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RESUMEN

Las plantas genéticamente modificadas o transgénicas se desarrollaron para mejorar sus
caracteristicas agronémicas tales como la Resistencia a insecto y tolerancia a herbicidas. Sin
embargo, algunos investigadores hacen hincapié en demostrar la seguridad del medio ambiente
antes de la comercializacion de los OGMs porque estas plantas pueden liberar proteinas derivadas
de la modificacion genética a través de los exudados radiculares. Por lo tanto, generando
condiciones que afectan a las interacciones complejas y delicadas de las comunidades microbianas
a nivel de la rizosfera. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la composicion y estructura de
las comunidades rizobacterias con el fin de determinar si la diversidad bacteriana que habitan en
la rizosfera de una variedad no transgénica difiere con respecto a la variedad transgénica de
algoddn y la caracterizacion los exudados radiculares del algodén convencional y transgénico. Se
identificd la estructura de las comunidades rizobacterianas empleando la plataforma de MG-RAST
y QIIME. Se colecto suelo antes de la siembra y rizosfera de las plantas de algodon no modificado
(T1, convencional), genéticamente modificado 1 (T2, evento de la tolerancia al herbicida) y
genéticamente modificado 2 (T3, evento de la tolerancia al herbicida y resistencia al insecto)
colectadas durante la etapa vegetativa, de floracion y cosecha durante un periodo de cultivo de dos
afios consecutivos (2015 al 2016). En primer lugar, se encontrd que la asignacion taxonémica fue
mas exacta con la plataforma QIIME, la cual a nivel de las familias asignadas fueron mas que
cuando se evalué con MG-RAST. Los cambios de las comunidades rizobacterianas méas notorios
transcurrieron durante la etapa vegetativa y floracién durante el afio 2015. Luego, el analisis
taxondmico indicd que en los suelos albergaron una mayor diversidad que en la rizosfera colectada
durante el afio 2015 y 2016. Ademas, en el afio 2015, las comunidades bacterianas fueron similares
entre los genotipos de algodon T1, T2 y T3. Sin embargo, en el afio 2016 se empezaron a observar
cambios en la diversidad entre las plantas de algodon convencional y transgéenicos.
Particularmente, se identificaron los OTUs de las Phormidiaceae la cual incrementd en el T3
(préacticamente éstas no fueron detectadas en la colecta de la etapa vegetativa del afio 2015). El
analisis del Espectro de Resonancia Magnética Nuclear y la cromatografia en capa fina mostré que
los exudados de la raiz (azlcares y carbohidratos) estaban altamente representados en el
genéticamente modificado que en el convencional. Concluimos que el aumento en la concentracion
de metabolitos (ppm) en estos exudados de raiz podria ser responsable del aumento en la diversidad

bacteriana alrededor de la rizosfera de algodon transgénico.
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ABSTRACT

Genetically modified plants or transgenic were generated to mainly improve agronomic traits
such as insect resistance and/or herbicide tolerance. Researchers argue that environmental safety
must be demonstrated before using GMOs because these plants are able of releasing proteins
derived from modified genes at their roots exudates. Therefore, could generate conditions that
affect the complex and delicate interactions within the microbial soil communities at rhizosphere
level. The main objective was to characterize the structure of bacterial communities that inhabiting
in the rhizosphere derived from transgenic and conventional cotton over a two year cultivation
period and characterize root exudates derived from conventional and transgenic cotton. We
identified the structure of rhizobacterial communities by using MG-RAST (MetaGenome Rapid
Annotation using Subsystem Technology) and QIIME (Quantitative Insights into Microbial
Ecology) platform. Firstly, it was found that taxonomic assignment was more accurate with QIIME
which, at family level, assigned a significantly higher number in comparison with MG-RAST.
Then, soil before sowing and rhizosphere soil derived from non-modified (T1, conventional),
genetically modified 1 (T2, herbicide tolerance trait) and genetically modified 2 (T3, herbicide
tolerance and insect resistant trait) cotton plants were collected at vegetative, flowering and harvest
stage across two years of cultivation period (2015-2016). The changes of the most notorious
rhizobacterial communities occurred during the vegetative stage and flowering during 2015.

The taxonomic analysis indicated that the soils harbored high diversity than rhizosphere collected
at 2015 and 2016 year. Also, in 2015 year, bacterial communities were similar between T1, T2
and T3. However, in 2016 we observed changes in diversity between non modified and genetically
modified cotton. Shannon and Simpson diversity indexes were higher in Transgenic than non-
modified cotton genotypes. Particularly, it was identified some Phormidiaceae OTUs which
increased in T3 (practically they were undetected in vegetative 2015 collection). Nuclear Magnetic
Resonance Spectrum and Thin Layer Chromatography analysis showed that root exudates (sugars
and carbohydrates) were highly represented genetically modified than in the conventional. We
concluded that the increase in the metabolite concentration (ppm) in these root exudates could be

responsible for the increase in the bacterial diversity around the rhizosphere of transgenic cotton.
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1. INTRODUCCION

El algodon tiene un gran impacto en la agroindustria (SAGARPA, 2017). México fue el
decimotercer productor mundial con un volumen de 487,914 toneladas en el 2016 y la produccion
de este cultivo satisface 80% los requerimientos nacionales. En el comercio mundial, las
transacciones de fibra se han incrementado, especialmente en paises como Estados Unidos, Espafia
y Arabia Saudita, que se ubican entre los 10 principales importadores de este cultivo. Actualmente,
México cubre 0.74% del total de las importaciones de Estados unidos (SAGARPA, 2017). La
produccion del algoddn se ve afectada por factores bidticos como lepiddpteros, pulgones, arafia
roja, mosquita blanca, maleza, y abidticos como la sequia, propiedades fisicoquimicas del suelo,
el clima entre otros. Para lo cual, las plantas transgénicas se han desarrollado con el objetivo de
resolver diversos problemas tales como la tolerancia a factores ambientales, el aumento en la

calidad nutricional de los cultivos, la productividad, resistencia a plagas y a enfermedades.

Dentro de los principales cultivos transgénicos se encuentran soya, maiz, algodon y canola,
mismos que poseen eventos tales como la tolerancia a herbicida, resistencia a insecto o ambos
eventos. Esta nueva tecnologia es considerada como un instrumento alternativo para modificar y
mejorar los cultivos; particularmente en el caso del algodén donde las pérdidas por insectos y
malezas son altamente significativas. Sin embargo, algunos investigadores hacen hincapié en la
importancia de demostrar la seguridad del ambiente antes de la comercializacion de los
Organismos Genéticamente Modificados, es por ello que las plantas genéticamente modificadas
son un sistema modelo de estudio debido a que éste tipo de plantas podrian liberar exudados
modificados y generar condiciones selectivas asi como efectos negativos en las estructuras de las
comunidades microbianas que habitan en la rizosfera de las mismas. Aunado a esto, las
comunidades rizobacterianas son un elemento fundamental e importante en la calidad del suelo ya
que afectan la fertilidad del mismo e influyen directamente en el crecimiento, nutricion y salud de
la planta puesto que estas comunidades juegan un papel muy importante como el ciclo del
nitrégeno, el metabolismo o la movilizacion de nutrientes entre otros. Es por ello que el objetivo
de este trabajo es evaluar si la estructura de las comunidades microbianas que se establecen en la

rizosfera del algodon transgenico es diferente con respecto a una variedad no transgénica
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(convencional) y si estas modificaciones depende de la calidad y/o cantidad de exudados

radiculares.

2. ANTECEDENTES

2.1 Produccion de algoddn en México y en el mundo

El algodon es la planta textil de fibra suave mas importante del mundo. La especie del algodén
gue se cultiva en nuestro pais es Gossypium hirsutum L., ésta es originaria de México y América
Central (SFA-SAGARPA, 2011). La importancia de este cultivo destaca en lo economico,
socioecondémico, comercial, alimenticio-medicinal e industrial. La produccion de este cultivo se
ve afectada por diversos factores bidticos y abiéticos. En México existen los 8 estados productores
de algodon son: Chihuahua, Baja California, Coahuila, Region Lagunera, Durango, Sonora,
Tamaulipas y Sinaloa. Durante el afio 2015 la produccion anual alcanzé 625,723 toneladas con un
rendimiento de cultivo de 4.34 ton/ha mientras que en el afio 2016 fue de 489,548 toneladas con
un rendimiento de cultivo de 4.52 ton/ha. En el afio 2017 la produccién anual alcanzo las 888,195
Toneladas (SIAP-SAGARPA, 2017) y el rendimiento de cultivo fue de 4.545 (ver Tabla 1).

Tabla 1. Produccion y rendimiento del algodén hueso en México

Ubicacion Produccion Rendimiento de
obtenida (Ton) cultivo obtenido (ton/ha)
Chihuahua 672,747 4.622
Baja 100,472 4.874
California

Coahuila 69,411 4.501
Tamaulipas 22,972 3.112
Durango 14,398 4.738
Sonora 8,195 2.409
Total 888,195 4.545

Por otra parte, de acuerdo al reporte de la USDA (United States Department of Agriculture)
2018, Foreign Agricultural Service, los principales productores a nivel mundial son: India, China,

Estados Unidos, Pakistan, Brasil, Australia, Turquia, entre otros (Tabla 2).

23



Tabla 2. Suministro mundial de algodon, el uso y el comercio
(1000 MT).

Fed
2013/34 2 2014/15 2 @ 2018/16 2016/17 2017/18 |
Production

India 6,750 6,423 5,639 5,879 6,205
China 7,131 6,532 4,790 4,953 5,967
United States 2,811 3,553 2,806 3,738 4,630
Pakistan 2,068 2,308 1,524 1,676 1,785
Beazi 1,742 1,524 1,285 1,524 1,742
Australa 893 501 621 882 958
Turkey 501 697 577 697 871
Otner 4313 4,397 3,704 3,903 4,248
Total 26,207 25,934 20,946 23,252 26,426

A mediados de la década de 1990, la produccién en México desaparecid practicamente debido
al atague de plagas. Es por ello que a partir del afio 1996, el gobierno mexicano y de otros paises
como Estados Unidos aprobé la introduccion de biotecnologia en el cultivo de algodén, por lo que
inicié la siembra con semillas genéticamente modificadas. Cabe mencionar que los principales
paises productores del algoddn genéticamente modificado o biotecnoldgico son: India, Estados
Unidos, China y Pakistan (USDA, 2018).

2.2 Adopcion en el mundo de cultivos biotecnoldgicos

A nivel mundial, la superficie sembrada de plantas transgénicas, genéticamente modificadas
(GM) continua incrementandose. Las plantas GM que primero se aprobaron fueron algodén, arroz
y maiz para las pruebas de investigacion y comercializacion durante la mitad de los 1990s. La
principal ventaja de estos cultivos son menos dafiinos para el medio ambiente debido a la reduccion
gradual de la cantidad de insecticidas aplicados y que mejoran la productividad agricola (Clive,
2013). Segun la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), el uso de semillas GM en los cultivos de algodon reduce significativamente el
volumen del agua requerido para el riego. El algodon GM puede aumentar la productividad y la
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renta notablemente y, por tanto, pueden ser un motor de crecimiento econdémico rural que

contribuya a mejorar las condiciones de vida de los agricultores.

Tal como se observa en la figura 1, la superficie sembrada de estos cultivos sigue
incrementandose afio tras afio desde el inicio de su comercializacién (1996-2016). El afio 2016
fue el 20° afio de comercializacién de cultivos biotecnologicos. De 1996 a 2018, se ha
incrementado el crecimiento tras 20 afios consecutivos (ver figura 1) y aproximadamente 185.1
millones de hectareas de estos cultivos se sembraron a nivel mundial el Gltimo afio (Clive, 2016).
Actualmente, la distribucion de la superficie sembrada de estos cultivos se concentra
principalmente en los paises en desarrollo (19 paises=54% de la superficie sembrada) en

comparacion con los paises industrializados (7 paises=46% de la superficie sembrada).

185.1

Figura 1. Superficie mundial de cultivos biotecnoldgicos, millones de hectareas (1996-2016)

Dentro de los principales cultivos biotecnoldgicos a nivel mundial destacan la soya le sigue el
maiz, el algodon y la canola (ver Figura 2). En la Figura 3 se observa la tasa de adopcion global
en porcentaje de los principales cultivos biotecnologicos, es importante resaltar que del 100% del

algodon que se siembra, el 64% corresponde al GM.
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1996 2002 2009 2016

Figura 2. Area mundial de los cultivos biotecnolégicos, 1996-2016 por cultivo (Millon de
hectareas, Millon de Acres)

1494 200 185
145 180
395 160
6 140
117
¢ 120
7 100
198 80
148 0
) 35 36
99 0
o BN wem R
78% 64% 33% 24%
SOYSEAN LO1 N MAIZE ANCLS
ONVENTIONAL B woreck

Figura 3. Tasa de adopcion global (%) de los principales cultivos biotecnoldgicos (Millon de

hectareas, Millon de Acres)
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En México se sembrd cerca de 0.1 millones de hectéreas entre el algodédn y la soya. El algoddn
transgénico se ha sembrado en México desde 1996 afio en que se establecieron 896.8 ha en
Tamaulipas, correspondiendo a un 0.3% de la superficie sembrada a nivel nacional. El porcentaje
de algoddn transgénico llego a 60.6% de la superficie sembrada en México en el afio 2004. Sin
embargo, una preocupacion importante de la introduccion de cultivos transgénicos en los
ecosistemas agricolas son cuestionamientos de los posibles efectos ecoldgicos de estos cultivos en
las comunidades microbianas del suelo, en particular los microbios de la rizosfera debido a su
proximidad intima en la raiz (Fang et al., 2005; Mulder et al., 2006; Xue et al., 2011).

2.3 Composicion de las comunidades bacterianas

Existen diversos factores abioticos (propiedades fisicoquimicas del suelo, geografia, clima entre
otros), bidticos (especie vegetal, desarrollo de la planta, salud de la planta, animales, entre otros)
asumiendo una influencia en la diversidad estructural y funcional de las comunidades microbianas
gue habitan en la rizosfera (Berg and Smalla, 2009; Gomes et al., 2001; Mansouri et al., 2002) ver

Figura 4.
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Estudios han indicado que la especie vegetal, etapa de desarrollo de la planta y el tipo de suelo
son los principales factores que determinan la composicion de las comunidades rizobacterianas
(Berg and Smalla, 2009; Dohrmann and Tebbe, 2005; Fang et al., 2005; Schmalenberger and
Tebbe, 2002). Muchos estudios han postulado que la composicion de los exudados radiculares
varia de una planta a otra y que afecta la abundancia relativa de los microorganismos en las
inmediaciones de la raiz y el crecimiento en la estructura de las comunidades bacterianas del suelo

y la rizosfera (Aira et al., 2010).

Las raices de las plantas ejercen un efecto en la rizosfera a través de la rizodeposicion de
exudados especificos, asi que estos afectaran de manera especifica a las comunidades microbianas
(Bais et al., 2006). La rizosfera es la zona estrecha del suelo que rodea y esta influenciado por las
raices de la planta, alberga una gran cantidad de microorganismos e invertebrados y es considerada

como una de las interfaces mas dinamicas de la Tierra, ver Figura 5 (Philippot et al., 2013).
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Figura 5. La rizosfera es la zona marcada del suelo (pocos milimetros de ancho) que rodea y esta
influenciada por las raices de las plantas

Por este motivo, las plantas transgénicas podrian cambiar el ambiente del suelo y los consorcios
bacterianos de manera cualitativa y cuantitativamente a nivel de la rizosfera debido a la liberacion
de una composicion alterada de exudados de las raices (Philippot et al., 2013). En consecuencia,

las raices de las plantas transgénicas dirigiran a una seleccion de las comunidades microbianas de
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manera distinta en la rizosfera (Dunfield and Germida, 2003; Hartmann et al., 2009). En este
contexto, se ha demostrado que la especie vegetal puede seleccionar de manera especifica su propia
comunidad (Dohrmann and Tebbe, 2005) o incluso a nivel de cultivo (genotipo) sembrados en el
mismo tipo de suelo (Schmalenberger and Tebbe, 2002). Ademaés, se han encontrado efectos
especificos del cultivo en algunos estudios donde la composicion bacteriana asi como de hongos
asociados a raiz ha sido alterada (Castaldini et al., 2005; Oger, 1997; Oliver et al., 2008). En un
estudio realizado en campo por Dunfield and Germida (2001) con el objetivo de identificar las
diferencias entre las comunidades microbianas asociadas a la rizosfera de las plantas
genéticamente modificada con respecto a la variedad convencional y a su vez, determinar si las
diferencias eran permanentes o dependen de la presencia de la planta en el suelo. El analisis de
componente principal indicé que hubo una variacion en las comunidades microbianas asociadas
entre ambas variedades o cultivos de canola y la temporada de crecimiento. Los cambios en la
estructura microbiana asociada a plantas modificadas genéticamente fueron temporales (durante
el invierno) y no persistio en la préxima temporada de campo. Es decir, la composicion y la

diversidad funcional y la comunidad microbiana fueron influenciadas por la variedad de la planta.

