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RESUMEN

La disposicion de las hojas en el género Tillandsia (Bromeliaceae) facilita la acumulacion de
agua. En ella se forma un habitat llamado fitotelma que puede albergar bacterias, algas,
protistas, insectos y hongos. Tillandsia grandis es una bromelia tipo tanque, saxicola y crece
en la zona arida Queretano-Hidalguense. A pesar de que las bromelias tanque habitan en
diferentes ecosistemas, la comunidad del fitotelma es poco conocida. La metagendmica
permite obtener secuencias de ADN de maultiples organismos a partir de una muestra
ambiental y conocer la composicion de especies. El objetivo de este trabajo fue caracterizar
la biota asociada al fitotelma de Tillandsia grandis. Se colecto el agua de 10 individuos de
T. grandis. Se extrajo ADN, se amplificaron las regiones 18S en eucariotas y 16S en
bacterias. La secuenciacion de ADN se ejecutd en la plataforma Ion Torrent PGM. Se
obtuvieron 1.2 millones de secuencias correspondientes a eucariotas y 1.5 millones para
bacterias. Las secuencias se agruparon en unidades taxonomicas operativas (OTU’s) para
conocer su identidad mediante BLAST en las bases de datos del NCBI y Greengenes. Se
encontraron 452 géneros pertenecientes a 24 phyla de eucariontes. El 79% pertenecieron al
reino Fungi, mientras que el 21% restante correspondi6 a los phyla Apicomplexa, Ciliophora,
Dinoflagellata, Apusozoa, Myxomycota, Cercozoa, Hyphochytriomycota, Ochrophyta,
Metamonada, Heterolobosea, Arthropoda, Platyhelminthes, Bacillariophyta, Oomycota,
Bryophyta, Chlorophyta, Charophyta y Tracheophyta. Para bacterias se encontraron 23
phyla, 52 clases, 98 drdenes y 218 familias. Tres phyla comprenden el mayor porcentaje de
la comunidad bacteriana, Proteobacteria representa el 37%, Actinobacteria 19% y Firmicutes
el 15%. Los resultados indicaron que la luz, como fuente de energia, aportd poco a la
composicioén de la biota del fitotelma. La poca luz y la materia organica favorecieron el
crecimiento de saprofitos. Otros estudios encuentran una composicion similar de organismos.
Este trabajo represent6 el primer uso de la metagendmica para describir la composicion del
fitotelma de bromelias tanque en México.
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ABSTRACT

Leaf arrangement in the genus Tillandsia (Bromeliaceae) facilitates water accumulation
creating a unique habitat called phytotelma, which can harbor bacteria, algae, protists, insects
and fungi. Tillandsia grandis is a saxicolous tank bromeliad that grows in the Queretaro-
Hidalgoan arid zone. Metagenomics facilitates the obtention of DNA sequences of multiple
organisms from environmental samples to know species composition. The aim of this work
was to characterize the biota associated to the phytotelma of 7. grandis. Water samples from
10 individuals of 7. grandis were collected. We extracted DNA, amplified the 18S and 16S
regions for eukaryotes and bacteria respectively. DNA sequencing was performed in the
platform Ion Torrent PGM. 1.2 million sequences were obtained for eukaryotes and 1.5
million for bacteria. Sequences were grouped in Operational Taxonomic Units (OUT's) to
identify them through BLAST using the NCBI and Greengenes database. 452 genera of 24
phyla of eukaryotes were identified. 79% belong to Fungi, the remaining 21% is represented
by the phyla Apicomplexa, Ciliophora, Dinoflagellata, Apusozoa, Myxomycota, Cercozoa,
Hyphochytriomycota, Ochrophyta, Metamonada, Heterolobosea, Arthropoda,
Platyhelminthes, Bacillariophyta, Oomycota, Bryophyta, Chlorophyta, Charophyta and
Tracheophyta. 23 phyla, 52 classes, 98 orders and 218 families were identified for bacteria.
Three phyla represent the highest percentage of the bacterial community within the tank.
Proteobacteria represents 37%, Actinobacteria 19% and Firmicutes 15%. The lack of light
and the presence of organic matter favored the growth of saprobic organisms. Our results
indicate that light, as an energy source is limited. This work represents the first use of
metagenomics to describe phytotelma composition of tank bromeliads in Mexico.

Key words: eDNA, Bacteria, Bromeliads, Microbiota, Protists
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I. INTRODUCCION

La familia Bromeliaceae tiene 3590 especies, son monocotileddneas de hojas arrosetadas,
perennes, epifitas o saxicolas (Gouda et al. 2019). Se les encuentra en una gran variedad de
habitats, principalmente en zonas tropicales. La mayoria de estas plantas crecen donde hay
déficit en nutrientes y minerales, lo cual resuelven con adaptaciones como. tricomas
absorbentes y la forma de roseta. Adaptaciones que les permiten soportar condiciones de
aridez, manteniendo la humedad y llegando a crear ambientes acuaticos temporales en el
interior de algunas especies conocido como fitotelma (Mogi, 2004, Ramirez-Morillo ef al.,
2004; Rzedowski, 2006). La descripcion de la comunidad bidtica asociada al fitotelma de
bromelias se tiene documentado en zonas tropicales, donde la disponibilidad de agua es
constante, existen pocas fluctuaciones de temperatura y generalmente hay gran abundancia
de epifitas (Kitching, 2000). Trabajos sobre el fitotelma de bromelias en zonas éaridas no se
han realizado, ya que estos lugares tienen menor disponibilidad de agua y por ello existe poca

diversidad de plantas epifitas.

Dentro del territorio mexicano las zonas aridas ocupan cerca del 40% de la superficie, el
matorral xerdfito es el que estd mejor representado (Rzedowski, 2006). La zona arida
Queretano-Hidalguense es una region de la provincia floristica del Desierto Chihuahuense,
incluye localidades como el Valle del Mezquital en Hidalgo y la cuenca del rio Extoraz en
Querétaro (Hernandez & Goémez-Hinostrosa, 2005). Dentro de esta zona, el Cafidn de las
Adjuntas presenta una vegetacion dominante de matorral xerofito con elementos de selva
baja caducifolia (M. Martinez, comunicacidn personal, 2018), en esta localidad se distribuye
Tillandsia grandis, una bromelia tanque que contrasta con la vegetacion del lugar, por lo

verde de sus hojas y la formacion del fitotelma. Las especies del género Tillandsia se
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caracterizan por habitar en zonas neotropicales, y pueden ser epifitas o saxicolas. En ambos
casos, viven con poca agua y nutrientes, no hay presencia de suelo y el sustrato es discontinuo
(Bennett, 1991). Las bromelias muestreadas en este trabajo habitan tUnicamente en
acantilados. Lugares que son generalmente inaccesibles para las personas y pueden estar
libres de disturbios. Estos lugares no albergan vegetacion con alta productividad, la‘mayor
parte de la vegetacion es pequefia. Debido a estas caracteristicas la atencion de bidlogos ha
sido poca hacia el estudio de estos ecosistemas, ademas, se requiere de equipo especial para

poder realizar colecta en estas areas (Larson et al., 2000).

