, 2017).

Leifsonia aquatica es una bacteria aerobia obligada, descrita como agente etioldgico de
enfermedades relacionadas a infecciones sanguineas. Esta bacteria puede producir sulfuro
de hidrogeno a partir de glucosa, sucrosa, fructosa, arabinosa, galactosa y manosa
(Muhlhauser, 2016).

Microbacterium sp. sobresale por su capacidad como lumichromo, que es la capacidad de
photodegradar productos de riboflavina en condiciones neutras y acidas (Yamamoto y
Asano, 2015).

Otras especies dominantes importantes en los ciclos biogeoquimicos fueron:
Oceanobacillus chironomi, una bacteria aerobia facultativa gram-positiva halotolerante con
capacidad desnitrificante al transformar NO2> y NOsz a N (Raats y Halpern, 2007), no
obstante Pantoea es un género descrito anteriormente en el interior del jardin fangico,
descrita como fijadora de N> (Pinto-Tomaés et al., 2009), por otro lado, algunas especies de

Pantoea han sido descritas como solubilizadores de fosforo (Kaur y Reddy, 2013a, b).

Por otra parte, se describié una gran cantidad de actinobacterias, las cuales podrian
corresponder a las simbiontes del interior del jardin fingico ya que cumplen la funcién de
producir antibidticos que regulan la actividad microbiana dentro del hormiguero. En el
jardin fungico pueden haber multiples especies de actinobacterias, sin embargo son pocas
las dominantes en el interior del hormiguero (Poulsen et al., 2005). Streptomyces fradie ha
sido reportada como productora de neomicina, un antibidtico con aplicaciones médicas y
agronémicas (Meng et al., 2017) Arthrobacter sp., destacd por su capacidad de biodegradar

compuestos aromaticos como propenilbencenos (Shimoni et al., 2003).

Lo anterior sugiere que las bacterias dominantes tienen algina funcion con relacion a los
diferentes ciclos biogeoguimicos que contindan la biodegradacion los compuestos
organicos del vertedero, y posiblemente algunas comunidades bacterianas persistan desde
el interior del jardin fangico, como las actinobacterias, las cuales podrian continuar la

estabilizacion de la actividad microbiana mediante la produccion de antibioticos. No
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obstante la estructura de la diversidad se vea modificada por las condiciones ambientales

del ecosistema.

Las especies mas representativas de la estructura general cuentan con alguna caracteristica
que les permite continuar con algun ciclo biogeoquimico a partir de los compuestos
organicos de los vertederos de detritus y la mayoria de las especies dominantes continGan
con la biodegradacion de los materiales organicos (Maurice-Lira y Quintero-Lizaola, 2015),
por lo que podrian utilizarse como abono orgénico o bien como un enriquecedor de
microorganismos biodegradadores para compostas u otros métodos biotegnoldgicos que

permitan su uso como biofertilizante (Fortanelli y Servin, 2002)

8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados se comprobo que el ecosistema si influye en la estructura de la
diversidad microbiana de los vertederos de detritus, de igual manera, se comprob6 que
multiples microorganismos representativos de los vertederos de detritus perteneceran con
dominancia independientemente del ecosistema en el que se encuentren, como fue el caso
de Weisella cibaria, Leifsonia aquatica, Pantoea cypripedii, Weisella confusa,
Arthrobacter protophormiae, Bacillus sp., Streptomyces fradiae, Microbacterium sp.,

Salmonella entérica, Arthrobacter sp., Pantoea wallisii, Xylanimicrobium pachnodae.
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9.

PERSPECTIVAS DE ESTUDIO

Los resultados permiten vislumbrar el potencial de los vertederos en los ciclos
biogeoquimicos, sin embargo, no se ha estudiado su potencial como biofertilizante con
base en las poblaciones microbianas que los componen.

Es importante estudiar el efecto de los vertederos de detritus sobre la vegetacién
circundante.

Debido a que la mayoria de estudios de ecofisiologia entre las hormigas defoliadoras y
su microbioma se han realizado mediante microbiologia clasica o con plataformas de
secuenciacion que hoy en dia han quedado obsoletas, es importante realizar los analisis
de diversidad dentro del jardin fungico mediante NGS como lon Torrent.

Existe una gran cantidad de estudios enfocados al microbioma en el cuerpo y jardin
fangico de hormigas defoliadoras, sin embargo, este es el primer trabajo realizado en
México con una especie mexicana mediante plataformas NGS, por lo tanto se debe
continuar con esta linea de investigacion para las especies mexicanas de gran valor

ecologico y cultural.
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