Asi mismo, en un estudio de campo, se evaluaron plantas de maiz resistente al glufosinato y los
resultados demostraron que la modificacion genética de la planta no afect6 a la composicion de
las comunidades bacterianas (Schmalenberger and Tebbe, 2002). Hart y colaboradores (2009)
demostraron que este cultivo (maiz resistencia al herbicida glifosato) no afect6 a las comunidades
fangicas o desnitrificantes de la rizosfera. En otro estudio realizado por Oliver y colaboradores
(2008) evaluaron los efectos potenciales del arbol transgénico aspen (que sobre expresa un gen
polifenol oxidasa) revelando que se detectaron pocas diferencias entre las comunidades bacterianas
y fangicas asociadas a la rizosfera de los arboles transgénicos y no transgénicos.

Sin embargo, otros estudios han demostrado que no existen dafios perjudiciales por la expresién
de las endotoxinas Cry liberadas a traves de los exudados radiculares de las plantas transgénicas
tal como Kapur y colaboradores (2010) evaluaron la diversidad microbiana cultivable y no
cultivable en suelos de algodon GM (expresa una endotoxina Cry codificada por el gen de Bacillus
thuringiensis) y convencional para determinar las consecuencias ecoldgicas de la aplicacién del

algodon GM. Los resultados demuestran que las estructuras de las comunidades microbianas se
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mantuvieron estables en cuanto a la riqueza de la diversidad y el filotipo uniforme en los estudios
de ensayos de campo. Sélo se observaron unas pocas variaciones dentro de la estructura de la
comunidad microbiana demostrando que el cultivo transgénico no las afectd las comunidades
microbianas. Estos resultados indicaron claramente la posibilidad de la aplicacion ecoldgica segura

de los cultivos GM como el algodén Bt.

Es necesario mencionar que en nuestro pais existen muy pocos estudios de este tipo para lo cual
se realiz6 un estudio bajo condiciones de invernadero para analizar si la introduccion de plantas
de maiz transgénico con tolerancia a herbicida tendria un impacto en las estructuras microbianas
que habitan en la rizosfera y el rizoplano con respecto a una planta de maiz hibrida convencional,
encontrando como resultado se encontraron pequefias diferencias entre las poblaciones
bacterianas, revelando que no hay una variacion dréstica en las poblaciones de microorganismos
que interaccionan en la raiz de un maiz hibrido convencional con respecto a un maiz genéticamente
modificado. Ademas se identificaron géneros bacterianos especificos para cada tipo de cultivo
(Vital Lopez et al., 2015). A pesar del nimero de estudios ya realizados, se necesita investigacion
adicional para diferenciar claramente el efecto en la modificacidn genética (genotipo de la planta)
a partir de algoddn transgénico, el cual podria afectar a las comunidades rizobacterianas mas que

otros factores como el tipo de suelo o etapa vegetativa de la planta bajo condiciones de campo.
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3. JUSTIFICACION

A la fecha existen diversos cuestionamientos acerca de los efectos ambientales que las plantas
transgénicas pueden provocar en las estructuras de las comunidades bacterianas que habitan en la
rizosfera de estos tipos de cultivos y sus posibles implicaciones que pudieran afectar las
interacciones planta-microorganismo. Ademas, existen muy pocos estudios acerca de la
estimacion del impacto ecoldgico que las plantas transgénicas, en este caso, el algodon pudiera
generar en la estructura, composicion y dindmicas de las comunidades bacterianas con la que se

asocia.
Asimismo, este es un estudio pionero en nuestro pais donde se evaltan los posibles impactos

en las comunidades rizobacterianas del algodon transgénico con respecto a uno convencional. De

esta manera, los resultados pueden contribuir a resolver este tipo de interrogantes.
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4. HIPOTESIS

Debido a la modificacion genética del algodon estos cultivos liberan exudados que alteran al
suelo creando condiciones selectivas que afectan las estructuras de las comunidades de las

rizobacterias.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Caracterizar la composicion y estructura de las comunidades de las rizobacterias y determinar
si la diversidad bacteriana que se establece en la rizosfera de una variedad no transgénica

(convencional) difieren con respecto a la variedad transgénica de algodon.
5.2 Objetivos especificos
1. Determinar la composicion y estructura de las comunidades bacterianas de la rizosfera del
algoddn transgénico y convencional empleando la secuenciacion masiva NGS (Next
Generation Sequencing) en base al gen 16S rRNA a partir del ADN metagenémico de la

rizosfera en dos afios consecutivos de siembra.

2. Caracterizar los componentes de los exudados radiculares liberados por las plantas de

algoddn (convencional y transgénico) bajo condiciones in vitro.
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6. METODOLOGIA

6.1 Diseflo experimental y muestreo del suelo

El estudio se llevo a cabo en Marzo del 2015 en un lote del campo experimental del INIFAP
(Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias) en Rio Bravo,
Tamaulipas, México. Las coordenadas geogréficas del sitio de muestreo fueron latitud 25° 96" 40"
Norte, longitud 98° 01’ 85" Oeste. El disefio experimental utilizado fue bloques al azar (ver Figura
6) en un area total de 150 m?, asi un total de seis bloques al azar (dos bloques por cada variedad
de algoddn) fueron formados. De ellos se colectaron muestras de suelo antes de la siembra (BS,
before sowing) en tres puntos a una profundidad de 30 cm por cada bloque para evaluar las
comunidades microbianas que habitan en el suelo al inicio o antes de la siembra ver Figura 7. Las
muestras se etiquetaron con las siguientes claves: Algodon convencional FM989 (BS1),
transgénico FM1740 B2RF (BS2) y transgénico FM9250 GL cotton (BS3). Las muestras de suelo
se colocaron en bolsas de pléastico y se transportaron al laboratorio e inmediatamente se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Las muestras de suelo se combinaron en muestras

compuestas. Posteriormente, se homogeneizaron y cribaron con una malla de 3 mm.

6.2 Determinacion de las propiedades fisicoquimicos del suelo

Por otro lado, se determinaron las propiedades fisicoquimica del suelo en el laboratorio del
campo experimental Rio Bravo en el Instituto Nacional (INIFAP) Rio bravo, Tamaulipas. EI pH
se midi6 en solucién acuosa (1:2), la materia organica (MO) se evalu6 a partir del total del carbono
inorganico por el método de Dicromato de Potasio (método de Walkely and Black), la
conductividad eléctrica (CE) se midié utilizando el potenciémetro en pasta saturada; la
disponibilidad del nitrégeno inorganico (NOs-N) usando el método de &cido salicilico, la
disponibilidad de P se obtuvo mediante el método de Olsen, la textura por el método de Bouyocos,
la disponibilidad de Fe mediante el método de DTPA, el K total fue extraido por el método de
acetato de amonio y los cationes solubles (Na?*, Mg?*, Ca*!, K*) fueron medidos empleando el

espectrofotometro de absorcion atdbmica en pasta saturada.
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6. 3 Material bioldgico

En este trabajo se utilizaron semillas de: A) Algodon convencional (T1, variedad FM989), B)
Algodon transgénico 1 (T2, variedad FM9250 GL: algodon Glytol®+ LibertyLink®) con
capacidad de resistencia al herbicida Glifosato (gen 2mEPSPS, codifica la proteina EPSPS)) y
Glufosinato (gen bar-codifica la proteina PAT) y C) Algodon transgénico 2 (T3, variedad FM1740
B2RF, Bollgard Il + Roundup Ready Flex®) con capacidad de resistencia a insecto (genes y
proteinas, CrylAc y Cry2Ab) y tolerancia al herbicida glifosato (gen y proteina, CP4 EPSPS). Las
semillas de las tres variedades de algodon se sembraron bajo las mismas condiciones de
temperatura, propiedades fisicoquimicas del suelo y climatologia. Finalmente, se obtuvo un total
de 70 plantas por bloque.

Posteriormente, se llevd a cabo la coleccién de la rizosfera de las plantas de algoddn
(convencional y transgénico) durante dos temporadas de siembra durante el afio 2015y 2016. La
colecta de la rizosfera se llevd a cabo en la etapa vegetativa (42 dias de crecimiento), floracion (76
dias de crecimiento y cosecha (120 dias de crecimiento) durante el afio 2015 (ver Figura 8). Se
colectaron por nueve plantas individuales de cada genotipo de algoddn y se realizaron tres muestras
compuestas (cada muestra compuesta incluyo tres plantas individuales). Las muestras de la
rizosfera se dividieron para el analisis metagenémico y fisicoquimicos (Vital et al., 2017).

Ademas se realizo la deteccion de las proteinas derivadas de la modificacion genética (PAT,
CrylAc y Cry2Ab) en las hojas y raices de las plantas de algodon empleando la prueba de
Inmunostrip del estuche comercial QuickStix™ de acuerdo a las condiciones del fabricante
(ENVIROLOGIX®), los resultados del mismo se agregaron en el Apéndice 1. Posteriormente, a
partir de los resultados obtenidos en el afio 2015, se decidio realizar colectas de rizosfera en la

etapa vegetativa y floracidn durante el afio 2016 (ver Figura 9).
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A) Antes de la siembra

D)Cosecha

Figura 8. Etapas de colecta durante la temporada 2015
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A) Etapa vegetativa

Figura 9. Etapas de colecta durante la temporada 2016

6.3 Determinacion de las comunidades bacterianas empleando secuenciacion

masiva de préxima generacién (NGS, Next Generation Sequencing)

6.3.1 Extraccion de ADN metagendmico

Se llevo a cabo la extraccién de ADN metagenémico empleando el estuche comercial de
PowerSoil Max DNA isolation kit (MO Bio) de acuerdo a las condiciones del fabricante
(Promega). Se cuantifico la cantidad del DNA empleando el espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific®) y la calidad del mismo empleando una electroforesis en gel de agarosa al
1%.
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6.3.2 Amplificacion por PCR del gen 16S ADN ribosomal

A partir del ADN metagenémico obtenido se realizé la amplificacion del gen 16S ADNr
utilizando los oligonucle6tidos universales 27f (GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1495r
(CTACGGCTACCTTGTTACGA) obteniendo un producto de 1500 pb (Grifoni et al., 1995) de

acuerdo a las condiciones de reaccion mostradas en la Tabla 3 y de termociclado en la Tabla 4.

Tabla 3. Condiciones para la amplificacion del gen 16S ADN ribosomal

Temperatura (°C) Tiempo (min)  Ciclo

60 1 35
72 1:30

12 10 1
4 indefinido 1

Tabla 4. Reactivos y concentraciones empleadas en la amplificacion del gen 16S ADNr

Reactivo Concentracion ~ Concentracion
inicial (stock) final
Buffer Tag Go Tagq® 5X 1X
Magnesio - 1.5mM
dNTP’s 10 mM 0.2 mM
Iniciador 27F 5 uM 0.05 uM
Iniciador 1495R 5uM 0.05 uM
ADN polimerasa Go Tag® 5 U/uL 1.25 U/uL
Agua mili Q esteril -
ADN genémico/metagendmico 50 ng/pL
Volumen total 25 pL

6.3.3 Preparacion de la libreria metagendémica y secuenciacion

Posteriormente, se llevd a cabo la PCR anidada para amplificar la region hipervariable V3 del
gen 16S ADN ribosomal a partir del producto de PCR anteriormente obtenido (Wuyts, 2002). De
acuerdo a las condiciones mostradas en la tabla 5 y de termociclado en la tabla 6. Las secuencias

de los oligonucle6tidos forward y reverse se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 5. Condiciones para la amplificacion la regién hipervariable V3 del gen 16S ADNr

Temperatura (°C) Tiempo Ciclo
95 5 1
95 30s
60 30s 25
72 45
72 10 min 1
4 indefinido 1

Tabla 6. Reactivos y concentraciones empleadas la amplificacion la region hipervariable V3 del
gen 16S ADNr

Reactivo Concentracion  Concentracion
inicial (stock) final
Buffer Go Tag® 5X 1X
Magnesio - 1.5mM
dNTP’s 10 mM 0.2 mM
Iniciador BC 10 uM 0.4 uM
Iniciador REV trP1 10 uM 0.4 uM
ADN polimerasa Go tag® 5 U/uL 1.25 U/uL
Agua mili Q estéril -
ADN metagendémico 50 ng/pL
\olumen total 25 L

Una vez obtenidos los fragmentos de PCR de un tamafio aproximado de 252 pb se llevo a cabo
la purificacion de los productos de PCR empleando un gel sistematizado E-Gel® SizeSelect™ de
acuerdo a las instrucciones del estuche comercial. La concentracion del ADN de cada libreria se
cuantifico mediante el equipo de Bioanalyzer de Agilent Technologies. Posteriormente, la libreria
se diluyé a una concentracion final de 22 pM. La reaccion de la PCR de emulsién se llevé a cabo
empleando el instrumento lon OneTouch™ 2 y el estuche comercial de lon PGM™ Hi-QTM OT2
Template Kit-200 (Life Technologies) de acuerdo a las instrucciones del estuche comercial. Se
realizd enriquecimiento del templado con esferas lon (lon Sphere Particles, ISPs) empleando el
equipo de lon OneTouch™ ES. Finalmente, la secuenciacion se llevo a cabo utilizando un chip
lon 314 Chip Kit v2 y la plataforma de lon Torrent PGM™ (Life Technologies).
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Tabla 7. Lista de oligonucleétidos forward y reverse

Nombre Secuencia ‘
F_BC1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGATACGGRAGGCAGCAG

F_BC10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCTCGAATCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGGTGGTTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACGGACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGTGTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAGAGGTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGATGACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTATTCGTCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTAGTCGGACGATACGGRAGGCAGCAG
F_BC20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGATCCATCGATACGGRAGGCAGCAG
Rev_trP1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATATTACCGCGGCTGCTGGC

6.3.4 Analisis bioinformatico

6.3.4.1 Analisis taxonémico y filogenético

El analisis de las secuencias metagendmicas incluyé la filtracion de lecturas empleando el
software lon Torrent PGM en base a sus secuencias Barcode. Todas las lecturas o secuencias
crudas se procesaron con Trimmomatic para eliminar las etiquetas Barcode, el oligonucleétido
(Quality Score, QS >20). Posteriormente, las secuencias fueron depositadas en el Genbank del
NCBI. (National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las
secuencias se cargaron como SRA (Sequence Read Archive) y se etiquetaron como SRP119795 y
SRP100208.
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Por otro lado, las secuencias se analizaron empleando dos plataformas: MG-RAST
(Metagenomics RAST server) y QUIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). En lo
que respecta a MG-RAST (Meyer et al., 2008) se realiz6 en linea, subiendo las secuencias al
servidor https://www.mg-rast.org/. Mientras que el analisis en QIIME implico el uso de comandos

o0 scripts (Caporaso et al., 2010). Se utilizé el enfoque Open reference para la asignacion de la
Unidad Taxondmica Operacional (Operational Taxonomic Unit, OTU) a un 97% de similitud
empleando el algoritmo de USEARCH (Edgar, 2010). El alineamiento de las secuencias se
realizaron contra la base de datos Greengenes (DeSantis et al., 2006).

6.3.4.2 Alfa diversidad

Se estimd la alfa diversidad que incluy el nimero de las especies observadas (OTUs), riqueza
bacteriana con el estimador Chaol, la diversidad de especies con el indice de Shannon y Simpson.
Ademas, el Heatmap se obtuvo mediante el software en scripts R para la abundancia relativa de
los primeros 20 géneros méas abundantes. Los dendrogramas fueron obtenidos utilizando el método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, pares de grupos no ponderados
usando la media aritmética) con un umbral de agrupamiento de 0.75.

6.3.4.3 Beta diversidad

Se calculé la beta diversidad para la comparacion entre las muestras mediante Jackknifed
Unweighted Pair Group Method con el método UPGMA, el agrupamiento UPGMA se realizé de
10 matrices de distancia Jackknified Weighted UniFrac reproducidas y/o generadas por cada tipo

de muestra.

Para visualizar los resulltados, un grafico de Escalamiento Multidimensional No Métrico
(Nonmetric Multidimensional Scaling, NMDS) basado en distancias de Bray-Curtis con R. Bray-
Curtis proporciona una medida de las diferencias en la composicion de la comunidad entre las

muestras basada en el conteo del OTU, independiente de la asignacion taxonomica.
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6.3.4.4 Comparacion de categorias mediante analisis discriminante lineal junto

con el tamafo del efecto (Lefse, Linear discriminant analysis effect size)

Lefse es una herramienta para identificar biomarcadores entre dos muestras 0 mas grupos
utilizando las abundancias relativas. Se visualizO mediante un histograma de bacterias mas
abundantes en las muestras de la rizosfera de algoddn convencional y transgénico clasificados por

el LDA score (linear discriminant analysis).

6.4 Caracterizaciéon de los componentes de los exudados radiculares

Los experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones de hidroponia in vitro y axénicas.