Hay pocos estudios de metagendmica para describir la diversidad de organismos asociados a
bromelias (Louca et al., 2016; Rodriguez-Nuiiez et al., 2018; Simao et al., 2017). La mayor
parte de la descripcion existente se ha realizado con caracteristicas morfoldgicas, colectando
y fijando muestras de agua para su identificacién, principalmente de artrépodos y algunos
protistas (Thomas et al., 2012; Tres et al., 2012). Las tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion nos permiten producir una gran cantidad de datos de secuencias a costos mas
bajos comparados con los métodos tradicionales. Implementar esta metodologia nos permite
describir las asociaciones planta-microorganismo. Ahora es posible caracterizar la
microbiota asociada mediante la secuenciacion de ADN ambiental, muy conveniente para
identificar aquellos microorganismos que no pueden ser cultivados en laboratorio, ademas,
es una técnica poco invasiva ya que solo se requieren cantidades pequefias de muestra (Knief,

2014).

12



II. ANTECEDENTES

2.1 La familia Bromeliaceae
La familia Bromeliaceae comprende 3590 especies que habitan en América tropical (Gouda

et al. 2019) con solo una especie en el oeste de Africa (Pitcairnia feliciana). Son plantas
monocotiledoéneas de hojas arrosetadas, perennes, herbaceas y muchas de ellas conocidas por
ser epifitas (Ramirez-Morillo et al., 2004; Rzedowski, 2006). Habitan en diferentes tipos de
vegetacion, principalmente en los bosques meséfilos de montafia y bosques de Quercus. En
México se tienen registradas 422 especies, entre los géneros mas diversos y representativos
se encuentran Tillandsia, Hechtia y Pitcairnia. Para los estados de Querétaro e Hidalgo se

tienen 33 y 35 especies de bromelias respectivamente (Espejo-Serna & Lopez-Ferrari, 2018)

En esta familia se incluyen especies de importancia econémica como el timbiriche (Bromelia
karatas), la pita (Aechmea magdalenae), el heno (Tillandsia usneoides) o la pifia (Ananas
sativus), esta ultima siendo de alto valor econdmico para el estado de Veracruz. (CONABIO,
2011). Debido a su forma vegetativa que le permite existir sobre la copa de los arboles y
sustratos rocosos y la belleza de la inflorescencia, las bromelias también destacan por su valor

horticola (Benzing, 2000).

La mayoria de estas plantas crecen en ambientes deficientes en nutrientes y minerales (Bernal
et al., 2006; Ramirez-Morillo et al., 2004). Dos especializaciones presentes dentro de esta
familia como la forma de roseta compacta y tricomas absorbentes, son caracteristicas
importantes para las plantas epifitas que les permiten soportar condiciones de aridez y
esterilidad, manteniendo la humedad y permitiendo el depdsito de sélidos ricos en nutrientes,
creando el fitotelma en algunas especies (Benzing, 2000; Goffredi et al., 2011). Las

bromelias y plantas con preferencias similares de habitats poseen mecanismos muy efectivos
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para acumular minerales y utilizarlos con alta eficiencia. La presencia de estructuras capaces
de retener humedad y detritus se ha registrado en diferentes familias de plantas, pero ninguna
es tan efectiva al crear un sustituto de suelo o es tan importante para la supervivencia de la

planta como el tanque de las bromelias (Benzing & Renfrow, 1974).

2.2 Ambientes acuaticos temporales
Los ambientes acuaticos temporales pueden ser encontrados ampliamente en todo el mundo,

se definen como temporales ya que estan sujetos a la temporada de sequias, algunos como el
fitotelma de bromelias, estan restringidos por factores climaticos. Las especies que habitan
estos ecosistemas presentan adaptaciones para lidiar con la perdida de-agua como diapausa,
formacidn de esporas, etc. Los insectos y crustaceos representan la fauna dominante, pero la
comunidad completa esta integrada por bacterias, protistas, hongos, plantas y algunos
vertebrados. Estos microecosistemas pueden contribuir a nuestro entendimiento de la
dindmica poblacional debido a su tamaifio, son faciles de manipular y pueden ser mimetizados

para entender relaciones ecologicas (Williams, 2007).

Los cuerpos de agua temporales incrementan la biodiversidad en diferentes escalas; dentro
del tanque hasta el ecosistema terrestre exterior. Al afiadir el elemento agua, se puede tener
biota adaptada a vivir en cuerpos de agua temporales, aumentando la diversidad de plantas y

animales acuaticos facultativos (Calhoun et al., 2017).

2.2.1 Fitotelma
La palabra fitotelma deriva del griego phyton planta y telma estanque. Son cuerpos de agua

mantenidos por plantas terrestres. Estos ecosistemas se encuentran localizadas en bosques,
desiertos, selvas o pantanos, pero estan mejor representados en zonas tropicales. Son 1énticos
y efimeros (generalmente duran menos de tres meses), las comunidades de organismos

asociados son constantemente reemplazadas y se han convertido en modelos para el estudio
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de cadenas troficas (Mogi, 2004). Una gran variedad de plantas son capaces de retener agua
en sus estructuras externas, algunas familias como Poaceae, Pandanaceae, Arecaceae,
Asparagaceae, Araceae, Musaceae, Cytinaceae, Nepenthaceae, Sarraceniaceae y
Bromeliaceae presentan fitotelma. Se pueden diferenciar cinco tipos principales: bromelias
tanque, plantas jarra, huecos en los arboles llenos de agua, entrenudos de bambts, y el agua
colectada por hojas axilares, bracteas o pétalos, todos formados por alguna parte de la planta

(Fig. 1) (Kitching, 2000; Williams, 2007).

Figura 1. Ejemplos de los principales tipos de fitotelma: A) hueco de arbol lleno de agua; B) hueco de raiz lleno de
agua en el tocon de una palma; C) bromelia con agua en las hojas axilares y tanque central; D) Nepenthes rafflesiana;
E) entrenudo de bambu lleno de agua después de un corte en el tallo; F) bracteas de la inflorescencia de Tapeinochilios
ananassae. Modificado de Kitching 2001.
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2.3 Tillandsia grandis como bromelia tipo tanque

Las plantas epifitas y saxicolas son elementos importantes de muchos ecosistemas tropicales
y resaltan por su abundancia. Su presencia en ecosistemas aridos y semiaridos también es
comun, a pesar de esto, el conocimiento acerca de estas plantas en estas zonas es escaso
(Bernal et al., 2006). Las especies del género Tillandsia son herbaceas, generalmente epifitas
o saxicolas con hojas dispuestas en una roseta basal (Espejo-Serna et al., 2010).