6.4.1 Lavado y limpieza del material biolégico

Se lavaron las semillas con agua potable y posteriormente se decantd. Se agregd la solucion
Tween 20 al 2%, manteniendo en agitacion constante con un agitador magnético durante 10 min
(para no dafiar a las semillas) y elimin6 el Tween 20. Se adicioné la solucion de Hipoclorito de
sodio al 10%, se mantuvo en agitacion durante 10 min y posteriormente se elimino.
Posteriormente, las semillas se lavaron con etanol 95% durante 5 min y se elimind el etanol por
completo. Las semillas se lavaron por 3 veces con agua destilada estéril (tiempos con agitacion).
Se sembraron de 3 a 4 semillas de algoddn (total=50) en cajas Petri con medio PDA (Papa Dextrosa
Agar) y se incubaron a 30 °C durante aproximadamente 3 dias. Se seleccionaron aquellas que

tenian un tamafio de radicula similar (2 cm) y libres de hongos y/o bacterias.
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6.4.2 Trasplante de las plantulas de algodon convencional (variedad FM-989) y

transgénico (FM9250GL y FM1740) y colecta de los exudados radiculares

Se trasplantaron las plantulas a un sistema hidropdnico conteniendo medio de Hoaglands. Este
sistema consistid en tubos de ensayo (20 x 3.5 cm) empleando como soporte una malla de plastico
inerte que permita el desarrollo de las plantulas (volumen de 40 mL) a 25 °C durante 14 h luz y 10
h de oscuridad. Tal como se observa en la Tabla 8, en ella se muestra la composicion del medio
Hoagland.

Las raices se lavaron con agua desionizada estéril, se cambié el medio Hoaglands de cada planta
cada 3 dias y posteriormente se colectaron los exudados en el medio Hoaglands en tubos falcon
(25 mL) de manera individual, asi éste proceso hasta los 42 dias de crecimiento (4 réplicas por
cada colecta). Por otro lado, se seleccionaron 4 réplicas individuales de cada variedad de algodon
y en lugar de agregar medio Hoaglands nuevo se dejaron en agua desionizada estéril durante 24
horas y posteriormente se colectaron los exudados en tubos falcon (25 mL). Cada coleccion se
mantuvo por separado y se realiz6 una revision de cada una de las réplicas individuales ya sea
crecidas en medio Hoaglands o agua desionizada. Para lo cual, se colocé en medio PDA una
alicuota de 100 pL para corroborar si éstas no estaban contaminadas por hongos y/o bacterias. Las
muestras contaminadas se descartaron. Luego se filtraron los exudados de manera individual para
eliminar las células muertas de las raices de las plantas empleando un filtro de tamafio de poro
0.45um. Posteriormente, se liofilizo (Lyophilizer Free Zone Modelo 77540 LABCONCO) al vacio
bajo las siguientes condiciones: -48 °C a 56 x 10-3 Mbar durante 3 dias. Una vez obtenido el

producto liofilizado se almacen6 en viales eppendorf a -20 °C hasta su uso.

Se obtuvieron 30 a 40 mg de liofilizado por cada réplica (n=5 réplicas, de cada genotipo de
planta de algoddn). Por lo tanto, se obtuvieron exudados radiculares en medio Hoaglands sin
eliminacion de sales y liofilizado disuelto en agua desionizada estéril con eliminacion de sales
(desalinizacion). Finalmente, la caracterizacion de los exudados radiculares se realizé mediante la

técnica de Cromatografia en capa fina (CCF) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
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Tabla 8. Composicion del medio Hoaglands

Componente mL
Macronutrientes

1M KNOs 5
1M CaClz-2H20 2
Hierro (Sprint 138 quelato de hierro) 1.5
Fe-EDTA 3.5
1M MgSO4+*7H.0 2
1M NHA4CI 1
1M KH2POq4 1
Micronutrientes

MnCl2-4H20 1
ZnClz 1
CuClz- 2H20 1
NaMoO-2H:0 1

6.4.3 Cromatografia en capa fina (CCF)

A partir del producto liofilizado de cada genotipo de la planta, se disolvié 1 mg del exudado
liofilizado en 1 mL de metanol. Se aplico el extracto en una fase estacionaria sélida (TLC silica
gel 60 F254, Merck). Se llevé a cabo la estandarizacion de la fase movil (eluyente) y se encontrd
que la mejor combinacién fue CH3CN (acetonitrilo): CH30OH (metanol): H20 (agua) en una

proporcién de 6:3:1 (v/v/v) (Robyt, 2000) y para saponinas-esteroles Hexano.

Las muestras se colocaron en el punto de origen de corrida en la placa de silica-gel con un
capilar, la muestra se dejo secar y posteriormente, la placa se colocé en posicion vertical en una
camara de cromatografia de 20 x 20 cm (CAMAG, Switzerland) conteniendo 20 mL de la fase

movil respectiva. Se asperjo el revelador quimico empleando el TLC sprayer (Merck KGaA).
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Antes de correr la muestra en la placa por capilaridad, el sistema se saturd durante 10 minutos
y posteriormente, la cAmara se cerrd. Las placas se secaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se realizé la comprobacion de la separacion de los componentes mediante el uso de
reveladores quimicos generales tales como Yodo y Luz UV. Por otro lado se utilizaron reveladores

especificos como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Reveladores especificos para determinar los grupos quimicos en los exudados

radiculares
Reveladores Grupos quimicos
Prueba de Dragendorff Alcaloides
Reaccidon de hidroxido de sodio (NaOH) Flavonoides
Reaccion con Cloruro Férrico (FeCls) Taninos
Reactivo de Folin-Ciocalteu Acidos fenolicos
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) Grupos aldehidos y cetonas
Prueba de Ehrlich Grupo furano
Prueba de hidroxido de amonio (NHsOH) Grupos furano d-e Cumarinasy

antraquinonas

Prueba de Baljet Glicdsidos cariotonicos
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6.4.4 Preparacion de la muestra para Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Se resuspendieron 30 mg del producto liofilizado en 0.45 mL de agua desionizada
(concentracion final=66 mg/mL). Se centrifugd a 8000 rpm durante 20 min. Posteriormente, el
sobrenadante (0.3 mL) se transfirieron a un tubo de RMN de 5mm con 0.2 mL de agua deuterada
D20 (99.9% deuterado, Cambridge Isotope Laboratories) conteniendo 10 mM of TSP (3-
(Trimethylsilyl) propionic-2,2,3,3-d4 acid sodium salt, 98 atom% D; Sigma Aldrich). TSP fue

establecido a 6= 0 ppm y se utilizé como la referencia interna (Villalon-Lopez et al., 2018).

El andlisis se llevd a cabo en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear RMN *H de una
dimensién (1D) a 500 MHz en el equipo Varian Agilent. Post procesamiento de los datos de RMN,
los espectros fueron procesados y analizados utilizando el software de Chenomx®(Canada), el
cual se utilizé para la identificacion de los componentes del exudado. Ademas, antes de realizar el
analisis estadistico se elimind la region del agua, se emple6 un analisis de componentes principales
PCA para examinar la variacién de la composicién de los exudados radiculares entre cada
genotipo. Finalmente, se elimind la sefial que da la primera separacion en el primer PCA para ver
cudl es el otro componente que hace que los exudados sean diferentes.
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7. RESULTADOS

7.1 Anélisis de las propiedades fisicoquimicas del suelo.

En la Tabla 10 se observan los resultados obtenidos de las colectas del suelo durante la dos
temporadas de siembra (2015 y 2016) mostrando una textura de suelo franco. El pH fue
medianamente alcalino. La materia organica y la conductividad eléctrica fueron similares entre los
muestras en el mismo afio de colecta. Sin embargo se encontraron diferencias al comparar la
composicion fisicoquimica en las muestras del suelo, es decir estos cambios variaron dependiendo

la temporada de siembra.
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Tabla 10. Propiedades fisicoquimicas de las muestras de suelo colectadas durante la siembra 2015 y 2016

Muestra | MO (%) | K extraible (ppm) | pH ( d:/Em) l::::: Olsen-P (ppm) (p:::n) p:emc:;lit:::::‘) ;fonr:::?; l(joré‘)
BS1 1.92 1946 7.69 1.44 31.75 28.8 0.513
BS2 0.92 1666 7.95 1.73 31.92 29.7 0.586 81.1 204
BS3 1.84 1326 8.02 1.22 23.9 26.7 0.593

T1VS_2015 2.05 1230 7.69 1.36 19.1 24 0.450

T2VS_2015 2.19 1274 7.81 1.40 18.05 23.5 0.477

T3VS_2015 2.00 1250 7.93 1.16 17 21 0.490

T1FS_2015 1.71 1231 7.32 1.05 17.05 21.5 0.419 92.23 2692

T2FS_2015 2.09 1294 7.5 1.16 16.05 20.4 0.420

T3FS_2015 1.9 1286 7.67 0.98 15.5 19.5 0.481

T1VS_2016 1.82 827 7.30 1.60 15.1 21.0 1.244

T2VS_2016 1.77 809 7.60 1.67 14.5 20.2 1.281

T3VS_2016 1.84 790 7.79 1.30 13.1 23.2 1.028 85.57 2757

T1FS_2016 1.26 787 7.22 1.49 13.8 19.7 1.141

T2FS_2016 1.18 763 7.23 1.60 12.35 19.9 1.377

T3FS_2016 1.31 769 7.11 1.31 11.6 17.3 1.326

Los datos son mostrados en promedio (n=3).
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7.2 Extraccién de ADN metagendmico de las muestras colectadas en la siembra
del afio 2015 y 2016

Para determinar la calidad y cantidad del ADN metagendmico extraido a partir de las muestras
del suelo y rizosfera se visualizaron en un gel de agarosa al 1% durante 65 min a 90 V empleando
como marcador de peso molecular ADN Lambda de Promega. Como se puede observar en la
Figura 10, 11, 12, 13, 14 y 15 cada carril enumerado corresponde a las muestras de ADN
metagendmico. Las muestras de suelo mostraron una concentracion de 30 a 100 ng/pL (ver Figura
10).
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Figura 10. ADN metagendmico obtenido de las muestras de suelo antes de la siembra. M=
Marcador ADN Lambda.T1=Algodon convencional (carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril
10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)
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Las muestras de rizosfera colectadas en la etapa vegetativa mostraron concentraciones de 50 a

160 ng/pL (ver figura 11).
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Figura 11. ADN metagenodmico obtenido de las muestras de rizosfera de las plantas de algodon
en la etapa vegetativa. M= Marcador ADN Lambda. T1=Algodon convencional (carril 1-9),

T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)

Las muestras de rizosfera colectadas en la etapa floracion mostraron concentraciones de 50 a

163 ng/pL (ver Figura 12).

%12 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

2 PSR o B L Bl Bl R
-

@ 20 21 22 23 24 25 26 27

"

“—.—'-—»P-”ﬁ

Figura 12. ADN metagendmico obtenido de las muestras de rizosfera de las plantas de algodon
en la etapa floracion. M= Marcador ADN Lambda. T1=Algodon convencional (carril 1-9),
T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)
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Las muestras de rizosfera colectadas en la etapa floraciébn mostraron concentraciones de 40 a
140 ng/pL (ver Figura 13).
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Figura 13. ADN metagenémico obtenido de las muestras de rizosfera de las plantas de algodon
en la etapa cosecha. M= Marcador ADN Lambda. T1=Algodén convencional (carril 1-9),

T2=Algoddn transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)

Las muestras de la rizosfera colectada en la etapa vegetativa del 2016 mostraron una concentracion
de 50 a 100 ng/pL (ver Figura 14).
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Figura 14. ADN metagenomico obtenido de las muestras de rizosfera colectadas durante la etapa
vegetativa 2016. M= Marcador ADN Lambda. T1=Algodén convencional (carril 1-9),
T2=Algodédn transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27).
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Las muestras de rizosfera colectadas en la etapa floracion mostraron concentraciones de 20 a 50

ng/uL (ver Figura 15).
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Figura 15. ADN metagenomico obtenido de las muestras de rizosfera de las plantas de algodon
en la etapa floracion. M= Marcador ADN Lambda. T1=algoddn convencional (1-9), T2=algodon

transgénico 1 (carril 10-18) y T3=algodon transgénico 2 (carril 19-27)
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7.3 Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de las muestras colectadas en la

siembra del afio 2015 y 2016

A partir del ADN metagendmico obtenido anteriormente del suelo y la rizosfera colectada
durante la etapa vegetativa, floracion y cosecha del afio 2015 y 2016. Se realizo la amplificacion
del gen 16S ADNr obteniendo un fragmento de 1500 pb, estos se visualizaron en geles de agarosa
al 1% durante 85 min a 90 V utilizando como marcador Hyperladder™ | (BIOLINE). Tal como
se observa en las Figuras 16, 17, 18, 19, 20 y 21.
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Figura 16. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de las muestras del suelo antes de la
siembra 2015. M= Marcador Hyperladder™ I, CP= Control positivo (Cepa Sphingobium sp.) y
CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algodén convencional (carril 1-9), T2=Algodon
transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgenico 2 (carril 19-27)
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Figura 17. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de la rizosfera de las algodon convencional
y transgénico de la etapa vegetativa del 2015. M= Marcador Hyperladder™ 1, CP= Control
positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algodo6n convencional
(carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 18. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de la rizosfera de las algoddn convencional
y transgénico de la etapa floracion del 2015. M= Marcador Hyperladder™ I, CP= Control positivo
(Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algoddn convencional (carril 1-
9), T2=Algododn transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algoddn transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 19. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de la rizosfera de las algoddn convencional
y transgénico de la etapa cosecha del 2015. M= Marcador Hyperladder™ I, CP= Control positivo
(Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algoddn convencional (carril 1-
9), T2=Algoddn transgenico 1 (carril 10-18) y T3=Algoddn transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 20. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de las muestras de rizosfera colectadas
durante la etapa vegetativa del 2016. M= Marcador Hyperladder™ I, CP= Control positivo (Cepa
Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algoddén convencional (carril 1-9),
T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 21. Amplificacion del gen 16S ADN ribosomal de la rizosfera de las algodon convencional
y transgénico de la etapa floracion del 2016. M= Marcador Hyperladder ™ I, CP= Control positivo
(Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algodén convencional (carril 1-
9), T2=Algoddn transgenico 1 (carril 10-18) y T3=Algoddn transgénico 2 (carril 19-27)
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7.4 Amplificacion de la region hipervariable V3 (PCR anidada) de las muestras

colectadas en la siembra del afio 2015 y 2016

A partir del gen 16S ADNr obtenido en la PCR anterior (1500 pb) se amplifica la region V3
localizado en este gen obteniendo un fragmento de 252 pb, estos productos de PCR se visualizaron
en geles de agarosa al 3% durante 110 min a 90 V utilizando como marcadores DNA Lambda de
Promega y Benchtop de Promega. Tal como se observa en las Figuras 22, 23, 24, 25, 26 y 27.

M2 1 2 3 456 7 8 91011 121314 15 1617 CPCN
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Figura 22. Amplificacion de la region hipervariable V3 del gen 16S ADN ribosomal derivado de
las muestras de suelo. M1=Marcador de ADN lambda, M2=BenchTop de Promega, CP= Control
positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN). T1=Algodo6n convencional
(carril 1-9), T2=Algodon transgenico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 23. Amplificacion de la region hipervariable V3 del gen 16S ADN ribosomal derivado de
la rizosfera de las algodon convencional y transgénico de la etapa vegetativa. M= BenchTop de
Promega, CP= Control positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN).
T1=Algoddn convencional (carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon

transgeénico 2 (carril 19-27)
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Figura 24. Amplificacion de la region hipervariable V3 del gen 16S ADN ribosomal derivado de
la rizosfera de las algoddn convencional y transgénico de la etapa floracion. M= BenchTop de
Promega, CP= Control positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN).
T1=Algoddn convencional (carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algoddn

transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 25. Amplificacion de la region hipervariable V3 del gen 16S ADN ribosomal derivado de
la rizosfera de las algodon convencional y transgénico de la etapa cosecha. M= BenchTop de
Promega, CP= Control positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN).
T1=Algoddn convencional (carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algoddn

transgeénico 2 (carril 19-27)
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Figura 26. Amplificacion de la region hipervariable V3 del gen 16S ADN ribosomal derivado de
las muestras de rizosfera colectadas durante la etapa vegetativa del 2016. M= Marcador BenchTop
de Promega, CP= Control positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN).
T1=Algoddn convencional (carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algodon

transgénico 2 (carril 19-27)
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Figura 27. Amplificacion de la region hipervariable V3 del gen 16S ADN ribosomal derivado de
las muestras de rizosfera colectadas durante la etapa floraciéon del 2016. M= Marcador BenchTop
de Promega, CP= Control positivo (Cepa Sphingobium sp.) y CN= Control negativo (Sin ADN).
T1=Algoddn convencional (carril 1-9), T2=Algodon transgénico 1 (carril 10-18) y T3=Algoddn

transgénico 2 (carril 19-27)
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7.5 Muestras de suelo antes de la siembra (Bulk Soil, BS)

7.5.1 Abundancia relativa (BS)

A partir de las muestras de suelo (BS) se obtuvieron un total de 136,796 secuencias limpias con
un control de calidad (Quality score, QS=30). Los phyla méas abundantes fueron: Proteobacteria
(BS1 = 31.96%, BS2 = 38.62%, BS3=38.85%), Firmicutes (BS1=19.52%, BS2=11.39%,
BS3=11.05%), Acidobacteria (BS1=12.64%, BS2=12.55%, BS3=12.98%), Actinobacteria
(BS1=13.34%, BS2=10.33%, BS3=11.10%), Gemmatimonadetes (BS1=12.70%, BS2=16.46%,
BS3=16.25%) y Bacteroidetes (BS1=4.94%, BS2=6.61%, BS3=5.43%) (figura 28A). La
abundancia relativa de los principales familias fue similar en todas las muestras de los suelos donde
Bacillaceae (BS1=16.13%, BS2=9.37%, BS3=8.97%) fue la mas representada seguido por
Chitinophagaceae (BS1=3.86%, BS2=5.43%, BS3 =4.44%) y Rhodospirillaceae (BS1=4.90%,
BS2=4.94%, BS3=6.30%) (Figura 28B).