Tillandsia grandis Schltdl es una bromelia que logra alcanzar los 2.5 m de alto, de habitos
saxicolas, con una inflorescencia muy ramificada que esta presente en los meses de marzo y
abril. En la localidad de las Adjuntas en Hidalgo es conocida como tinaja, jarilla o soluche
de agua, debido a su forma de tipo tanque que le permite almacenar agua en su interior. Esta
especie prospera en los riscos y acantilados de los cafiones de los principales rios de la region
noreste del Bajio. Debido a lo inaccesible que se encuentran sus poblaciones, no presenta
problemas de conservacion. Se encuentra en altitudes que van desde los 400 hasta los 1600
msnm. Se distribuye desde el Este de México (Gto., Qro., Hgo., Pue., Oax., Chis.) hasta
Honduras, se considera endémica a Mega México Il (Fig 2) (Espejo-Serna et al., 2010;

Rzedowski, 2006)
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Figura 2. Distribucion de Tillandsia grandis en la region del Bajio y zonas adyacentes. Tomado de
Espejo-Serna et al., 2010.

2.3.1 Diversidad de organismos asociados a bromelias tipo tanque
El grupo de las bromelias ha sido estudiado como plantas fitotelmaticas, los primeros trabajos

relacionados al estudio del fitotelma en bromelias se realizaron por Picado (1911, 1913)
quien los designé como ciénagas fragmentadas distribuidas a través de los bosques
neotropicales, habitados por fauna abundante que requiere de refugio. Son considerados
lugares de reproduccién y recursos. La composicion de la biota dependera de la especie de
planta, localizacidn y circunstancias locales que afecten las condiciones del agua contenida

(Benzing, 2000; Louca et al., 2017, 2016; Males, 2016).
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Las bromelias tanque forman cavidades herméticas, creando un pequefio estanque hacia su
interior (Figura 3). Proveen de espacios vivos con la calidad necesaria para el desarrollo de
diferentes organismos. Una bromelia tanque puede proveer alojamiento a biota acudtica y
terrestre (Benzing, 2000). El agua presente en los tanques forma un nicho tinico dentro del
ecosistema, con condiciones anaerdbicas y de acidez completamente diferentes a las

condiciones ambientales externas (Goffredi et al., 2011).

Estos tanques representan un recurso de agua dulce y proveen hébitats para comunidades
microbianas muy diversas (Goffredi ef al.,, 2011). Se tienen registros de musgos acuaticos,
algas verdes, cianobacterias, diatomeas, protistas, hongos, insectos, anfibios, crustaceos, y

diversos grupos de bacterias asociados a bromelias tanque (Figura 3, M) (Benzing, 2000;

Brandt et al., 2017; Kitching, 2001; Rodriguez-Nuiiez et al., 2018).

Figura 3 Formas del fitotelma en Bromeliaceae. (A D) Cuatro arreglos del follaje que producen fitotelma de diferentes tipos. (E L)
Diferentes formas vegetativas de bromelias tanque. M) Esquema de la comunidad del tanque de bromelias. Modificado de Benzing
y Kitching, 2000
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2.3.2 Importancia de la diversidad de organismos asociados a bromelias taque
y sus interacciones troficas

Las especies formadoras de tanque acumulan grandes cantidades de elementos minerales
esenciales en las bases de sus hojas, como detritus, siendo éste la principal fuente de
nitrégeno que, ademas de ser fuente de nutrientes para la planta misma, permite el desarrollo
de comunidades de microorganismos que lo habitan (Kitching, 2001). Las actividades
enzimaticas relacionadas con la asimilacion de nutrientes como el nitrégeno (nitrégeno
reductasa) son mayores en las hojas internas del tanque que en las hojas mas externas y raices
de las bromelias. La parte interna es donde se asimila la mayor cantidad de nutrientes a través
de tricomas. Estas plantas estan adaptadas para almacenarlos y metabolizarlos gradualmente
en periodos de sequia. La presencia de organismos detritivoros y depredadores, esta
relacionada con la concentracion de nitrogeno en las hojas, la presencia de depredadores
incrementa el flujo de nutrientes provenientes de la descomposicién de hojarasca hacia la
bromelia (Benzing & Renfrow, 1974; Ngai & Srivastava, 2006; Nievola et al., 2001,

Takahashi & Mercier, 2011)

Gomes et al., (2015) caracterizaron la actividad enzimatica de la comunidad fingica dentro
del tanque de bromelias en Brasil. Mediante técnicas convencionales, con medios de cultivo
lograron identificar unicamente 36 especies, 22 de Basidiomycota y 14 de Ascomycota.
Detectaron que los géneros mas relevantes fueron Cryptococcus, Candida y Aureobasidium.
Estos organismos presentan enzimas como proteasas, amilasas, celulasas, xilanasas y
pectinasas, enzimas necesarias para la degradacion de materia vegetal. Al igual que los
hongos, otros organismos presentes contribuyen a la red trofica dentro del fitotelma. Los

insectos facilitan la ingesta de nutrientes para la planta.(Ngai & Srivastava, 2006). Un
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ejemplo son las larvas de odonatos, las cuales ingieren microorganismos detritivoros y
contribuyen a la cadena de nitrogeno dentro del tanque al defecar los restos, los cuales pueden
ser utilizados por otros microbios o lixiviados directamente para liberar N en una forma

disponible para la bromelia (Benzing & Renfrow, 1974)

A diferencia de muchos ambientes terrestres y comunidades acudaticas donde las plantas y
algas fotosintéticas son el recurso principal, en el fitotelma el recurso principal es el detritus
de hojarasca y restos de invertebrados. Dentro de las redes tréficas hipotéticas descritas para
el fitotelma, las bacterias y los hongos son los principales micro-descomponedores que
obtienen energia directamente del detritus. Protistas y rotiferos son micro-depredadores pero
también consumen particulas organicas. Los macro invertebrados pueden alimentarse del

detritus, ser filtradores, depredadores acudticos y depredadores de superficie. (Mogi, 2004)

Se han realizado trabajos que intentan explicar las interacciones tréficas en el fitotelma, Mogi
(2004) realizo un diagrama sobre la estructura bésica de las cadenas alimenticias en este
sistema, designando funciones ecolégicas que deben de ser ocupadas por los diferentes
organismos que lo habitan. Brouard (2012) en su trabajo sobre la funcidn de la diversidad de
los ecosistemas de bromelias tanque en el sotobosque gener6 diagramas que representaban

la cadena trofica del detritus dentro del fitotelma. Ambos se observan en la figura 4.
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Figura 4 Representaciones esquematicas de las relaciones troficas en el fitotelma de bromelias tanque. a) Estructura basica de las
cadenas alimenticias en el fitotelma. b) Representacion de la cadena alimenticia del detritus (bromelias en sotobosque) los numeros
indican los grupos funcionales. 1 = heterétrofos, 2 = mixotroficos, 3 = autétrofos, 4 = filtradores, 5 = Colectores, 6 = depredadores.
Modificado de Mogi, 2004 y Brouard, 2011.

2.4 Zona arida Queretano-Hidalguense
Las zonas aridas y semidridas ocupan aproximadamente 40% de la superficie del pais, siendo

el matorral xerofito el tipo de vegetacion mejor representado en México (Rzedowski, 2006).
Diversos estudios han sefialado a la zona arida Queretano-Hidalguense como un area con alta
diversidad y endemismos (Herndndez-Magaiia et al., 2017; Hernandez & Barcenas, 1995;

Rojas et al., 2013).

La zona arida Queretano-Hidalguense es considerada una regiéon submeridional de la
provincia floristica del Desierto Chihuahuense. Consiste principalmente en depresiones y
valles aridos discontinuos rodeados por montafias, la Sierra Madre Oriental y Occidental
representan los limites este-oeste respectivamente. Estd geografica y climaticamente

separada del Desierto Chihuahuense, e incluye localidades bien conocidas como el Valle del
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Mezquital, el Valle de Actopan en Hidalgo y la cuenca del rio Extoraz en Querétaro.
(Hernandez & Gomez-Hinostrosa, 2005). Esta region provee un punto de referencia
ecoldgico para el estudio de diferentes taxa, particularmente aquellos cuyas distribuciones

no se limitan al desierto, sino que se extienden hasta areas del ecotono.

2.5 Metagenomica
La metagenomica es el analisis directo de genomas contenidos en una muestra ambiental

(Thomas et al., 2012). El uso de esta técnica ha permitido identificar microorganismos sin
necesidad de su aislamiento en medios de cultivo (Rodriguez-Nufiez ez al., 2018). Las
muestras que pueden ser procesadas son agua (Cabral et al., 2018; Jacob et al., 2017), suelo
(Gupta & Chikara, 2015), aire (Serrano-Silva & Calderon-Ezquerro, 2018), incluso alimentos
(Sternes et al., 2017). Esta técnica representa un avance importante en el campo de la biologia
y biotecnologia, es poco invasiva y no requiere de grandes cantidades de muestra para lograr
obtener buenos resultados, ademas de poder generar grandes nimeros de secuencias a partir

de muestras unicas.

Los analisis metagendmicos han sido utilizados para caracterizar comunidades microbianas
especialmente de bacterias (Gupta & Chikara, 2015). El uso de esta técnica para tratar de
identificar la diversidad total de los organismos dentro de una muestra es escaso, debido a la
especificidad de los cebadores utilizados y la pregunta de investigaciéon que se quiere
responder, la mayoria buscan identificar la estructura funcional basados en genes que

codifican para proteinas (Louca ef al., 2017, 2016), en lugar de diversidad bioldgica.
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2.5.1. Aplicacion de la metagen6mica para caracterizar la biota asociada al
fitotelma
Existe una gran cantidad de usos y formas en la que la metagenomica puede ser aplicada. Sin

embargo la caracterizacion de diversidad microbiana en el fitotelma de bromelias tanque no
ha sido explorada con esta técnica. Los trabajos existentes estan enfocados en conocer la
diversidad de grupos especificos como ciliados, vertebrados o bacterias (Brozio et al., 2017,
Louca et al., 2017; Rodriguez-Nufiez et al., 2018; Simao et al., 2017). En otras plantas
formadoras de fitotelma como las plantas de jarro se ha utilizado la metagendmica para
conocer la diversidad de organismos tanto eucariotas como procariotas presentes en este
micro habitat pero un trabajo similar no se ha realizado para el fitotelma de bromelias

(Grothjan & Young, 2019).

Trabajos realizados para determinar la funcion enzimatica de los hongos presentes en el
fitotelma de Vriesea minarum mediante técnicas dependientes de cultivo, resultdé en la
identificacion de 36 especies (Gomes et al, 2015) . Un numero bajo comparado, con el
nimero de especies de bacterias logradas identificar con metagendmica por otros autores en
tanques de bromelias del mismo género (Vriesea platynema) donde el nimero de especies es
de 450 (Goffredi et al.,, 2015) La identificacion de especies por métodos convencionales
resulta compleja, llegando a identificarse una cantidad muy baja de estos organismos, lo que

lleva a subestimar la diversidad total contenida en el tanque.

Para caracterizar la biota asociada, se requiere identificar las regiones dentro de la secuencia
que sean conservadas, que los cebadores sean de cardcter universal, es decir que estén
presentes en un amplio grupo de organismos (phyla, reino, dominio). Ademas de tener bases
de datos disponibles para realizar la comparacién de los resultados obtenidos como las del

NCBI o GreenGenes (Thomas et al., 2012).
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I11. HIPOTESIS
Las caracteristicas morfologicas de Tillandsia grandis le permiten almacenar agua en su

interior creando un fitotelma. Estos cuerpos de agua temporales propician el desarrollo de
diferentes comunidades de microorganismos. Se espera encontrar una alta diversidad de
organismos asociados al tanque de 7. grandis, ademds de encontrar la presencia de

organismos acudticos incapaces de desarrollarse en una zona arida.

Otros organismos asociados al fitotelma son las bacterias, su composicion esta relacionada
con la presencia de materia organica. Se espera encontrar diferencias de la composicion de
la comunidad bacteriana entre bromelias con vegetacion asociada 'y las aisladas en los

acantilados.
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IV. OBJETIVOS
Caracterizar la biota asociada al fitotelma de Tillandsia grandis, aportando informaciéon

basica sobre la composicion de organismos y estructura tréfica del tanque.

Objetivos particulares

1. Determinar la diversidad total de organismos del tanque de Tillandsia grandis.
2. Comparar la composicion bacteriana entre bromelias con vegetacion asociada y
aisladas.

3. Conocer las redes troficas hipotéticas de la biota contenida en el fitotelma
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Colecta de muestra y procesamiento
Se colecto el agua del tanque de 10 individuos de Tillandsia grandis en la temporada de

lluvias de 2018. En visitas previas, durante la temporada de estiaje, no se observé agua en el
en el interior de las bromelias (figura 5). Se seleccionaron las plantas que tuvieran los
siguientes criterios: (1) tamafio mayor a los 50 cm de didametro suponiendo que habria mayor

posibilidad de contener agua y (2) aquellas a las que el acceso fuera mas sencillo.