7.5.2 Alfa diversidad (BS).

El numero de especies observadas fue 6312, 6772 y 5540 para BS1, BS2 y BS3,
respectivamente (ver figura 29). Las muestras de suelo mostraron un gran ndmero de especies
esperadas mediante Chaol (promedio + SE), BS1=8215.696+101.625, BS2=8591.013+95.965,
BS3=7660.995+116.960 (Figura 29). El indice de Shannon demostré que el suelo fue diverso en
bacterias BS1=7.26, BS2=7.44 y BS3=7.23. El indice de Simpson mostré valores altos de
dominancia para el BS1=0.9969, BS2=0.9978 y BS3=0.9972 y estan distribuidos

equivalentemente y algunas especies dominan estos suelos (Figura 29).

7.5.3 Beta diversidad (BS).

Cuando se compararon las comunidades bacterianas a nivel de género, el agrupamiento
jerarquico de los perfiles bacterianos (eje vertical) mostro que las muestras BS3 y BS2 tienen un
100% de similitud relacionada filogenéticamente entre ellas. La BS1 se agrup0 en una rama
separada del arbol y revelo que las comunidades bacterianas del suelo S1 fueron cercanos al 60%
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de similitud con BS2 y BS3. El genero Bacillus sp. fue el mas abundante en las muestras de suelo
con una abundancia relativa similar entre ellas (BS1=15.84%; BS2=9.17%; BS3=8.78%) seguido
de no clasificado Gemmatimonadetes, iii-15, Rhodospirillaceae, Gemm-1, Solibacterales,
Rubrobacteraceae, MND1, Flavisolibacter, Acidimicrobiales, Gaiellaceae, Rhizobiales,
Chitinophagaceae y Gemm-5 (Figura 30).

Estos suelos semiéridos comparten una riqueza de especies, abundancia y diversidad similar.
Dichos datos son valiosos debido a que este estudio representa un amplio conocimiento antes de
la siembra y una primera revision de las comunidades bacterianas de un suelo libre de OGMs
ubicado en el noreste de México para discernir el posible impacto del algoddn transgénico en la

comunidad bacteriana asociada a su rizosfera.
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Figura 30. Grafico Heatmap que muestra los OTUs mas abundantes y el método de agrupamiento
fue en base a la abundancia relativa. La figura muestra en color representando la muestra de suelo
1 (BS1), 2 (BS2) y 3 (BS3) agrupadas en el eje vertical y el género al que pertenecen el eje
horizontal de acuerdo a su abundancia. Los rangos de la abundancia relativa van de 1.4 a 15.8 en

color de intensidad de naranja (baja abundancia) a rojo (alta abundancia)

7.6 Analisis de la secuenciacion de las muestras derivadas de la rizosfera del
afio 2015

7.6.1 Secuenciacion

En la Tabla 11 se observa la lista de las muestras derivadas del suelo (BS1, BS2 y BS3), de la
rizosfera de las plantas de algodon convencional (T1), transgenico 1 (T2) y 2 (T3) colectadas en
las diferentes etapas fenoldgicas vegetativa (VS), floraciéon (FS) y cosecha (HS) del afio 2015.

Ademas, el rango de secuencias oscilé de 2155 a 50845 dependiendo de la etapa fenoldgica.
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Tabla 11. Secuencias obtenidas de la rizosfera durante la temporada de siembra 2015

Muestra Origen Secuencias | Secuencias
QS=30 en crudo
BS1 47530 77,379
BS2 50845 86,355
Suelo
BS3 38421 58,371
T1VS Algodon 13078 42,183
convencional
T2VS Algodon 2155 7102
transgénico 1
T3VS Algodon 3157 9,087
transgénico 2
T1FS Algodon 4749 12,888
convencional
T2FS Algodon 3947 13704
transgénico 1
T3FS Algodén 4794 11,706
transgénico 2
T1HS Algodén 19607 59755
convencional
T2HS Algodon 12146 35719
transgénico 1
T3HS Algodon 12086 39980
transgénico 2

7.6.2 Abundancia relativa

Durante la temporada del afio 2015, se colectaron muestras de la rizosfera del algodon
convencional (T1), transgénico 1 (T2) y transgénico 2 (T3). Se analizaron las secuencias
empleando la plataforma de MG-RAST y QIIME. El resultado de la abundancia relativa se muestra
en la figura 31. Empleando la plataforma de MG-RAST y QIIME se encontré que los phylum maés
abundantes asociados a la rizosfera de los 3 genotipos de algodon y suelo fueron proteobacteria,
firmicutes, acidobacteria y actinobacteria, mientras que los menos abundantes fueron
gemmatimonadetes, bacteroidetes, chloroflexi, planctomycetes. Sin embargo, al utilizar la
plataforma MG-RAST identificd un gran porcentaje de bacterias no asignadas (unassigned). Por

lo tanto, QIIME fue la mejor plataforma para el analisis de secuencias del gen 16S DNA ribosomal.
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Figura 31. Abundancia relativa representada en porcentaje derivado de las muestras de suelo y
rizosfera determinadas mediante la plataforma A) MG-RAST y B) QIIME. Tl=algoddn
convencional, T2=Algodon transgénico 1 y GM2=Algodon transgénico 2. BS= Suelo antes de la
siembra, VS=Etapa vegetativa (Vegetativa stage), FS= Etapa de floracion (Flowering stage) y
HS=Etapa de cosecha (Harvest stage)
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7.6.3 Alfa diversidad (analisis de rarefaccion)

En la figura 32A se muestra el indice de diversidad de Shannon, éste indice nos indica Grado
de homogeneidad de la distribucién y depende de la uniformidad de las abundancias de los OTUs
presentes en la muestra, éste se calculd a un 97% de similitud y se calcularon un total de 50 de
réplicas a una profundidad de 39000 secuencias seleccionadas al azar de cada muestra. Se encontro
uniformidad de la abundancia a partir de las 19000 secuencias/muestra, puesto que tiende a ser

éste estacionario.

En la figura 32B se muestra el indice de diversidad de Simpson, éste indice mide la fuerza de
dominancia, porque su peso es hacia la abundancia de las especies mas comunes y varia
inversamente con la diversidad de especies. De acuerdo a indice de Simpson un valor 0 y 1 nos
indica que no hay diversidad y un valor arriba de 1 una diversidad infinita, observando en las

muestras de este estudio una diversidad limitada o baja.

En este primer analisis de las secuencias nos permitio observar que el nimero de secuencias
obtenidas era muy bajas con respecto al nimero de especies estimadas con el parametro de Chaol
en muestras tales como las de la rizosfera de algodoén, puesto que las curvas no se estacionaron

sino que se quedaron de manera exponencial.
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Figura 32. Anélisis de Alfa diversidad calculados mediante la plataforma QIIME. A) indice de
diversidad de Shannon y B) indice de Simpson. T1=Algoddn convencional, T2=Algodon
transgénico 1 'y GM2=Algodon transgénico 2. BS= Suelo antes de la siembra, VS=Etapa
vegetativa (Vegetativa stage), FS= Etapa de floraciéon (Flowering stage) y HS=Etapa de cosecha
(Harvest stage)
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7.6.4 Beta diversidad

Se calculd la beta diversidad para la comparacion entre las muestras mediante Jackknifed
weighted Pair Group Method con el método UPGMA, este analisis nos indico que las tres muestras
de suelo se agruparon en un solo cluster tal como se observa en la Figura 33. Mientras las muestras
derivadas de la rizosfera colectadas a las diferentes etapas fenoldgicas de crecimiento se
localizaron en el componente 1. Sin embargo, podemos observar que esta se agrupé en subgrupos
dependiendo de la etapa fenoldgica, independientemente del genotipo de la planta. Es importante
mencionar que durante la etapa fenologica vegetativa y la floracion se observd variaciones en las
comunidades bacterianas. Por lo tanto, se decidi6 evaluar a las comunidades bacterianas de estas

etapas fenoldgicas durante dos afios consecutivos de siembra en campo.

FC1 (11,66 %)

PC3 (9.85 %)

Figura 33. Analisis de componentes coordinados (PCoA) empleando la plataforma QIIME.
T1=Algoddn convencional, T2=Algodon transgenico 1 y GM2=Algoddn transgénico 2. BS=
Suelo antes de la siembra, VS=Etapa vegetativa (\Vegetativa stage), FS= Etapa de floracion

(Flowering stage) y HS=Etapa de cosecha (Harvest stage)
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7.7 Analisis de la secuenciacion de las muestras derivadas de la rizosfera del
afio 2015y 2016

La calidad va a dictar cuantas lecturas vamos a utilizar en el analisis. En la Tabla 12 se observa
la lista de las muestras derivadas del suelo, de la rizosfera de las plantas de algodon convencional
(T1), transgénico 1 (T2) y 2 (T3) colectadas en las diferentes etapas fenologicas vegetativa y
floracion. Ademaés, el rango de secuencias oscil6 de 5768 a 50845 dependiendo de la etapa
fenoldgica.

Tabla 12. Secuencias obtenidas de la rizosfera durante la temporada de siembra 2015 y 2016

. . Secuencias en )
Muestra Origen Etapa fenolégica Secuencias QS=30
crudo
BS1 Suelo Antes de la 77379 47530 (61.42%)
BS2 Suelo siembra (Before 86355 50845 (58.88%)
BS3 Suelo sowing) 58371 38421 (65.82%)
T1VS.1.15 29575 17780 (60.12%)
Algodon
T1VS.2.15 . 10164 5843 (57.49%)
convencional
T1VS.3.15 10637 6512 (61.22%)
T2VS.1.15 11061 6845 (61.88%)
Algodon Etapa vegetativa
T2VS.2.15 . ) 11923 7185 (60.26%)
transgénico 1 | (Vegetative 2015)
T2VS.3.15 13157 8662 (65.84%)
T3VS.1.15 16514 9459 (57.28%)
Algodon
T3VS.2.15 o 12291 7807 (63.52%)
transgenico 2
T3VS.3.15 9601 5768 (60.08%)
T1VS.1.16 16591 10103 (60.89%)
Algodon
T1VS.2.16 . 18179 10513 (57.83%)
convencional
T1VS.3.16 18071 10476 (57.97%)
T2VS.1.16 ; 12442 7743 (62.23%)
Algodon Etapa vegetativa
T2VS.2.16 o . 26226 14586 (55.62%)
transgénico 1 | (Vegetative 2016)
T2VS.3.16 32974 18083 (54.84%)
T3VS.1.16 27498 16900 (61.46%)
Algodon
T3VS.2.16 - 30876 17461 (56.55%)
transgénico 2
T3VS.3.16 16813 11817 (70.28%)
T1FS.1.15 69901 53940 (77.17%)
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T1FS.2.15 Algodén 58819 44764 (76.10%)
T1FS.3.15 convencional 67832 53451 (78.80%)
T2FS.1.15 23253 18767 (80.71%)
Algodén )
T2FS.2.15 . Etapa floracion 69574 54273 (78.01%)
transgénico 1 )
T2FS.3.15 (Flowering 2015) 43383 34380 (79.25%)
T3FS.1.15 36670 28176 (76.84%)
Algodon
T3FS.2.15 o 58077 44912 (77.33%)
transgénico 2
T3FS.3.15 55926 41116 (73.52%)
T1FS.1.16 55783 43949 (78.79%)
Algodén
T1FS.2.16 . 46984 36671 (78.05%)
convencional
T1FS.3.16 48194 37225 (77.24%)
T2FS.1.16 61285 46316 (75.57%)
) Etapa floracion
T2FS.2.16 Algodén . 71265 52398 (73.53%)
o (Flowering 2016
T2FS.3.16 transgenico 1 43006 32569 (75.73%)
T3FS.1.16 98440 78776 (80.02%)
Algodén
T3FS.2.16 - 50910 38419 (75.46%)
transgénico 2
T3FS.3.16 58113 46199 (79.50%)

7. 7. 1 Abundancia relativa de las muestras colectadas durante la etapa

vegetativa y floracion (2015 y 2016)

Se identificaron un total de 15 phylum en el suelo y 21 phylum diferentes en la rizosfera del
algodon convencional (T1) y transgénicos (T2 y T3). A nivel de familia se identificaron un total
de 392 familias diferentes en las muestras de suelo y rizosfera del algodén convencional (T1) y
transgénicos (T2 y T3).

En la Figura 34 se observa la abundancia relativa en porcentaje de los primeros 9 phylum y de
las 14 familias identificadas en cada uno de los genotipos de plantas de algodon derivados de las
muestras de suelo (BS= antes de la siembra) y la rizosfera colectadas en la etapa vegetativa y

floracion (vegetative, flowering) de la durante el afio 2015 y 2016.

En la Figura 34A, en la rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3)
colectada en la etapa vegetativa del afio 2015 mostr6é una abundancia relativa uniforme a nivel de
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phylum. Los phyla fueron Proteobacteria (T1=60%, T2=64.4 y T3=62.4%) seguido de
Acidobacteria (T1=15.5%, T2=14.1% y T3=16.0%), Actinobacteria (T1=12.6%, T2=10.6% y
T3=9.0%), Gemmatimonadetes (T1=4.2%, T2=4.0% y T3=5.1%), Firmicutes (T1=2.1%,
T2=2.3% y T3=1.8%), Bacteroidetes (T1=1.3%, T2=1.3% y T3=1.9%), Chloroflexi (T1=1.7%,
T2=1.4% y T3=1.5%), Cianobacterias (T1=1.5%, T2=0.9% y T3=1.1%) y Nitrospirae (T1=0.4%,
T2=0.4% y 0.5%).

En este mismo afio, en la rizosfera del algoddn convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3)

colectada en la etapa de floracion mostr6 una abundancia relativa uniforme a nivel phyla. Sin

embargo, se observaron variaciones en las proporciones de la abundancia relativa puesto que se
incrementd en el phylum Acidobacteria y en el Acidobacteria se disminuyé en el algodon
transgénico 2 (T3). Los phyla fueron Proteobacteria (T1=57.4%, T2=58.5 y T3=52.8%) seguido
de Acidobacteria (T1=10.4%, T2=8.8% y T3=21.6%), Firmicutes (T1=11.8%, T2=10.8% vy
T3=2.5%), Actinobacteria (T1=8.4%, T2=10.9% y T3=8.0%), Gemmatimonadetes (T1=4.5%,
T2=4.1% y T3=7.5%), Bacteroidetes (T1=4.8%, T2=4.1% y T3=3.8%), Chloroflexi (T1=0.9%,
T2=0.8% y T3=1.2%), Cianobacterias (T1=0.6%, T2=1.2% y T3=1.2%) y Nitrospirae (T1=0.7%,
T2=0.5%y 0.7%).

Por otro lado, en la rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3)
colectada en la etapa vegetativa del afio 2016 mostré una abundancia relativa uniforme en algunos

phylum debido a que se observaron variaciones en la proporcién de la rizosfera del algodén T3
pues ésta se disminuy6 en el phylum Proteobacteria y se incremento6 en el phylum Cianobacteria.
Los phyla fueron Proteobacteria (T1=77.0%, T2=74.5% y T3=66.1%) seguido de Acidobacteria
(T1=7.0%, T2=7.5% y T3=7.4%), Actinobacteria (T1=4.9%, T2=5.7% y T3=7.4%), Firmicutes
(T1=5.7%, T2=35% y T3=5.2%), Cianobacteria (T1=1.8%, T2=2.8% y T3=10.1%),
Bacteroidetes (T1=0.9%, T2=2.9% y T3=1.3%), Gemmatimonadetes (T1=1.5%, T2=1.5% y
T3=1.2%), Chloroflexi (T1=0.7%, T2=1.0% y T3=0.9%), y Nitrospirae (T1=0.1%, T2=0.2% y
0.1%).

En este mismo afio en la rizosfera del algoddn convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3)

colectada en la etapa de floracion 2016 mostro una abundancia relativa uniforme excepto en la
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rizosfera del algoddn transgenico 1y 2 (T2 y T3), ya que se observo en la rizosfera del algodon
transgénico (T3) un incremento en la proporcién del phylum Proteobacteria y Cianobacteria,
mientras que hubo una disminucion del phylum Firmicutes. Ademas, en la rizosfera del algoddon
transgénico (T2) mostré una disminucion en el phylum Actinobacteria. Los phyla fueron
Firmicutes (T1=62.6%, T2=65.5% y T3=47.9%), Proteobacteria (T1=25.1%, T2=23.1% Yy
T3=36.3%) seguido de Acidobacteria (T1=2.3%, T2=3.5% y T3=2.9%), Actinobacteria
(T1=6.1%, T2=3.8% y T3=7.5%), Gemmatimonadetes (T1=1.5%, T2=1.8% y T3=1.8%),
Bacteroidetes (T1=0.9%, T2=1.2% y T3=0.7%), Cianobacteria (T1=0.7%, T2=0.4% y T3=2.1%),
Chloroflexi (T1=0.3%, T2=0.3% y T3=0.4%), y Nitrospirae (T1=0.1%, T2=0.1% y 0.1%).