4 : A »
Figura 5 Contenido del interior del tanque a) Temporada de seca, se observa hojarasca y depdsitos de
materia vegetal y b) Temporada de lluvias, hay presencia de agua formando el fitotelma.

Se establecieron dos puntos de colecta dependiendo de la presencia de vegetacion. Se
muestrearon cinco individuos en acantilados con abundante vegetacion circundante y cinco
con vegetacion escaza o nula (figura 6). Debido a la poca accesibilidad para colectar el agua
de algunas bromelias, se realizaron técnicas de progresion vertical (ascensos y descensos)

con equipo de escalada y rapel para alcanzar a los individuos aislados en las paredes.

26



Figura 6 Puntos de colecta seleccionados de acuerdo a la diferencia de la cobertura vegetal a) y b) presentan
vegetacion escaza o nula. ¢) y d) abundante vegetacion circundante

Utilizando raspadores celulares Nest® se talld el interior del tanque de cada bromelia,
agitando vigorosamente para lograruna mezcla homogénea. Con pipetas serologicas estériles
de 10 ml se colectaron entre 50 y 100 ml del liquido del fitotelma. Se depositaron en tubos
conicos de 50 ml Falcon®. Las muestras se transportaron en hielo seco al laboratorio donde
fueron almacenadas a -79°C hasta su procesamiento. Para prevenir la contaminacién de las
muestras, todo el material utilizado era estéril y se utilizaron guantes y cubre bocas diferentes

al realizar la colecta de cada muestra.

5.2. Extraccion de ADN
Las muestras de las bromelias del acantilado con vegetacion se mezclaron. Se filtraron 200

ml del liquido utilizando una membrana de 0.22 pm de nitrocelulosa Millipore® para cada
100 ml. Las membranas se congelaron y maceraron en nitrogeno liquido, el polvo resultante

se coloco en tres tubos de 1.5 ml para realizar la extraccion de ADN. Se utiliz6 el kit QIAamp
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DNA extraction® utilizando dos métodos diferentes, el de extraccion de sangre y de
extraccion de tejido (cuadro 1). La cantidad y calidad del ADN se evaluaron por
espectrofotometria en NanoDrop®. Se aplicaron las mismas condiciones para las muestras

de bromelias sin vegetacion.

Cuadro 1 Relacidn de las muestras obtenidas de la extraccion de ADN

. . Concentracion Pureza
Membrana Tubo Método Tipo (ng/pl) (A260/A280)
1 S SV 22.6 1.53
1 2 S SV 25.6 1.51
3 S SV 16.7 1.55
4 T SV 30.1 1.42
2 5 T SV 36.9 1.43
6 T SV 47.6 1.42
7 T (0% 31.3 1.72
3 8 T CcvV 19.4 1.81
9 T CcvV 34.1 1.69
10 S (0% 24.5 1.59
4 11 S Cv 31.8 1.48
12 S CV 26.8 1.59

S= Sangre, T= Tejido, SV= Sin vegetaciéon, CV= Con vegetacion

5.3. Eucariotas

5.3.1. Amplificacion del ADN
Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), se

amplificaron regiones conservadas en eucariotas del espaciador transcrito interno (ITS por
sus siglas en inglés) para lograr determinar phyla con cebadores universales descritos por

White et al..1990 (Cuadro 2)

Cuadro 2 Cebadores usados en el proceso de amplificacion del material genético

longitud
Categoria Nombre  Secuencia (pb) Especificidad
18S (forward) ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG 19 Universal
5.8S (reverse) ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 20 Universal
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La PCR se cargd en un volumen final de 25 pl, de los cuales 14 pl fueron de H>O, 0.5 ul de

dNTP’s, 0.5 pul de cada cebador, 1 pl de DMSO, 1 ul de BSA, 1.25 ul de MgClo, 3 ul de

Buffer, 0.25 pl de Taq Platinum y 3 pl de ADN. Las condiciones del termociclador se

muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3 Programa de amplificacion de PCR para ADN de eucariontes

Proceso

Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min
30 Desnaturalizaciéon 95°C 1 min
. Hibridacién 52°C 45 s
ciclos _ :
Extension 72°C 2 min
Extension Final 72°C 5 min

Se corrieron geles de agarosa al 1.2% y se utilizé el equipo Bioanalizer High Sensitivity DNA

assay para observar la presencia y conocer el tamafio de los productos de PCR. A partir del

tamafio de estos fragmentos se pudo determinar el tamafio de Chip y protocolo adecuado para

la secuenciacion (Figura 7).
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Figura 7 Tamaifio calculado de los amplicones obtenido en el Bioanalyzer. Las muestras estan

ennumeradas del 1 al 8. L= Marcador de pesos moleculares.
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5.3.2. Secuenciacion
Una vez obtenidos los amplicones se sigui6 el protocolo de metagendmica para el equipo lon

Torrent PGM que consiste en tres pasos: construccion de librerias, preparacion del templado
y secuenciacion. Para construir las librerias se sigui6 el protocolo del Ion Plus Fragment
library kit. Se determin6 el tamafio de los fragmentos en el Agilent 2100 Bioanalyzer
utilizando el kit High Sensitivity DNA (Agilent). Las librerias se cuantificaron mediante PCR
en tiempo real con el fin de obtener un factor de dilucién equimolar. El templado se prepard
mediante una PCR en emulsion en el sistema Ion One Touch 2 System (Life Technologies)
y se cuantifico por flurorometria en Qubit® 3.0 (Thermo Fisher Scientific). Por ultimo, el
templado se cargd en el chip PGM 318TM utilizando el kit de secuenciacion fragmentos de

400 pares de bases siguiendo el protocolo para la plataforma Ion PGM™ Hi-Q™ View

Sequencing.

5.3.3. Asignacion de categoria taxonomica
Se evalu¢ la calidad de las secuencias con el programa FASTQC. Se filtraron de acuerdo al

valor de calidad Phred>20 (valor de medicion del error en los pares de bases generados por
la secuenciacion >20 es aceptable, empleando el 99% de validez contra 1% de error)
conservando el 85% de estas con el comando fastq quality filter del programa
FASTXTOOLS. En la plataforma CLC Worbench v. 11.01 (QIAGEN Bioinformatics,
Aarhus, Denmark) se seleccionaron las secuencias mayores a 100 pares de bases. En el
moédulo de Microbial Genomics con la aplicacion Metagendmica, se hizo un analisis con base
en amplicones para agrupar las secuencias en Unidades Taxondmicas Operativas (OTU's por
sus siglas en inglés) empleando el 99% de similitud entre ellas. Se eliminaron las lecturas
unicas y las quimeras, posteriormente se busco la identidad de las secuencias mediante

BLAST en la base de datos del NCBI (Altschul ez al., 1990).
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Debido a que el resultado del BLAST solo provee de identificacién a nivel de género y
especie, se utilizo el programa MEGAN Communty Edition V. 6.17.0 para asignar
jerarquicamente a las lecturas en los clados correspondientes de Reino, Filo, Clase, Orden,
Familia y Género. Para esto se cargo el resultado del BLAST utilizando el algoritmo de
asignacion del ancestro en comin mas basal LCA por sus siglas en inglés (Lowest Common
Ancestor). Este enfoque se basa en la taxonomia del NCBI y muestra el resultado como un
arbol filogenético, permitiendo observar la diversidad de grupos taxondmicos de manera
sencilla (Huson et al., 2016). Para corroborar la asignacion taxonomica se utilizé la propuesta
de clasificacion de Plant Systematics para plantas y de Tree of Life para los demas
organismos eucariotas.