Ademas, se determiné la abundancia relativa a nivel de familias como se observa en la Figura
33B. Larizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada en la etapa
vegetativa del afio 2015 mostré una abundancia relativa uniforme a nivel de familia. Las familias
fueron principalmente Rhodospirillaceae (T1=14.7%, T2=13.7% y T3=14.5%), no clasificado
derivado de Solibacterales (T1=11.7%, T2=10.8% y T3=11.9%), no clasificado derivado de
Rhizobiales (T1=9.0%, T2=9.4% y T3=8.0%), no clasificado derivado de Acidimicrobiales
(T1=9.4%, T2=7.1% y T3=5.4%). En menor abundancia relativa fueron Hyphomicrobiaceae
(T1=4.6%, T2=5.7% y T3=6.4%), no clasificado derivado de Sphingomonadales (T1=4.4%,
T2=5.8% y T3=5.6%), Bradyrhizobiaceae (T1=3.7%, T2=5.3% y T3=6.1%),Sphingomonadaceae
(T1=3.3%, T2=4.4% y T3=3.5%), Rhizobiaceae (T1=3.5%, T2=3.4% y T3=1.5%), no clasificado
derivado de Gemmatimonadetes (T1=1.4%, T2=1.4% y T3=2.0%), Bacillaceae (T1=1.7%,
T2=1.6% y T3=1.3%), Chitinophagaceae (T1=1.0%, T2=1.0% y T3=1.4%), no clasificado
derivado de iii-15 (T1=0.7%, T2=0.7% y T3=1.1%) y Phormidiaceae (T1=0.3%, T2=0.3% y
T3=0.3%).

También, en la rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada

en la etapa floracién del aino 2015 mostré una abundancia relativa uniforme a nivel de familia a

excepcion en la rizosfera del algoddn transgénico 2 (T3), ya que se observo un incremento en la
proporcién de la familia Unclassified derived from Solibacterales, mientras que hubo una
disminucion en las familias Bacillaceae, no clasificado derivado de Rhizobiales, Rhizobiaceae y

no clasificado derivado de Acidimicrobiales. Las principales familias fueron Rhodospirillaceae
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(T1=11.9%, T2=10.9% y T3=13.1%), Bacillaceae (T1=11.0%, T2=10.3% y T3=2.2%), no
clasificado derivado de Rhizobiales (T1=11.5%, T2=9.2% y T3=5.1%), no clasificado derivado
de Solibacterales (T1=5.9%, T2=4.8% y T3=13.8%). En menor abundancia relativa fueron
Rhizobiaceae (T1=6.1%, T2=6.1% y T3=1.6%), no clasificado derivado de Acidimicrobiales
(T1=5.1%, T2=6.4% y T3=3.9%), Hyphomicrobiaceae (T1=3.5%, T2=4.0% y T3=5.2%), no
clasificado derivado de Sphingomonadales (T1=3.5%, T2=4.4% 'y T3=4.0%),
Sphingomonadaceae (T1=4.5%, T2=4.2% y T3=3.0%), Bradyrhizobiaceae (T1=2.5%, T2=3.0%
y T3=3.9%), Chitinophagaceae (T1=4.0%, T2=2.5% y T3=2.8%), no clasificado derivado de
Gemmatimonadetes (T1=1.7%, T2=1.7% y T3=4.0%), no clasificado derivado de iii-15
(T1=1.6%, T2=1.6% y T3=3.4%) y Phormidiaceae (T1=0.1%, T2=0.2% y T3=0.6%).

Por otro lado, en la rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3)

colectada en la etapa vegetativa del afio 2016 mostré una abundancia relativa uniforme excepto en

la rizosfera del algoddn transgénico 2 (T3), ya que se observd un incremento de siete veces en la
proporcion de la familia Phormidiaceae comparado con T1y T2. Las principales familias fueron
no clasificado derivado de Rhizobiales (T1=22.5%, T2=15.0% y T3=15.2%), Rhizobiaceae
(T1=13.5%, T2=14.7% y T3=11.7%), Rhodospirillaceae (T1=8.9%, T2=8.1% y T3=7.4%), no
clasificado derivado de Sphingomonadales (T1=4.3%, T2=7.5% y T3=6.6%), no clasificado
derivado de Solibacterales (T1=5.7%, T2=5.2% y T3=5.7%), Sphingomonadaceae (T1=3.5%,
T2=7.2% y T3=5.3%). En menor abundancia relativa fueron Bacillaceae (T1=5.4%, T2=3.2% y
T3=4.8%) sequido de Bradyrhizobiaceae (T1=4.9%, T2=2.8% y T3=3.2%), Hyphomicrobiaceae
(T1=3.9%, T2=3.8% y T3=3.6%), no clasificado derivado de Acidimicrobiales (T1=1.9%,
T2=2.7% y T3=2.6%), Chitinophagaceae (T1=0.7%, T2=1.8% y T3=0.8%), no clasificado
derivado de Gemmatimonadetes (T1=0.5%, T2=0.5% y T3=0.4%), no clasificado derivado de iii-
15 (T1=0.3%, T2=0.6% y T3=0.3%) y Phormidiaceae (T1=0.3%, T2=0.2% y T3=7.2%).

Finalmente, la rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada

en la etapa de floracion 2016 mostré una abundancia relativa uniforme. Aunque se observaron
algunas variaciones en la disminucion en las familias Bacillaceae en la rizosfera del algodon
transgénico 2 (T3), no clasificado derivado de Rhizobiales asociada a la rizosfera del transgénico

1 (T2) y Rhodospirillaceae en la rizosfera del algodon convencional (T1). Aqui sucedié un
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fendmeno interesante pues la familia Bacillaceae fue la méas abundante en la rizosfera de los tres
genotipos de algodon en comparacion con las diferentes etapas de crecimiento en los dos afios
consecutivos de siembra (ver Figura 34B). Las principales familias fueron Bacillaceae (T1=61.1%,
T2=64.2% y T3=46.5%) seguido del no clasificado derivado de Rhizobiales (T1=5.0%, T2=3.8%
y T3=7.0%), Rhizobiaceae (T1=4.1%, T2=2.2% y T3=4.6%) y Rhodospirillaceae (T1=2.8%,
T2=3.5% y T3=4.4%). En menor abundancia, la familia Bradyrhizobiaceae (T1=1.5%, T2=1.8%
y T3=2.4%), no clasificado derivado de Solibacterales (T1=1.1%, T2=2.0% y T3=1.8%),
Hyphomicrobiaceae (T1=1.5%, T2=2.0% y T3=1.8%), Sphingomonadaceae (T1=1.0%, T2=1.0%
y T3=1.7%), no clasificado derivado de Sphingomonadales (T1=1.1%, T2=1.2% y T3=1.5%), no
clasificado derivado de Gemmatimonadetes (T1=0.7%, T2=0.7% y T3=0.6%), Chitinophagaceae
(T1=0.7%, T2=0.9% y T3=0.5%), no clasificado derivado de Acidimicrobiales (T1=0.6%,
T2=0.5% y T3=1.3%), no clasificado derivado de iii-15 (T1=0.5%, T2=0.7% y T3=0.5%) y
Phormidiaceae (T1=0.1%, T2=0.1% y T3=0.2%).
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Figura 34. Abundancia relativa representada en porcentaje derivado de las muestras de suelo y
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Se determind la abundancia relativa a nivel de género como se observo en la figura 34 y éstos
fueron 667 geéneros diferentes. En la Figura 34 se observan los primeros 26 géneros mas
abundantes en el suelo y la rizosfera de los tres genotipos de algodon (T1, T2 y T3). Dentro de los
primeros 15 géneros en el suelo (BS) destacaron Bacillus (10.7%) seguido de Unclassified derived

from Gemmatimonadetes (5.2%) y no clasificado derivado de iii-15 (5.2%) (Ver Figura 35).

Ademas, la rizosfera del algoddn convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada en

la etapa vegetativa del afio 2015 mostré una abundancia relativa uniforme a nivel de género (ver

Figura 35). Dentro de los primeros 15 generos dominantes fueron no clasificado derivado de
Rhodospirillaceae (T1=12.0%, T2=11.4% y T3=12.8%), no clasificado derivado de Solibacterales
(T1=11.7%, T2=10.8% y T3=11.9%), no clasificado derivado de Rhizobiales (T1=9.0%, T2=9.4%
y T3=8.0%), no clasificado derivado de Acidimicrobiales (T1=9.4%, T2=7.1% y T3=5.4%), no
clasificado derivado de Sphingomonadales (T1=4.4%, T2=5.8% y T3=5.6%), no clasificado
derivado de Rhodospirillales (T1=3.2%, T2=3.6% y T3=2.6%), Agrobacterium (T1=2.1%,
T2=1.7% y T3=0.5%), no clasificado derivado de Gemmatimonadetes (T1=1.4%, T2=1.4% y
T3=2.0%), no clasificado derivado de Gemm-1 (T1=1.5%, T2=1.5% y T3=1.8%), Bacillus
(T1=1.6%, T2=1.5% y T3=1.2%), no clasificado derivado de Rhizobiaceae (T1=1.0%, T2=1.6%
y T3=0.8%), no clasificado derivado de iiil-15 (T1=0.7%, T2=0.7% y T3=1.1%), no clasificado
derivado de MND1 (T1=0.4%, T2=0.3% y T3=0.3%), Phormidium (T1=0.1%, T2=0.2% y 0.1%),
Microcoleus (T1=0.1%, T2=0.03% y T3=0.1%).

Mientras que los siguientes 11 géneros con abundancias menores del 3.0% fueron Unclassified
derived from Rhizobiales++ (T1=2.8%, T2=2.5% y T3=2.9%), Rhodoplanes (T1=2.1%, T2=2.5%
y T3=3.0%), Unclassified derived from Bradyrhizobiaceae (T1=1.9%, T2=2.6% y T3=2.9%),
Balneimonas (T1=1.2%, T2=1.8% y T3=2.0%), Devosia (T1=1.5%, T2=1.6% y T3=1.9%),
Unclassified derived from Chitinophagaceae (T1=0.7%, T2=0.6% y T3=0.8%), Unclassified
derived from Streptophyta (T1=0.7%, T2=0.2% y T3=0.3%), Flavisolibacter (T1=0.2%, T2=0.3%
y T3=0.5%), Unclassified derived from Gaiellaceae (T1=0.4%, T2=0.3% y T3=0.2%),
Unclassified derived from Micrococcaceae (T1=0.2%, T2=0.3% y T3=0.4%) y Unclassified
derived from Rubrobacteraceae (T1=0.2%, T2=0.2% y T3=0.2%) ver Figura 35B.
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Ademas, la rizosfera del algoddn convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada en

la etapa floracion del afio 2015 mostré una abundancia relativa uniforme a nivel de género excepto

en la rizosfera del algodon transgénico (T3) debido a que mostrd una disminucion en la proporcién
de los géneros Bacillus, no clasificado derivado de Rhizobiales, no clasificado derivado de
Acidimicrobiales y Agrobacterium. Por otro lado, el algoddn transgénico (T3) mostro un aumento
en la abundancia relativa en no clasificado derivado de Rhodospirillaceae, iiil-15 y

Gemmatimonadetes (ver Figura 35).

De acuerdo a la Figura 35A, los primeros 15 géneros dominantes fueron no clasificado derivado
de Rhodospirillaceae (T1=10.4%, T2=9.2% y T3=11.5%), no clasificado derivado de Rhizobiales
(T1=11.5%, T2=9.2% y T3=5.1%), no clasificado derivado de Solibacterales (T1=5.9%, T2=4.8%
y T3=13.8%), Bacillus (T1=10.5%, T2=9.9% y T3=2.1%), no clasificado derivado de
Acidimicrobiales (T1=5.1%, T2=6.4% y T3=3.9%), no clasificado derivado de Sphingomonadales
(T1=3.5%, T2=4.4% y T3=4.0%), Agrobacterium (T1=3.4%, T2=2.9% y T3=0.8%), no
clasificado derivado de iiil-15 (T1=1.6%, T2=1.6% y T3=3.4%), no clasificado derivado de
Rhizobiaceae (T1=2.4%, T2=2.9% y T3=0.7%), no clasificado derivado de Gemmatimonadetes
(T1=1.7%, T2=1.7% y T3=4.0%), no clasificado derivado de Rhodospirillales (T1=1.0%,
T2=1.7% y T3=1.8%), no clasificado derivado de Gemm-1 (T1=1.3%, T2=1.0% y T3=1.3%), no
clasificado derivado de MND1 (T1=0.9%, T2=0.5% y T3=0.8%), Phormidium (T1=0.1%,
T2=0.1% y 0.3%) y Microcoleus (T1=0.015%, T2=0.03% y T3=0.1%).

Mientras que los siguientes 11 géneros con abundancias menores del 3.0% fueron no clasificado
derivado de Chitinophagaceae (T1=2.4%, T2=1.8% y T3=1.8%), Rhodoplanes (T1=1.6%,
T2=1.8% y T3=2.6%), no clasificado derivado de Rhizobiales++ (T1=1.8%, T2=1.8% y
T3=2.1%), no clasificado derivado de Bradyrhizobiaceae (T1=1.1%, T2=1.6% y T3=1.9%),
Devosia (T1=1.0%, T2=1.1% y T3=1.1%), Balneimonas (T1=0.9%, T2=0.8% y T3=1.2%),
Flavisolibacter (T1=0.6%, T2=0.3% y T3=0.6%), no clasificado derivado de Micrococcaceae
(T1=0.4%, T2=0.6% y T3=0.3%), no clasificado derivado de Streptophyta (T1=0.2%, T2=0.7%y
T3=0.1%), no clasificado derivado de Gaiellaceae (T1=0.3%, T2=0.4% y T3=0.5%) y no
clasificado derivado de Rubrobacteraceae (T1=0.2%, T2=0.2% y T3=0.3%) ver Figura 35B.
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En la rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada en la etapa

vegetativa del afio 2016 mostrd una abundancia relativa uniforme a nivel de género excepto que

se observaron variaciones en las comunidades rizobacterianas del algodén convencional (T1) y
transgénico (T3) (ver figura 35). En la rizosfera del algodon T1 se observé un incremento en la
proporcion de los géneros Unclassified derived from Rhizobiales y una disminucion en la
proporcidn de los géneros no clasificado derivado de Sphingomonadales y Streptophyta. Mientras
que en la rizosfera del algodon T3 se increment6 la proporcion de los géneros Microcoleus,
Phormidium y no clasificado derivado de Micrococcaceae.

Dentro de los primeros 15 géneros dominantes fueron Unclassified derived from Rhizobiales
(T1=22.5%, T2=15.0% y T3=15.2%), no clasificado derivado de Rhizobiaceae (T1=6.9%,
T2=7.9% y T3=5.4%), no clasificado derivado de Sphingomonadales (T1=4.3%, T2=7.5% y
T3=6.6%), no clasificado derivado de Rhodospirillaceae (T1=6.8%, T2=6.1% y T3=5.3%), no
clasificado derivado de Solibacterales (T1=5.7%, T2=5.2% y T3=5.7%), Agrobacterium
(T1=5.2%, T2=5.8% y T3=5.1%), Bacillus (T1=5.2%, T2=3.1% y T3=4.6%), no clasificado
derivado de Acidimicrobiales (T1=1.9%, T2=2.7% y T3=2.6%), no clasificado derivado de
Rhodospirillales (T1=2.1%, T2=1.0% y T3=0.9%), Microcoleus (T1=0.1%, T2=0.1% vy
T3=3.0%), Phormidium (T1=0.2%, T2=0.1% y 3.9%), no clasificado derivado de Gemm-1
(T1=0.5%, T2=0.6% y T3=0.4%), no clasificado derivado de Gemmatimonadetes (T1=0.5%,
T2=0.5% y T3=0.4%), no clasificado derivado de iiil-15 (T1=0.3%, T2=0.6% y T3=0.3%) y no
clasificado derivado de MND1 (T1=0.1%, T2=0.1% y T3=0.1%) ver Figura 35A.

Mientras que los siguientes 11 géneros con abundancias menores del 3.0% fueron no clasificado
derivado de Rhizobiales++ (T1=2.6%, T2=1.9% y T3=2.3%), no clasificado derivado de
Streptophyta (T1=0.9%, T2=2.4% y T3=1.8%), Devosia (T1=1.7%, T2=2.0% y T3=2.0%),
Balneimonas (T1=2.1%, T2=1.2% y T3=1.4%), no clasificado derivado de Bradyrhizobiaceae
(T1=1.7%, T2=1.0% y T3=1.1%), Rhodoplanes (T1=1.4%, T2=1.1% y T3=1.0%), no clasificado
derivado de Micrococcaceae (T1=0.7%, T2=0.5% y T3=1.5%), no clasificado derivado de
Chitinophagaceae (T1=0.4%, T2=0.9% y T3=0.3%), Flavisolibacter (T1=0.2%, T2=0.5% vy
T3=0.3%), no clasificado derivado de Rubrobacteraceae (T1=0.1%, T2=0.1% y T3=0.1%) y no
clasificado derivado de Gaiellaceae (T1=0.1%, T2=0.1% y T3=0.1%) ver Figura 35B.
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La rizosfera del algodon convencional (T1) y los transgénicos (T2 y T3) colectada en la etapa

floracidn del afio 2016 mostr6é una abundancia relativa uniforme a nivel de género excepto que se
observaron variaciones en las comunidades rizobacterianas de los algodones transgenicos (T2 y
T3) (ver Figura 35). La proporcion del género Agrobacterium fue menor en la rizosfera del
algodon T2 en comparacion a los algodones T1 y T3. Asimismo, el género Bacillus fue menor en
la rizosfera del algodon transgénico T3 en comparacion a los algodones T1 y T2. Sin embargo,

este género fue el més abundante en los tres genotipos de algodon.

Dentro de los primeros 15 géneros dominantes fueron Bacillus (T1=58.9%, T2=62.0% Yy
T3=44.6%), no clasificado derivado de Rhizobiales (T1=5.0%, T2=3.8% y T3=7.0%), no
clasificado derivado de Rhodospirillaceae (T1=2.1%, T2=2.8% y T3=3.1%), no clasificado
derivado de Rhizobiaceae (T1=2.3%, T2=1.3% y T3=2.7%), no clasificado derivado de
Solibacterales (T1=1.1%, T2=2.0% y T3=1.8%), no clasificado derivado de Sphingomonadales
(T1=1.1%, T2=1.2% y T3=1.5%), Agrobacterium (T1=1.6%, T2=0.7% y T3=1.4%), no
clasificado derivado de Acidimicrobiales (T1=0.6%, T2=0.5% y T3=1.3%), no clasificado
derivado de Rhodospirillales (T1=0.7%, T2=0.8% y T3=1.3%), no clasificado derivado de
Gemmatimonadetes (T1=0.7%, T2=0.7% y T3=0.6%), no clasificado derivado de iiil-15
(T1=0.5%, T2=0.7% y T3=0.5%), no clasificado derivado de Gemm-1 (T1=0.3%, T2=0.3% y
T3=0.4%), no clasificado derivado de MND1 (T1=0.2%, T2=0.2% y T3=0.3%), Microcoleus
(T1=0.04%, T2=0.02% y T3=0.1%) y Phormidium (T1=0.05%, T2=0.04% y T3=0.1%) ver Figura
35A.

Mientras que los siguientes 11 géneros con abundancias menores del 3.0% fueron no clasificado
derivado de Micrococcaceae (T1=2.1%, T2=1.0% y T3=1.9%), no clasificado derivado de
Streptophyta (T1=0.5%, T2=0.2% y T3=1.8%), Rhodoplanes (T1=0.5%, T2=0.9% y T3=0.6%),
no clasificado derivado de Chitinophagaceae (T1=0.4%, T2=0.5% y T3=0.2%), no clasificado
derivado Gaiellaceae (T1=0.2%, T2=0.1% y T3=0.3%), no clasificado derivado de
Rubrobacteraceae (T1=0.1%, T2=0.1% y T3=0.3%), Flavisolibacter (T1=0.2%, T2=0.3% y
T3=0.1%), no clasificado derivado de Rhizobiales++ (T1=0.8%, T2=0.9% y T3=1.2%), no
clasificado derivado de Bradyrhizobiaceae (T1=0.5%, T2=0.7% y T3=0.8%), Balneimonas
(T1=0.7%, T2=0.8% y T3=1.0%) y Devosia (T1=0.7%, T2=0.6% y T3=0.8%) ver Figura 35B.
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7.7.2 Distribucion de las comunidades bacteriana de las muestras de suelo (Bulk
soil, BS) y de la rizosfera colectadas durante la etapa vegetativa y floracion en el
afio 2015y 2016

De acuerdo a la Figura 36, el resultado del arbol filogenético mostro que de los 20 principales
géneros  pertenecen al  phylum  Proteobacteria,  Acidobacteria, = Cyanobacterias,
Gemmatimonadetes, Firmicutes y Actinobacteria. Este Heatmap muestra los valores de
abundancia mas cercanos o alejados respecto a las media de cada abundancia relativa por cada
género identificado en las muestras de suelo o rizosfera de los tres genotipos de algodon

convencional (T1) y transgénico (T2 y T3).

Ademas, las comunidades del suelo y rizobacterianas se agruparon en dos grupos principales |
y Il. El primer grupo (1) se subdividio en dos subgrupos A y B, el subgrupo A albergé a las
comunidades bacterianas del suelo y el subgrupo B a las comunidades de la rizosfera de las plantas
de algoddn convencional y transgénico colectadas durante la etapa de floracion del afio 2016.

Por otro lado, el segundo grupo (I1) se subdividi6 en subgrupos C y D. El subgrupo C incluy6
a las comunidades asociadas a la rizosfera de algodén transgénico y convencional colectadas
durante la etapa de floracion del afio 2015. Mientras que el subgrupo D albergé a las comunidades
bacterianas que habitan en la rizosfera derivadas del algodén convencional y transgénico
colectados en la etapa vegetativa (subgrupo D1) y de la etapa de la floracion (subgrupo D2) del
afio 2015.

Es importante mencionar que dentro de cada subgrupo estos se agruparon a las muestras de la

rizosfera del algodén convencional (T1) y transgénico (T2 y T3) sin importar la modificacion

genetica durante todas las etapas fenologicas y temporada de siembra 2015 o0 2016.
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Treatment
Description 3 1501 8S
i nela 2 1502 VS T1
Skerma sp.
Rhizobiales , I 15.02.Vs_T2
Balneimonas sp. 15_02_VS_T3
Rhizobiales++ 0 1503 FS_T1
Rhizobiaceae+ T
Agrobacterium sp. -1 P 1503 FS_T2
Sphingomanas sp. 2 1503 FS_T3
mo- 16_04 VS T1
Sphingomonadaceae+ S0 16.04 VS T2
Gemm-1 derived from Gemmatimonadetes 16_04_VS_T3
Gemmatimonadetes . 16.05_FS_T1
li1-15 derived from Acidobacteria-6 16 05 FS T2
Acidimicrobiales U0 PO
Rhodospiriliales 16_05_FS_T3
Rhodoplanes sp.
Bradymiz_qbiaoeae Description
Rhodospirillaceae BEFORE_SOWING_2015
Solibacterales
pRadeddaddad S 343dddd I3 IeeNdadddad I INE I8 e okl o
B R n000 00355 asaasaas a2 aaa o REER FLOWERING_STAGE 2016
L o S s AR st oL oot YERCTATIVE STICE 1
PRPRPPDDDPDDDOPPPONNNNA NN NRNND AN NG N VEGETATIVE_STAGE 2016

Figura 36. El arbol filogenético fue calculado utilizando el método neighbor-joining y la relacién entre las muestras fueron determinadas
con la distancia de Bray Curtis y el método de agrupamiento completo. El grafico Heatmap se generé empleando un script R y orden6
abundancia relativas arriba de 1 %. La intensidad de la abundancia relativa oscila en el rango de -1 a 3 en la escala Z score (ésta indicando
las desviaciones estandar de un valor de abundancia representada en media). BS= Before sowing (inicio de la siembra), T1=
Convencional, T2= Transgénico 1 y T3=Transgénico 2
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7. 7. 3 Alfa diversidad de las muestras de suelo (Bulk soil, BS) y de la rizosfera

colectadas durante la etapa vegetativa y floracion en el afio 2015y 2016

7.7.3.1 Especies observadas

En la Figura 37 se muestra el nimero de especies observadas y el indice de Chaol. En las
muestras de suelo el nimero de especies observadas e indice de Chaol fue mayor que en la
rizosfera. En las muestras de suelo el nimero de especies observadas fue una media de 7045.
Mientras que en la rizosfera se identificaron entre 1451 hasta 6232 de especies observadas. El
namero de especies observadas para las muestras de suelo (15_01_BS) fueron de 7228, 7699 y
6208.

Por otro lado, en la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2015 para el algodon
convencional (15 02 VS T1) fueron de 3059, 1451 y 1542. Para el algodon transgénico 1 (15_02
_VS_T2) fueron de 1589, 1663 y 1894. Ademas en el algodon transgénico 2 (15 02 VS T3) se
alberg6 2022, 1851 y 1476 de especies observadas. En este mismo afio en la rizosfera de algodon
colectada durante la etapa de floracion se identificd en el convencional (15 03 FS T1) 5595, 4532
y 6502 especies observadas. Para el algodén transgénico 1 (15_03_FS_T2) fueron de 2885, 6184
y 4597. Finalmente, para el algodén transgénico 2 (15_03_FS_T3) fueron de 4095, 5915 y 5560.

Durante la siembra del afio 2016 en la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2016 para
el algodén convencional (16_04 VS _T1) fueron 1467, 1936 y 2074. Para el algodon transgenico
1 (16 _04 VS T2) fueron 1518, 2844 y 5337. Ademas, para el algodén transgenico 2 (16_04
_VS_T3) fueron 2730, 2502 y 1956 de especies observadas. En este mismo afio durante la etapa
de floracién en el algoddn convencional (16 _05 FS_T1) se determinaron 4187, 3462 y 3214. Para
el algoddn transgénico 1 (16_05 _FS_T2) fueron 3729, 4551 y 3204. Finalmente, para el algodon
transgénico 2 (16_05 _FS_T3) fueron 6232, 4229 y 4507.
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7.7.3.2 Estimador de Chaol

Como se observa en la Figura 37, el suelo (15_01 BS) mostréd un gran numero de especies
esperadas mediante Chaol y éstas fueron 11760, 12363 y 10205. Por otro lado, en la rizosfera
colectada durante la etapa vegetativa 2015 para el algoddn convencional (15 02 VS T1) fueron
de 7776, 4545 y 4459. También, en la rizosfera del algodon transgénico 1 (15 02 VS T2) fueron
de 4187, 4786 y 5669. Mientras que en la del algoddn transgénico 2 (15 02 VS _T3) fueron de
5639, 5306 y 4078. Durante este mismo afio durante la etapa de floracién, en la rizosfera del
algodon convencional (15 03 _FS T1) fueron de 11464, 8883 y 11598. Ademas, en el algodon
transgenico 1 (15 03 FS_T2) fueron de 6708, 12315 y 9190. Finalmente en la rizosfera del
algoddn transgénico 2 (15_03_FS_T3) fueron de 9331, 10857 y 102009.

Durante la siembra del afio 2016 en la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2016 para
el algodon convencional (16 04 VS T1) fueron de 3662, 5728 y 5367. Para el algodon
transgénico 1 (16_04 VS T2) fueron de 4246, 6581 y 10425. Asimismo, en la rizosfera del
algoddn transgénico 2 (16_04 VS _T3) fueron de 6847, 5652 y 4743. En este afio, durante la etapa
de floracidn en la rizosfera del algoddn convencional (16_05 FS T1) fueron 8801, 7365 y 7105.
Mientras que para el algodén transgénico 1 (16 05 FS T2) fueron de 8065, 9015 y 7074.
Finalmente, en la rizosfera del algodon transgénico 2 (16_05 FS_T3) fueron de 11731, 8799 y
9356 (ver Figura 39).

7.7.3.3 Indice de Shannon

En la Figura 38 se muestra el indice de diversidad de Shannon, es el nimero de especies
(riqueza) respecto al total de los individuos. Ademas, nos indica grado de homogeneidad de la
distribucion y depende de la uniformidad de las abundancias de los OTUs presentes en cada
muestra. Este se calculd a un 97% de similitud. Un valor de 0.5 y 5 es una diversidad normal,

menos de 2 se considera baja diversidad y mayor de 3 alta diversidad.

Como se observa en la Figura 38, el indice de Shannon demostr6 que el suelo fue diverso en

bacterias mostrando valores de 7.35, 7.49 y 7.29.
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Mientras que en la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2015, el algodon
convencional (15 02 VS _T1) mostré un indice de Shannon 6.14, 5.86 y 5.89. La rizosfera del
algoddn transgénico 1 (15_02 _VS_T2) los valores fueron de 5.90, 5.93 y 5.95. Posteriormente,
en la rizosfera del algoddn transgénico 2 (15 02 VS T3) los valores del indice fueron de 6.04,
6.04 y 5.95. Durante este mismo afio en la etapa de floracion, para el algodén convencional
(15_03_FS T1) el indice fue de 5.91, 5.68 y 6.46. Ademas, para el algodon transgénico 1
(15_03 FS_T2) fueron de 5.90, 6.22 y 6.18. Por ultimo, para el algodon transgénico 2
(15_03 FS_T3) fueron de 6.20, 6.63 y 6.65.

Durante la siembra del afio 2016 en la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2016 para
el algodon convencional (16_04 VS T1) fueron 4.82, 5.48 y 5.80. Por otro lado, en la rizosfera
del algoddn transgénico 1 (16_04 VS _T2) fueron 5.44, 5.66 y 5.73.Posteriormente, en la rizosfera
del algoddn transgénico 2 (16_04 VS T3) fueron 5.78, 5.55 y 5.50. Ademas, durante este mismo
afio en la etapa de floracion, para el algodon convencional (16 _05 FS T1) los indices fueron de
4.89, 4.59 y 4.33. Mientras que los indices para el algodén transgénico 1 (16_05 FS_T2) fueron
4.30,4.72 y 4.51. Finalmente, en la rizosfera del algoddn transgénico 2 (16_05 FS_T3) los indices
fueron 5.21, 5.28 y 5.27.

7.7.3.4 Indice de Simpson

Por otro lado, en la Figura 38 se observa el indice de Simpson, este mide la fuerza de
dominancia, porque su peso es hacia la abundancia de las especies mas comunes y varia
inversamente con la diversidad de especies. Este indice se basa en la probabilidad de que 2

individuos extraidos en una comunidad grande sean la misma especie.

El indice de Simpson en el suelo mostré valores de 0.9970, 0.9978 y 0.9973. Mientras que en
la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2015 el algodon convencional (15 02 VS T1)
mostraron indices de Simpson de 0.9893, 0.9884 y 0.9890. La rizosfera del algodon transgénico 1
(1502 VS T2) los valores fueron de 0.9886, 0.9892 y 0.9888. Ademas, en la rizosfera del
algodon transgénico 2 (15 02 VS T3) los valores del indice fueron de 0.9895, 0.9901 y 0.9889.

Durante este mismo afio en la etapa de floracion, en la rizosfera del algodon convencional
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(15_03_FS _T1) los indices fueron de 0.9806, 0.9778 y 0.9904. Para el algodon transgénico 1
(15_03_FS _T2) fueron de 0.9854, 0.9878 y 0.9880. Finalmente, para el algodén transgénico 2
(15_03_FS_T3) fueron de 0.9872, 0.9917 y 0.9928.

Durante la siembra del afio 2016 en la rizosfera colectada durante la etapa vegetativa 2016 para
el algoddn convencional (16 04 VS T1) los indices de Simpson fueron de 0.9438, 0.9709 y
0.9843. Ademas, en la rizosfera del algoddn transgénico 1 (16_04 VS T2) fueron de 0.9773,
0.9769y 0.9744.Posteriormente, en la rizosfera del algodén transgénico 2 (16_04 VS_T3) fueron
0.9838, 0.9785 y 0.9774. También, durante este mismo afio en la etapa de floracion, para el
algodon convencional (16 _05 FS T1) los indices fueron de 0.9411, 0.9162 y 0.9027. Mientras
que los indices para el algoddn transgénico 1 (16_05 FS_T2) fueron de 0.8793, 0.9111 y 0.9025.
Finalmente, los indices de Simpson en la rizosfera del algodén transgénico 2 (16 _05 FS T3)
fueron de 0.9566, 0.9588 y 0.9550.

El indice de diversidad de Simpson calculado fue uniforme y/o similar entre cada una de las
muestras del suelo y la rizosfera. Un valor cercano al 1.0 indica alta diversidad. Por lo tanto, se
observaron altos indices de diversidad en la rizosfera sin importar el genotipo de algodon. Ademas,
estos indices se consideran altos en especies que tienen dominancia y distribuidos

equivalentemente en estos suelos (Figura 38).
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Figura 37. Especies observadas e indice de Chaol. T1= Convencional, T2= Transgénico 1y
T3=Transgénico 2. BS=Before sowing (antes de la siembra), VS=Vegetative stage (etapa

vegetative) y FS=Flowering stage (etapa de floracion) durante el 15 (afio 2015) y 16 (afio 2016)
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Figura 38. indice de Shannon e indice de Simpson. T1= Convencional, T2= Transgénico 1 y
T3=Transgénico 2. BS=Before sowing (antes de la siembra), VS=vegetative stage (etapa

vegetative) y FS=Flowering stage (etapa de floracion) durante el 15 (afio 2015) y 16 (afio 2016)

7. 7. 4 Beta diversidad de las muestras de suelo (Bulk soil, BS) y de la rizosfera

colectadas durante la etapa vegetativa y floracion en el afio 2015y 2016

Se calculd la beta diversidad para la comparacién entre las muestras mediante el analisis de

Coordenadas Principales (Principal Coordinate Analysis, PcoA) o de escalamiento
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multidimensional métrico. Esto incluyo el uso del método Jackknifed Unweighted Pair Group
Method (UPGMA), este analisis indicd que las muestras de suelo (PC2) y de la rizosfera (PCly
PC3) se separaron en grupos en diferentes componentes. Asimismo, las muestras de la rizosfera
de algoddn convencional (T1) y transgénico (T2 y T3) colectadas en la etapa vegetativa y floracion

2015 y 2016, se separaron formando 5 grupos principales (Figura 39).