Las OTU’s identificadas a nivel de género se utilizaron para definir la diversidad alfa entre
los diferentes grupos de eucariotas. La diversidad alfa indica cuantos géneros Unicos existen
dentro de la muestra. Para determinar el porcentaje de géneros relacionados a cada Reino y
Phylum se realizaron graficas dindmicas utilizando KronaTools. Esta herramienta permite
explorar datos ordenados jerarquicamente haciendo acercamientos dentro de una grafica de

pastel con capas multiples (Ondov ez al., 2011).

5.4 Bacterias

5.4.1 Amplificacion del ADN

Los amplicones de siete regiones hipervariables de la regiéon 16S se obtuvieron mediante
PCR siguiendo el protocolo en el 16S Metagenomics Kit (Thermo Fisher Scientific). Debido
a la corta distancia entre las regiones es necesario amplificar las regiones en dos partes. La
primera incluye las regiones V2, V4 y V8. La segunda amplifica a V3, V6-7 y V9. Los

volumenes utilizados en las PCR fueron de 30 pl, de los cuales 15 pl fueron Environmental
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Master Mix, 3 pl del cebador, 10 pl de H2O y 2 ul de ADN. Las condiciones de amplificacion
se muestran en el cuadro 4. Los amplicones se purificaron con perlas Agencourt® AMPure®

XP.

Cuadro 4 Programa de amplificacion de PCR de ADN de bacterias

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
Desnaturalizacion 95°C 30s
25 ciclos  Hibridacién 58°C 30s
Extension 72°C 20 s
Extension Final 72°C 7 min

5.4.2 Secuenciacion
La secuenciacion se ejecutd con las mismas condiciones que para eucariontes descritas en

el apartado 5.3.2.

5.4.3 Asignacion de categoria taxonomica
La asignacion taxondmica se llevo a cabo dentro de la plataforma de Ion Reporter™. Se

disefid un flujo de trabajo para analizar los resultados de la secuenciacion, utilizando la
aplicacion de metagendmica para grupos multiples y teniendo como referencia la base de
datos de Greengenes v13.5. Se identificaron los cebadores utilizados en la amplificacion y se
defini6 el minimo de longitud de las secuencias en 100 pb. El porcentaje de cobertura de cada
secuencia para ser asignado a nivel de familia, género y especie se mantuvo con valores

predeterminados.

5.4.4 Analisis de la composicion de la diversidad bacteriana
Se realizaron graficas dinamicas utilizando KronaTools para ordenar jerdrquicamente a las

familias de bacterias por cada sitio. También se elabord una grafica de la diversidad alfa de
comunidad bacteriana presente en el fitotelma. Con la finalidad de conocer si la deposicion

de materia vegetal influye sobre la composicidn de la comunidad bacteriana, se compararon
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ambos sitios de colecta. Se elaboraron tablas de presencia y ausencia de los diferentes érdenes
taxondmicos. Con el paquete estadistico R v3.6.1 se compard la diversidad de ambos sitios
mediante el indice de Serensen y se elabord un diagrama de Venn para representar los

diferentes grupos compartidos y excluyentes.

5.5 Red trofica
Para construir la red trofica hipotética dentro del tanque de 7. grandis se determino la funcién

ecologica de cada género de eucariotas encontrados. Se designaron cinco -categorias:
descomponedores, depredadores acuaticos, depredadores de superficie, fotosintéticos y
detritus. Los organismos descomponedores estdn conformados por hongos saprobios y
degradadores de materia vegetal. Los depredadores se dividieron en acuéticos y de superficie.
Acuaticos son aquellos organismos que se encuentran en la columna de agua del tanque y
que se alimentan principalmente de algas y bacterias. En cambio, los de superficie, son
organismos que no se desplazan por toda la columna de agua, sino que estan restringidos a
la parte mas externa del tanque y.que se alimentan de protistas, bacterias y algas. Los
organismos fotosintéticos son aquellos que requieren de la luz del sol y sirven como alimento
de los depredadores. Por tltimo, los organismos dentro de la categoria detritus, son plantas
que conforman la hojarasca y materia vegetal en descomposicion, sirviendo como recurso

principal de la red tréfica.

5.6 Determinacion de la Flora de la localidad
Con el fin de conocer la flora presente en el Cafion de las Adjuntas, se realizd un inventario

floristico para identificar la vegetacidon asociada a los acantilados y determinar los géneros
de plantas dentro del cafion. Estas representan la principal fuente de recursos dentro del

tanque. Las plantas se colectaron, depositaron y determinaron en el herbario QMEX.
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VI. RESULTADOS

6.1 Cantidad de lecturas obtenidas
Todas las plantas muestreadas presentaron agua en el interior del tanque. El volumen de

liquido extraido varid entre 50 y 150 ml. Para eucariotas solo se secuenci6 el ADN de los
individuos del sitio con vegetacion asociada, para bacterias se secuenciaron ambos sitios. Se
obtuvieron un total de 8, 687,834 lecturas de las cuales 3, 276,538 corresponden a eucariotas
y 5,411,296 a bacterias. Después del filtrado por calidad y tamafio, el nimero total de lecturas
estd representado en el cuadro 5, asi como el nimero total de Unidades Taxondmicas

Operativas (OTU's por sus siglas en inglés) identificadas para cada dominio.