Treatment

[l ) Buiksoi
PC2 (7.83 %) . (3) T1_FS_15
e T1_Fs_16
. (3) T1_VS_15
. (3)T1_VS_16
[ ]@T2_Fs_15
D (3) T2_F5_16
D (3) T2_VS_15
D@ T2.vs 16
. (3) T3_F5_15
Bl 31 13_Fs_18

[]@ T3 vs 15
[]@ T3 vs_16

PC1 (9.44 %)

PC3 (5.08 %)

Figura 39. Andlisis de Coordenadas Principales (PcoA) unweighted de las comunidades
rizobacterianas identificadas durante la etapa vegetativa y floracion durante dos afios de siembra
(2015-2016). T1= Convencional, T2= Transgénico 1 y T3=Transgénico 2. BS=Suelo (antes de la

siembra), VS=Vegetative stage (etapa vegetative) y FS=Flowering stage (etapa de floracion)

Ademas, empleando el analisis weighted Unifrac el resultado fue similar al de unweighted,

puesto se agrupd en cinco grupos tal como se observa en la Figura 40.
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Figura 40. Andlisis de Coordenadas Principales (PcoA) weighted de las comunidades
rizobacterianas identificadas durante la etapa vegetativa y floracion durante dos afios de siembra
(2015-2016). T1= Convencional, T2= Transgéenico 1 y T3=Transgénico 2. BS=Suelo (antes de la

siembra), VS=Vegetative stage (etapa vegetative) y FS=Flowering stage (etapa de floracién)

Por otro lado, el arbol de agrupamiento jerarquico mostré la formacion de grupos dependiendo
de la etapa fenoldgica y el afio de siembra (Figura 41). Es decir, se agruparon dependiendo de la
temporada de siembra y etapa fenoldgica (2015 y 2016), independientemente del genotipo de la

planta de algodon (Figura 41).
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Figura 41. Arbol de Agrupamiento jerarquico de las comunidades rizobacterianas durante la etapa
vegetativa y floracién durante dos afios de siembra (2015-2016). T1= Convencional, T2=
Transgénico 1y T3=Transgénico 2. BS=Suelo (antes de la siembra), VS=Vegetative stage (etapa

vegetative) y FS=Flowering stage (etapa de floracion)
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7. 7.5 Analisis estadistico: comparaciéon de categorias para identificar los

biomarcadores metagendmicos

Las bacterias biomarcadores que marcan la diferencia se determinan mediante el analisis
Lefse y como resultado se observa que los géneros que promueven los cambios. Se

homogeneizaron los resultados a un LDA score mayor o igual a 3.5.

7.7.5.1 Etapa vegetativa 2015.

El suelo fue mas diverso en comparacion con la rizosfera de las plantas de algoddn convencional
y transgénico. Los biomarcadores, en el suelo fueron: No clasificado derivado de 0319 6A21,
Sinobacteraceae, Syntrophobacteraceae, Rubrobacter, no clasificado derivado de mb2424,
Betaproteobacteria, no clasificado derivado de RB41, Syntrophobacterales, Chitinophagaceae,
Myxococcales, no clasificado derivado de BME43, Oxalobacteraceae, Gemm-1, Gaiellaceae,
Flavisolibacter, Saprospirae, Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, no clasificado derivado de
iii1_15, Acidobacteria_6, Bacilli y Firmicutes (Figura 42).

De acuerdo a la Figura 42, en la rizosfera de las plantas de algodon convencional (T1), los
biomarcadores fueron Chloroplast, Streptophyta, Phaeospirillum, Phyllobacteriaceae,
Agrobacterium, Acidimicrobiales y Acidimicrobiia. Mientras que en la rizosfera de las plantas de
algodon transgénico (T2), los biomarcadores fueron Afifella, Sphingomonadaceae, Sphingomonas,
Rhizobiaceae, Rhodospirillales, Sphingomonadales y Rhizobiales. Finalmente, en la rizosfera del
algodon transgénico (T3) fueron Balneimonas, Devosia, Bradyrhizobiaceae, Rhodoplanes,

Rhodospirillaceae, Solibacteres y Solibacterales.
7.7.5.2 Etapa vegetativa 2016
De acuerdo a la Figura 43, al comparar las muestras de suelo con las de la rizosfera de algodon

durante la etapa vegetativa del afio 2016 mostraron que los principales biomarcadores del suelo

fueron Nitrospira, no clasificado derivado de Ellin 5290, Syntrophobacterales,
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Syntrophobacteraceae, RB41, Rubrobacter, Chitinophagaceae, Flavisolibacter, Xanthomonadales,

Saprospirae, no clasificado derivado de iiil_15, Bacteroidetes y Actinobacteria.

En la rizosfera de las plantas de algoddn convencional (T1), los biomarcadores fueron los
derivados del orden Rhizobiales, de la familia Phyllobacteriaceae (del orden de los rhizobiales) y
el género Balneimonas. Mientras que, en la rizosfera de las plantas de algodon transgénico (T2)
los biomarcadores fueron Sphingomonas, Sphingobium, Chloroplast, Streptophyta vy
Rhizobiaceae. Finalmente en la rizosfera del algodon transgénico (T3) los biomarcadores fueron
Microcoleus, Phormidium, Oscillatoriophycideae, Phormidiacea y Oscillatoriales. Esto resulta

interesante, pues todos estos géneros pertenecen al Phylum Cianobacteria.
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Figura 42. Analisis Lefse empleando el analisis discriminante lineal (LDA, Linear Discriminant
analysis) a nivel de género. Suelo (BS), Algoddn convencional (T1) y Transgénico (T2 y T3)

durante la etapa vegetativa del afio 2015
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Figura 43. Andlisis Lefse empleando el andlisis discriminante lineal (LDA, Linear Discriminant

analysis) a nivel de género. Suelo (soil), Algodén convencional (T1) y Transgénico (T2 y T3)

durante la etapa vegetativa del afio 2016
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7.7.5.3 Etapa de floracién 2015.

De acuerdo a la Figura 44, al comparar las muestras de suelo con las de la rizosfera de algodén
durante la etapa floracién del afio 2015 mostraron que los principales biomarcadores del suelo
fueron Paenibacillus, no clasificado EIlin5290, Entotheonellales, Betaproteobacterias,
Myxococcales, Nitrospira, Nitrospirae, Nitrospirales y Gemmatimonadetes. En la rizosfera de las
plantas de algodén convencional (T1), los biomarcadores fueron Phaeospirillum,
Sphingomonadaceae, Sphingomonas, Agrobacterium y Rhizobiales. Los biomarcadores en la
rizosfera de las plantas de algoddén trangénico 1 (T2) fueron Streptophyta, Chloroplast,
Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae y Sphingomonadales. Finalmente, los biomarcadores en la
rizosfera de las plantas de algodén trangénico 2 (T3) fueron Devosia, Bradyrhizobiaceae,
Rhizobiales, Rhodoplanes, Solibacterales y Solibacteres.

7. 7. 5.3 Etapa de floracién 2016.

De acuerdo a la Figura 45, al comparar las muestras de suelo con las de la rizosfera de algodén
durante la etapa floraciébn del afio 2016 mostraron que los principales biomarcadores
Entotheonellales, 0319 6A21, Nitrospira, Rhodospirillales, Bradyrhizobiaceae,
Betaproteobacteria, Syntrophobacteraceae, Solirubrobacterales, RB41, Syntrophobacterales,
Rubrobacter,  Chitinophagaceae, = Myxococcales, Oxalobacteraceae, Acidimicrobiales,
Acidimicrobiia, Solibacteres, Solibacterales, Gaiellaceae, Rhodospirillaceae, Flavisolibacter,
Rubrobacteraceae, Xanthomonadales, MND1, Gemm_1, Thermoleophilia, Rubrobacteria,
Rubrobacterales, Saprospirae, Bacteroidetes y Actinobacteria. Mientras que en el algodon
convencional (T1) los biomarcadores fueron Streptomyces, Micrococcaceae y Agrobacterium. Por
otro lado, en el algodon transgénico 1 (T2) los biomarcadores fueron Bacillus, Firmicutes y Bacilli.
Finalmente, en el algoddn transgénico 2 (T3) los biomarcadores fueron Rhodobacter, Paracoccus,
Chloroplast, Streptophyta, Rhizobiaceae, Rhodobacterales, Actinobacteria y Rhizobiales. Por lo
tanto, la gran variabilidad de los géneros bacterianos asociados a la rizosfera existe una preferencia
dependiendo del genotipo de la planta. Es decir, la planta estd generando el cambio en las

comunidades bacterianas e influyen las condiciones climaticas.
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Figura 44. Anélisis Lefse empleando el andlisis discriminante lineal (LDA, Linear Discriminant

analysis) a nivel de género. Suelo (soil), Algodén convencional (T1) y Transgénico (T2 y T3)

durante la etapa de floracion del afio 2015

103



BEEN 5515 N T1FS 16 M T2 FS 16 M T3_FS_16

Rhizoblales__
Actinobacteria
Rhodobacterales
Rhizobiaceas
Streptophyta
Chloroplast
Paracoccus
Rhodobacter
Bacilli
Firmicutes
Bacillus
Agrobacterium
Micrococcaceas
Streptomyces
Actinobacteria

Bacteroidates
Saprospirae
Rubrobacterales
Rubrobacteria
Thermaleaphilia
Gemim_1

MND1
¥anthomonadales
Rubrobacteraceas
Flavisolibacter
Bhodespirillaceae
Gaiellaceas
Solibacterales
Solibacteres
Acidimicrobiia
Acidimicrobiales
Oxalobacteraceas
Myxececcales
Chitinophagaceas
Rubrobacter
Syntrophobacterales
RBA1
Solirubrobacterales
Syntrophobacteraceae
Betaprotechacteria
Bradyrhizobiaceas
Rhodospirillales
Mitrospira

0319 6A21
Entotheaneliales

Entotheonellaceae

LDA SCORE (log 10)

Figura 45. Analisis Lefse empleando el analisis discriminante lineal (LDA, Linear Discriminant
analysis) a nivel de genero. Suelo (soil), Algodon convencional (T1) y Transgénico (T2 y T3)
durante la etapa de floracion del afio 2016
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7.8 Cromatografia en Capa Fina (TLC)

De acuerdo a la Figura 46, se estandarizo la fase movil para los azlcares estandar xilosa,
arabinosa, fructosa, glucosa, galactosa, sacarosa y celobiosa para poder determinar si en las
muestras se encontraban estos azUcares y se realizaron dos corridas en una lamina de (20 x 2) cm
con la fase movil CHsCN (acetonitrilo): H.O (85:15, v/v), a una concentracion final de 2 mg/mL

por cada muestra.

Xilosa

Arabinosa.

Fructosa
Glucos

Galactos

Sacaros

Celobios

Figura 46. CCF de los de azucares a utilizar como estandares. Empleando una fase mévil CHzCN
(acetonitrilo): H20 (85:15, v/v)

105



Ademas, se determind la presencia de compuestos presentes en las muestras liofilizadas
disueltas en agua mediante la prueba general de Yodo y reveladores especificos (Figura 47, 48 y

49).

Figura 47. CCF de los exudados radiculares de algodon Convencional (T1), Transgénico 1 (T2)
y Transgénico 2 (T3) colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de crecimiento. Empleando una fase
movil CH3sCN (Acetonitrilo): Metanol: H,O (6:3:1). Revelando con A) Yodo y B) Molish.
Control=H1 y H1/2 (medio Hoagland)
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Figura 48. CCF de los exudados radiculares del algodén Convencional (T1), Transgénico 1 (T2)
y Transgénico 2 (T3) colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de crecimiento. Empleando una fase
movil CH3CN (Acetonitrilo): Metanol: H2O (6:3:1 v/v/v) y reveladores A) Dragendorff, B) NaOH
y C) FeCls. Control=H1 y H1/2 (medio Hoagland)
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Figura 49. CCF de los exudados radiculares del algodon Convencional (T1), Transgénico 1 (T2)
y Transgénico 2 (T3) colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de crecimiento. Empleando una fase
movil CHsCN (Acetonitrilo): Metanol: H,O (6:3:1 v/v/v) y reveladores A) Folin-Ciocalteu, B)
Baljet y C) 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
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Por otro lado, como se observa en las figuras 50 y 51, en otro conjunto de exudados radiculares
liofilizados de los tres genotipos de las plantas de algodon colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias

de crecimiento se disolvieron en Acetato de Etilo.

Figura 50. TLC de los exudados radiculares de algodén Convencional (T1), Transgéenico 1 (T2)
y Transgénico 2 (T3) colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de crecimiento. Empleando una fase
movil de Hexano. Reveladores A) Salkowski y B) Rosenthaler (Vainillina)
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Figura 51. CCF de los exudados radiculares de algodon Convencional (T1), Transgénico 1 (T2)
y Transgénico 2 (T3) colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de crecimiento. Empleando una fase
movil de Hexano. Reveladores A) NH4OH (Hidroxido de amonio) y B) Ehrlich

Por otro lado, se realiz6 extraccion de la una muestra liofilizada del exudado radicular derivado
del algoddn transgénico 1 (T2), ésta se disolvio en metanol (concentracion final de 60 mg/mL) y
posteriormente se concentrd en el rotavapor. Posteriormente, se procedio a realizar CCF, tal como
se observa en la Figura 52. Se encontrd que las sales presentes en la muestra, éstas derivan del
medio Hoagland las cuales no permitieron que los polisacaridos fueran observados
adecuadamente. Por lo tanto, se decidié analizar con muestras de exudados radiculares que
provenian de plantas crecidas sdlo en agua desionizada.
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Figura 52. TLC de los exudados radiculares de algodon transgénico 1 (T2) colectados a 41 dias
de crecimiento. Empleando una fase mévil CH3CN (Acetonitrilo): H20 (85:15, v/v) y revelador

de Molish.
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Ademas se realiz6 una prueba en las muestras de la colecta de exudados radiculares de las
plantas de algoddn transgénico (T2) mantenidas durante una semana en agua desionizada.
Durante este experimento fue posible identificar un azdcar en al menos una muestra de los

genotipos (transgénico T2) tal como se observa en la Figura 53.

Xilosa
Arabinosa

Fructosa
Glucosa

Galactosa

. Celobiosa

Figura 53. CCF de los exudados radiculares de algodon Convencional (T1), Transgénico 1 (T2)
colectado a los 42 dias de crecimiento (7 dias en agua desionizada). Empleando una fase movil
CH3CN (Acetonitrilo): H20 (85:15, v/v).
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La Tabla 13 muestra los reveladores quimicos empleados en esta investigacion, sin embargo,
no se logro identificar otros grupos quimicos en los exudados radiculares liofilizados con el medio
de Hoaglands en los diferentes genotipos de algodon colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de

crecimiento.

Tabla 13. Resulltados de las pruebas y grupos quimicos encontrados en cada uno de los

exudados radiculares

CCF
Gpos. quimicos Revelador T1 T2 T3
Alcaloides Dragendorff + | +
Flavonoides NaOH - - -
Taninos (fendlicos) FeCls - -] -
Acidos fenélicos | Folin-Ciocalteu | - | - | -
Carbohidratos Molish + |+ | +
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7.9 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

De acuerdo a los resultados encontrados empleando la CCF, se crecieron durante 42 dias las
plantas en medio Hoagland y se eliminaron las sales para posteriormente realizar el analisis RMN
a estas muestras derivadas de los exudados radiculares. El resultado se muestra en el siguiente
espectro (Figura 54), el cual no se logro identificar el perfil metabolico en el exudado radicular del
algodon convencional. Comprobando que la cantidad del exudado radicular es muy poco en la

muestra y éste se fue durante el proceso de la desalinizacion.
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Figura 54. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear *H de los exudados radiculares del algodon
Convencional (T1) crecidos en 42 dias en medio Hoagland (previamente desalinizados). Region 0
ppm (TSP referencia interna) y region del agua (5.16-4.70) ppm. Region 0 ppm (TSP referencia
interna) y region del agua (5.16-4.70) ppm.
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Por lo tanto, se decidio analizar las muestras de exudados radiculares derivados de las plantas
de algoddn crecidas en medio Hoagland. En la Figura 55, se observa el espectro de Resonancia
Magnética Nuclear *H de los exudados radiculares del algodon convencional (T1), transgénico 1
(T2) y transgénico 2 (T3) colectados a los 42 dias de crecimiento en el medio Hoagland. La
cantidad o concentracion relativa de los compuestos en cada uno de los exudados radiculares se
encuentra altamente representada en el algodon transgénico 1 (T2) y 2 (T3). De acuerdo a los
resultados de la base de datos, los compuestos identificados se conservan en el centro (T1, T2 y
T3), en el transgénico 2 (T3) se incrementa la cantidad de los compuestos, mientras que en
convencional se disminuyen (ver Figura 55 y 56).
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Figura 55. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear *H de los exudados radiculares del algodén
Convencional (T1), Transgénico 1 (T2) y Transgénico 2 (T3). Convencional (linea en rojo),
transgénico 1 (linea en verde) y transgénico 2 (linea en azul). Regién 0 ppm (TSP referencia

interna) y region del agua (5.16-4.70) ppm.
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Los posibles metabolitos encontrados en los exudados radiculares fueron azucares, tales como
la glucosa, fructosa, maltosa y arabinosa. Ademas, se encontraron otros compuestos tales como la
Betaina, Carnitina, Xantina y Colina (Figura 56). También, el analisis del espectro de resonancia
demostré que los exudados radiculares (azucares y carbohidratos) estuvieron altamente
representados en el algoddn transgeénico (T2 y T3) con respecto al convencional (T1). Finalmente,
se deben realizar estudios posteriores para determinar si hay una diferencia entre los genotipos de

algodon tales como la disminucion, el aumento o la casi desaparicion de ciertos compuestos.