Cuadro 5 Relacion de las lecturas y cantidad de OTU's totales por dominio

Filtrados Eucariotas Bacterias
Phred >20 1,284,998 1,499,606
>100 pares de bases 1,203,712 N/A
OTU’s 23,948 208,306

6.2 Diversidad de eucariotas
La comunidad de eucariotas dentro del tanque de Tillandsia grandis esta conformada por 452

géneros que corresponden a 24 phyla diferentes. La composicion del tanque estd dominada
por el reino Fungi el cual es el mejor representado con el 79% de los géneros identificados
pertenecientes a los phyla Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Mucoromycota y Zoopagomycota. El 21% restante esta representado por los phyla
Apicomplexa, Ciliophora, Dinoflagellata, Apusozoa, Myxomycota, Cercozoa,

Hyphochytriomycota, = Ochrophyta, = Metamonada, = Heterolobosea, = Arthropoda,
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Platyhelminthes, Bacillariophyta, Oomycota, Bryophyta, Chlorophyta, Charophyta y

Tracheophyta. El porcentaje correspondiente a cada phyla se muestra en la figura 8.

£
3

3

16 more

Amoebozoa 0.7% .

Excavata 0.4% .

Figura 8 Composicion de eucariotas del tanque de Tillandsia grandis. Se muestra el porcentaje de géneros para cada phyla. Las

secuencias analizadas muestran que el mayor porcentaje de los organismos habitantes del tanque pertenecen al reino Fungi.
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Figura 9. Géneros representativos para cada phylum de eucariotas. a) Apicomplexa: Plasmodium, b) Ciliophora:
Neobalantidium, c) Dinoflagellata: Colponema, d) Apusozoa: Breviatea, €¢) Myxomycota: Enfomophthoraceae, f)
Cercozoa: Paracercomonas, g) Hyphochytriomycota: Hyphochytrium, h) Chrophyta: Nannochloropsis, 1)
Metamonada: Giardia, j) Heterolobosea: Tetramitus, k) Ascomycota: Podosphaera, 1) Basidiomycota: Hannaella, m)
Chytridiomycota, n) Glomeromycota: Glomus, 0) Mucoromycota: Mucor, p) Bacillariophyta: Navicula,q)
Zoopagomycota: Ramicandelaber, 1) Arthropoda: Stilbum, s) Arthropoda: Agriocnemis, t) Platyhelminthes:
Spirometra, u) Oomycota: Pythium, v) Bryophyta: Fontinalis, w) Chlorophyta: Chlorococcum, x) Charophyta;
Staurastrum, y) Tracheophyta: Hauya. Imagenes tomadas de Tree of Life Web Project, 2019.



La acumulacién de materia vegetal representa una gran cantidad de volumen dentro del
tanque (figura 5a), impidiendo el paso de la luz hacia el interior, a pesar de esto, se
encontraron 16 géneros de organismos fotosintéticos de los phyla Chlorophyta, Charophyta,
Ochrophyta y Bacillariophyta, los cuales junto con los phyla Ciliophora, Dinoflagellata,
Metamonada, Cercozoa y Heterolobosea son considerados protistas, un grupo artificial que
no pertenece a ningun sistema de clasificacion actual, para este grupo se identificaron 31

géneros, de diferentes reinos.

Dentro de los géneros de protistas encontrados cuatro resaltan por ser de importancia médica
en humanos; Plasmodium (Apicomplexa) causante del paludismo, Giardia (Metamonada)
causante de giardiasis, Neobalantidium (Cilliophora) -causa balantidiosis y Spirometra
(Plathelmyntes) causante de esparganosis. Se identificaron tres géneros de la division
Bryophyta, uno de ellos, Fontinalis corresponde a musgos acudaticos. Dentro de los géneros
de Arthropoda dos corresponden a -odonatos Agriocnemis e Ischnura y uno a un

hymenoptero, Stilbum (Figura 9).

Para el phylum Tracheophyta se lograron identificar 43 géneros, los cuales se observan en
el cuadro 6. Debido su posicion en las laderas del caiidn, los individuos de 7. grandis estan
expuestos a la caida de hojarasca, misma que queda atrapada en el interior del tanque
(figura 6¢ y d). Esta hojarasca comprende a las plantas vasculares, siendo el segundo grupo
mejor representado con el 9.5% de los géneros identificados. El listado completo de

géneros identificados se observa en el Anexo 1
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Cuadro 6 Flora asociada a los acantilados del Cafion de las Adjuntas. Los géneros del detritus fueron
identificados mediante extraccion de ADN. La flora del inventario floristico se realizdo mediante colecta de
ejemplares e identificacion en el herbario.

Detritus Inventario Floristico
Familia Género Familia Género
Amaryllidaceae Allium Amaryllidaceae Zephyranthes
Annonaceae Annona Apocynaceae Asclepias
Arecaceae Chamaeropsis Vallesia
Asparagaceae Agave Asparagaceae Dasylirion
Furcraea Yucca
Asteraceae Calyptocarpus Asteraceae Cirsium
Fleischmannia Boraginaceae Cordia
Bignoniaceae Pithecoctenium Bromeliaceae Hechtia
Spathodea Tillandsia
Stereospermum Burseraceae Bursera
Cannabaceae Trema Cactaceae Coryphantha
Cucurbitaceae Cucumis Cylindropuntia
Dioscoreaceae Dioscorea Echinocactus
Euphorbiaceae Acalypha Mammillaria
Fabaceae Calliandra Opuntia
Medicago Stenocereus
Iridaceae Cardiostigma Strombocactus
Gelasine Cannabaceae Celtis
Rigidella Capparaceae Capparis
Lamiaceae Leonurus Convolvulaceae Ipomoea
Tectona Crassulaceae Echeveria
Malvaceae Reevesia Euphorbiaceae Acalypha
Menyanthaceae Nymphoides Cnidoscolus
Musaceae Musa Jatropha
Oleaceae Fraxinus Fabaceae Acacia
Onagraceae Hauya Bauhinia
Passifloraceae Passiflora Mimosa
Paulowniaceae Paulownia Pithecellobium
Persicariaceae Persicaria Prosopis
Platanaceae Platanus Fouquieriaceae Fouquieria
Poaceae Arundinaria Gentianaceae Eustoma
Cenchrus Lythraceae Heimia
Cynodon Malpighiaceae Mascagnia
Eragrostis Onagraceae Hauya
Polygonaceae Polygonum Platanaceae Platanus
Rutaceae Citrus Primulaceae Samolus
Sapindaceae Urvillea Rhamnaceae Karwinskia
Selaginellaceae Selaginella Salicaceae Neopringlea
Solanaceae Physalis Sapindaceae Sapindus
Solanum Serjania
Withania Selaginellaceae Selaginella
Urticaceae Urera Solanaceae Nicotiana
Vitaceae Tetrastigma Physalis
Zygophylllaceae  Morkillia
Total 30 43 27
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6.3 Diversidad de bacterias
Al analizar los datos combinados de las bromelias con vegetacidon y sin vegetacion para el

dominio Bacteria, se encontraron 23 phyla, 52 clases, 98 ordenes y 218 familias y 297
géneros. Tres phyla comprenden el mayor porcentaje de la comunidad bacteriana,
Proteobacteria representa el 37%, Actinobacteria 19% y Firmicutes el 15%. El 29% restante
lo contienen los phyla Acidobacteria, Aquifica, Armatimonadetes, Bacteroidetes,
Chlamydiae, Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Fusobacteria,
Gemmatimonadetes, Ignavibacteriae, = Lentisphaerae, = Nitrospinae,  ~ Nitrospirae,
Planctomycetes, Spirochaetes, Synergistetes, Tenericutes y Verrucomicrobia. El porcentaje

correspondiente a cada phyla se muestra en la figura 10.
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Desulfurobacteriaceae