Por lo tanto, de forma representativa se muestran los resultados de los compuestos identificados
a partir de los espectros empleando el software Chenomx (Figura 56). En el caso de los
carbohidratos, como puede verse en la Figura 56, no es tan fécil deducir qué tipo de azucares son
los que contiene el liofilizado, ya que muchas de las sefiales estan sobrepuestas y el ancho de la
presaturacion del agua no alcanza a resolver los protones de los carbonos anoméricos. Sin
embargo, los colocados en la Figura 56 son los que mas asemejan la suma de las areas bajo la

curva (linea gris).

En el andlisis estadistico se muestra en la Figura 57A, el analisis de los componentes principales
(PCA) de los exudados de los tres genotipos de algoddon, donde el primer componente explica un
94% de la separacién de los 3 exudados; donde, las cargas del loading plot estos dicen que la mayor
diferencia esta en la region de 2.23-2.24 que seria la region donde se encuentra el &cido acético,

oxaloacético, succinico o piruvato.

Asimismo, como se observa en la Figura 57B, se muestra el PCA, quitando del binning la sefial
en 2.23-2.24 y la region del agua, resulta que donde el primer componente explica un 93% de la
separacion; las cargas del loading plot demuestran que la mayor diferencia esta en la region de

3.65-3.65 que no esta completamente identificado.
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Figura 56. Analisis del espectro empleando la plataforma Chenomx a partir del exudado radicular
del algodon convencional (T1). A. Compuestos nitrogenados. B. Carbohidratos. C Acetoacetato.
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8. DISCUSION

En este estudio se emplearon dos plataformas MG-RAST y QIIME para el andlisis de las
comunidades bacterianas, los resultados concuerdan con D’Argenio et al. (2014) que demuestran
que para el analisis de los amplicones del 16S DNAr es la plataforma QIIME debido a su precision
en la asignacién taxonomica y en el analisis de la diversidad. Asimismo, las comunidades
bacterianas del suelo se determinaron antes de la siembra de las plantas de algodon debido a que
la influencia del genotipo se ha considerado un factor que puede afectar a las comunidades que
habitan en el suelo (Berg and Smalla, 2009; Gatazka et al., 2017).

La textura del suelo y la composicion fueron uniformes en todo el campo experimental. Este
resultado concuerda con Garza Cano y colaboradores (2005) que concluyeron que los suelos de
esta region son pobres en nitrégeno y fosforo, asi que las comunidades bacterianas se han adaptado
bajo estas condiciones extremas. Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan con los de
(Schmalenberger and Tebbe, 2002) los cuales proponen que la calidad del suelo debe ser
homogéneo en el disefio experimental para este tipo de estudios donde involucra OGMs.
Atribuimos la predominancia de Firmicutes en el suelo por su habilidad de abarcar varios géneros
formadores de esporas y que éstos son capaces de sobrevivir por mucho tiempo bajo condiciones
extremas (Teixeiraet al., 2010).Las especies de Bacillus son ampliamente extendidas en ambientes
de suelos y para muchos aislados, tienen numerosas funciones en los suelos (Hong et al., 2009).
Las abundancias relativas de los principales phyla en el suelo son similares a los resultados
reportados por Janssen (2006). Ademas, estos resultados son consistentes con estudios previos
donde se ha reportado un gran porcentaje de los Firmicutes en el suelo (Acosta-Martinez et al.,
2010).

El phylum Proteobacteria tiene una diversidad metabdlica e importancia bioldgica debido a que
juegan papeles clave en los ciclos de Carbono, Azufre y Nitrogeno (Kersters et al., 2006). Las
Acidobacterias son el phylum mas abundante en un gran namero de ambientes incluyendo suelos

(Janssen, 2006) y algunos miembros de este phylum pueden estar involucrados en procesos del
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ecosistema terrestre (Kielak et al., 2010). Dentro del phylum de las Actinobacterias, éstas
representan una gran fuente inexplorada de la biotecnologia como es la produccion de bioactivos
(Suela Silva et al., 2013). Los miembros de este phylum han sido reportados como importantes
componentes de las comunidades microbianas del suelo desempefiando un papel en el recambio
de la materia organica y el ciclo del Carbono (Hodgson, 2000). Ademas, se ha demostrado que la
abundancia relativa de los Bacteroidetes mismos que han sido mas altos en suelos con alta

disponibilidad de C y descomponedores candidatos de la materia organica (Fierer et al., 2007).

La estructura y funcion de la comunidad bacteriana también puede ser cambiada segun las
practicas de manejo, las temporadas y el genotipo de la planta (Dunfield and Germida, 2003;
Galazka et al., 2017). Los resultados de las abundancias relativas de los géneros en la rizosfera del
algoddn concuerdan con los de Li y colaboradores (2014) que concluyeron que las estructuras de
las comunidades en la rizosfera cambiaron a través de las etapas de crecimiento en los rangos
taxondmicos (nivel familia y género). Puesto que algunos géneros fueron especificos dependiendo

de las etapas de crecimiento ya sea tempranas o tardias.

Las diversidad bacteriana disminuye en la etapa de floracion en comparacion a la vegetativa y
este fendmeno se repite en los dos afios de siembra (Dunfield and Germida, 2003). Ademas,
Acosta-Martinez y colaboradores (2010) han discutido que el indice de diversidad es solo un valor
gue no puede representar completamente la composicion total de una comunidad. Asi que dos
comunidades pueden tener el mismo valor de indice de diversidad, pero uno puede comprender

baja uniformidad y alta riqueza, y el otro puede comprender alta uniformidad y baja riqueza.

Se observaron variaciones en la proporcién de las comunidades rizobacterianas, principalmente
durante la etapa vegetativa y floracion del afio 2016. Es importante mencionar que los miembros
de las cianobacterias (incluyendo al género Phormidium y Microcoleus) mostraron una mayor
abundancia relativa en el algodon transgénico T3 durante la etapa vegetativa. Se ha reportado que
el género Microcoleus sp., una Cianobacteria filamentosa, se inoculé en plantulas de mangle joven
para determinar la fijacion de nitrégeno. Los resultados de este estudio concluyen que la fijacion
de N2 aumentd gradualmente con el tiempo y alcanzo su pico 5 dias después de la inoculacion.

Ademas, el nivel de fijacion de N en presencia de la planta fue significativamente mayor que la
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cantidad de nitrégeno fijado por una cantidad similar de cianobacterias en un medio de crecimiento
libre de nitrogeno (Toledo et al., 1995).

A pesar de la modificacidn genética de la planta no ejercio un efecto dafiino en las poblaciones
microbianas puesto que los géneros identificados (Hartmann et al., 2009) pueden incrementar el
crecimiento y productividad de la planta denominadas rizobacterias (PGPR) las cuales colonizan

la rizosfera.

Esto pudo estar relacionado con los metabolitos que la planta de algoddn exudé principalmente
los compuestos nitrogenados durante esta temporada, principalmente en las plantas transgénicas
(T2 y T3). Los resultados de los perfiles metabolicos concuerdan con los obtenidos de Kumar y
colaboradores (2007) puesto que ellos encontraron azlcares en los exudados radiculares del
algodon (xilosa, glucosa), acidos organicos (acido citrico y oxalico) y aminoacidos (lisina, treonina

y arginina) y que estos dependieron de la variedad de la planta de algodén.

De acuerdo a los resultados encontrados empleando la técnica de cromatografia en capa fina y
resonancia magnética nuclear. Se encontraron azucares mismos que ayudan a regular la
sincronizacion de las fases de desarrollo tales como la progresion de juvenil a fase adulto, la
floracion y senescencia. Dentro de las principales funciones de los azlcares en la rizosfera son
fuente de nutrientes y promotores del crecimiento microbiano (Kumar et al., 2007). Se ha
postulado que la glucosa promueve la division celular (embriogénesis), a altas concentraciones de
glucosa promueven la formacion de la hoja verdadera y el crecimiento radicular (Gibson, 2005).

Ademas, la glucosa se ha encontrado en los exudados radiculares de las plantas de Arabidopsis
(Chaparro et al., 2013) y en Brachypodium distachyon (Kawasaki et al., 2016). También, se ha
encontrado la fructosa en los exudados radiculares de las plantas de Arabidopsis durante las
colectas de 7 a 10, 14 a 17, 21 a 24 y 28 a 31 dias (Chaparro et al., 2013) y en los exudados
radiculares de Brachypodium distachyon (Kawasaki et al., 2016).

Por otro lado, la maltosa tiene una participacion temprana en la ruta del cloroplasto beta amilasa.
Aunque no se sabe claramente donde en la célula o por intermediarios de los cuales las enzimas

llevan el metabolismo de la maltosa, hay una evidencia que ésta puede ser exportada del
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cloroplasto al metabolismo del citosol. Un transportador de maltosa desconocido, es esencial para
la conversion de almidon a sacarosa en las hojas de Arabidopsis durante la noche (Niittyla et al.,
2004). Otro azucar, la arabinosa se ha encontrado en los exudados radiculares de las plantas de
Arabidopsis (Chaparro et al., 2013) y Brachypodium distachyon (Kawasaki et al., 2016).

Asimismo en este estudio se encontraron compuestos nitrogenados tales como la betaina misma
que se ha encontrado en la cebada (Hordeum vulgare) y las espinacas (Spinacia oleracea) se
acumula betaina en respuesta al estrés salino y frio, mientras que Arabidopsis thaliana, papa
(Solanum tuberosum) y arroz (Oryza sativa), no acumulan betaina bajo las mismas condiciones
(Rhodes and Hanson, 1993). Entre las betainas, es este caso la trigonelina (&cido nicotinico N-
metil-betaina) estd presente especialmente altas cantidades en las semillas de leguminosas
(Goldmann et al., 1991) y de Medicago sativa. Las betainas son osmoprotectores y fuentes de
energia para algunas cepas tales como Rhizobium meliloti RCR2011 la cual codifica funciones
esenciales al su funcion en el catabolismo de tres betainas: Trigonelina (&cido nicotinico N-metil-
betaina), Estacidrina (prolina betaina o dimetil prolina) y Carnitina (Y-trimetil-p-

hidroxibutirobetaina).

La Carnitina es un aminoacido de amonio cuaternario, se produce en los reinos microbianos,
vegetal y animal y esta involucrado en el metabolismo energético, accion hormonal y adaptacion
al estrés. Asimismo, esta asociada con el metabolismo de acidos grasos en plantas (Bourdin et al.,
2007). También esta presente en los tejidos y 6rganos de varias especies incluyendo cereales y

leguminosas, en semillas secas y germinando y en las hojas (Wood et al., 1992).

La Xantina deshidrogenasa (XDH) es una oxidoreductasa de importancia en el metabolismo de
la purina. La distribucion de las enzima XDH ha sido estudiada en los ejes longitudinales y
transversales de las raices del maiz concluyendo que éstas fueron afectadas por las fuentes de
nitrégeno y la salinidad (Barabas et al., 2000). La funcion basica de la XDH es en el catabolismo
de la purina, catalizando la conversion de hipoxantina a xantina y de xantina a &cido Urico
(Hofmann, 2016). Se ha identificado la sintesis de la xantina en las plantas de Arabidopsis durante
la senescencia y su papel como una fuente continua de nitrégeno en el crecimiento de la planta

(Brychkova et al., 2008). En otro estudio, la enzima oxidante de xantina se encontr6 solo en el
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citosol del nddulo de las raices de soya (Triplett et al., 1980). Ademas, la actividad de la xantina
deshidrogenasa en el citosol fue suficiente para el metabolismo del Nitrégeno fijado, ya que los
calculos mostraron que las tasas de fijacién de nitrégeno y oxidacion de xantina son similares
(Triplett et al., 1980).

Este es el primer estudio realizado en nuestro pais donde se determin6 la composicion de las
comunidades microbianas empleando técnicas de nueva generacién (NGS) tanto en los suelos de
la region Zona Norte de Tamaulipas, asi como de las comunidades rizobacterianas que habitan en
la rizosfera del algodon convencional con respecto a dos algodones transgénicos. Se observaron
variaciones en la estructura de las comunidades microbianas que habitan en la rizosfera y éstas
dependieron de la etapa de crecimiento (Sugiyama et al., 2014) y afio de siembra (Barriuso and
Mellado 2012) més que la modificacion genética en la planta transgénica concordando con los
resultados de Schmalenberger and Tebbe (2002) puesto que el maiz Bt no afectaron a la

composicién de las comunidades microbianas de la rizosfera.

9. CONCLUSIONES

En conclusion, el analisis de secuenciacion masiva revel6 que la composicion y dindmica de las
comunidades bacterianas en las muestras de suelo estuvieron dominadas principalmente por seis
Phyla: Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria, Gemmatimonadetes, and
Bacteroidetes. EI género mas abundante fue Bacillus sp., el cual juega un papel muy importante
en los cambios fisicoquimicos del suelo y realizan funciones esenciales asociadas a los cultivos
como Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Ademas el grupo de las Acidobacterias
que tienen la habilidad de utilizar el utilizar nitrito como fuente de N, respondiendo a los macro y

micronutrientes del suelo.

En este trabajo fue posible identificar nuevas especies bacterianas muy poco estudiadas y no

fue posible su clasificacion (Unclassified derived from). Se clasificaron taxonomicamente algunos
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miembros del orden Rhizobiales y la familia Rhodospirillaceae mismos que son considerados

importantes en la agricultura y ecologia participando en la fijacion de nitrogeno.

En este estudio los principales Phylum en las muestras de suelo (BS) fueron Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria y Firmicutes. Durante la siembra del afio 2015, los phylum
dominantes en mayor abundancia relativa fue uniforme en la rizosfera de los tres genotipos de
algodon durante la etapa vegetativa y floracion. Dentro de los principales phylum fueron
Proteobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Actinobacteria. Mientras que en menor abundancia
relativa fueron Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cianobacterias y Nitrospirae. En
el segundo afio de siembra 2016, se observaron variaciones en las comunidades rizobacterianas
del algodén T3 colectadas en la etapa vegetativa. Mientras que en la etapa de floracion se
observaron variaciones en la abundancia relativa en las comunidades rizobacterianas del algodon
transgénico T2 y T3. Los principales phyla fueron Proteobacteria seguido de Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Cianobacteria, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes, Chloroflexi y
Nitrospirae. Se identificaron un total de 392 familias y 667 géneros diferentes en la rizosfera de
las plantas de algodon convencional y transgénicos.

En lo que respecta a la alfa diversidad (especies observadas, indice de Chaol, Shannon y
Simpson) fue similar entre las plantas de algodén convencional T1 y transgénicos (T2 y T3). Sélo
se observaron variaciones dependiendo si pertenecia a muestra de suelo o rizosfera, asi como el
afio de siembra. Por otro lado, se observan diferencias de los biomarcadores metagenémicos que
hacen los cambios en las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de los tres genotipos de
algodon, en base al andlisis estadistico Lefse Analisis Discriminante Lineal (LDA score) y el
algoddn transgénico mostr6 mayor nimero de biomarcadores en comparacion con el algodén
convencional. Ademas, la diversidad beta revel6 que es posible que se compartan algunas
comunidades bacterianas entre los genotipos de plantas de algodén. Los resultados fueron
consistentes, indicando que las variaciones detectadas en la estructura de las comunidades
bacterianas son posiblemente al factor climatico mas que la modificacion genética de las plantas

de algodon.
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Finalmente, se logré estandarizar un fase movil para la separacion de azucares estandar
empleando la técnica de cromatografia en capa fina. Se identifico esteroles y polisacaridos en los
exudados radiculares colectados a los 7, 10, 14, 23 y 41 dias de crecimiento en medio Hoagland.
Se identificd a un azucar en una muestra de planta de algodon transgénico (T2) con una semana
de crecimiento en agua empleando un método de extracciéon de la muestra disuelta en metanol.
Mediante el analisis de RMN fue posible identificar los azlcares y carbohidratos presentes en las
muestras de exudados radiculares. Se encontro que estos son muy pocos en comparacion con otro
tipo de plantas. Se concluye entonces que las plantas de algodon son capaces de exudar metabolitos

en poca cantidad y calidad bajo condiciones hidroponicas.
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11. APENDICE

Apéndice 1. Inmunostrip para la determinacion de las proteinas Pat/bar y Cry’s en las hojas de
las plantas de algoddn convencional (T1), transgénico 1 (T2) y transgénico 2 (T3). A. Proteina
PAT. B. Proteinas CrylAc y Cry2Ab.
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Apéndice 2. Inmunostrip para la determinacion de las proteinas Pat/bar y Cry’s en las raices de
las plantas de algodon convencional (T1), transgénico 1 (T2) y transgenico 2 (T3).A. Proteina
PAT. B. Proteinas CrylAc y Cry2Ab.
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