Chiorobiaceae

Fusobacteriaceae

Gemmatimonadaceae

Victivallaceae

Nitrospinaceae

| L - Synergistaceae

Figura 10 Distribucion taxondmica de bacterias contenidas dentro del tanque de 7Tillandsia grandis. Proteobacteria,
Actinobacteria y Firmicutes representan el 71% del total de familias identificadas.
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6.3.1 Diferencias en la composicion de bacterias de bromelias en laderas con
vegetacion y sin vegetacion.

Dados los puntos de colecta establecidos, se lograron identificar para el sitio con vegetacion
19 phyla, 41 clases, 83 ordenes y 179 familias. Para el sitio sin vegetacion, 20 phyla, 44
clases, 87 6rdenes, y 188 familias. La diversidad de cada sitio se puede observar en las figuras

11y 12. Al comparar tomando en cuenta los diferentes drdenes con el indice de Serensen, se

tiene 84.7% de similitud entre los sitios.
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Bacterias Sitio 1

Acidobacteriales
——— Desulfurobacteriales

Gemmatimonadales
Ignavibacteriales

Victivaliales

Nitrospinales
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Synergistaceae

Figura 12 Relacion de la composicion bacteriana del tanque de Tillandsia grandis ubicadas en los acantilados sin vegetacion. Se
identificaron 20 phyla, 44 clases, 87 6rdenes, y 188 familias
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De los 98 o6rdenes encontrados en la diversidad total del fitotelma de Tillandsia grandis 72
son compartidos por ambos sitios. Para el sitio donde 7. grandis se encuentra aislada se
encontraron 87, mientras que el sitio que presenta cobertura vegetal contiene 83 érdenes. Los
ordenes no compartidos se muestran en la figura 13. Los érdenes con mayor niimero de

familias para ambos sitios se muestran en la figura 14.

Sin vegetacion Con vegetaciéon

Acanthopleuribacterales \‘\ /
Holophagales | [
Solibacterales " I Df:lnococcales
Thermolithobacterales | ’ N}trf)somonadales
Fusobacteriales Victivallales
Armatimonadales | N ‘} Pasteurellales
Brocadiales | N /f Mycoplasmatales
Chlorobiales \/\ 15 72 \ b Snethlellales
Saprospirales [ .Q \\ Arenicellales
Bifidobacteriales / \ \

Erysipelotrichales
Chthonomonadales
Methylophilales | @
Nautiliales ‘f A '\.
Synergistales | \‘\
/ AN
Figura 13 Diagrama de Venn donde se muestran los 6rdenes unicos dentro de cada sitio y los compartidos.

Chloroflexales
‘ | Thermales
|  Ardenticatenales

\ Desulfurobacteriales

Actinomycetales
Rhizobiales
Clostridiales
Myxococcales

Bacillales

Ordenes

Burkholderiales
Lactobacillales

Chlamydiales

I Con vegetacion

Bacteroidales Sin Vegetacién

0 L] 10 15 20 25 30

Numero de Familias

Figura 14. Ordenes presentes en ambos sitios con el mayor nimero de familias registradas. Se muestran 10
de los 98 presentes en la diversidad total de bacterias del tanque de Tillandsia grandis.
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6.4 Estructura trofica del tanque de Tillandsia grandis
En la figura 15 se puede observar el porcentaje de géneros para cada funcidn ecologica de

eucariotas. El 78% de los organismos encontrados son descomponedores, y cerca del 8%
cumplen con alguna funcién de depredacion, el grupo de los organismos fotosintéticos es el
que esta menormente representado con el 3.7%, el porcentaje restante corresponde a géneros

de plantas vasculares que forman el detritus.

100 ~

80 ~

60 -

40 -

Porcentaje de géneros

20 ~

Figura 15 Porcentaje de géneros asociados a alguna funcion ecoldgica dentro del tanque de Tillandsia grandis.
El mayor porcentaje de estos organismos corresponde al grupo de los Descomponedores, seguido del detritus
de materia vegetal en el fondo del tanque.
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Como se observa en la figura 15, el mayor porcentaje de los organismos eucariotas presentes
en el tanque 7. grandis cumplen con la funcion de descomposicidon. Al identificar la funcion
ecoldgica de cada género, se realizd una red trofica hipotética dentro del fitotelma (figura
16). Esta red esta integrada por todos los phyla eucariotas y los tres phyla que comprenden

el mayor porcentaje de bacterias.

/Depredador de superficie
* Platyhelminthes
* Artrhopoda
* Hymenoptera
L *  (Odonata

Micro-depredador 4 Depredadores acuiticos
e (Cercozoa * Chytridiomycota
+  Apusozoa ¢ Zoopagomycota
«  Apicomplexa * Heterolobosea
\.> Metamonada
N 4 2
Filtradores Fotosintéticos
* Bacillariophyta * Charophyta
* Ciliophora » Chlorophyta
* Dinoflagellata *  Ochrophyta
/Micro-descomponedores # Macro-descomponedores )
* Proteobacteria * Ascomycota
¢ Actinobacteria * Basidiomycota
\.* Acidobacteria *  Myxomycota Y,
: A :
RECURSOS
Tracheophyta Bryophyta

AN J

Figura 16 Red trofica hipotética para el fitotelma de Tillandsia grandis. La direccion de las flechas indica el
flujo de energia de un nivel a otro. Son los recursos la fuente principal de nutrientes y los depredadores de
superficie los depredadores tope del ecosistema.

En la red tréfica de Tillandsia grandis la categoria de recursos esta conformada por los phyla
Tracheophyta y Bryophyta representando la materia vegetal en descomposicidn, la cual es

utilizada por los micro-descomponedores, macro-descomponedores y organismos filtradores.
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Los phyla de Cercozoa, Apusozoa y Apicomplexa son considerados micro-depredadores al
ser consumidores de algunos organismos fotosintéticos, filtradores y micro-
descomponedores. Los organismos filtradores (Bacillariophyta, Ciliophora y Dinoflagellata)
degradan la materia vegetal y estos a su vez son consumidos por los depredadores acuaticos
y de superficie. Los depredadores acudticos conformados por algunos hongos
(Chytridiomycota y Zoopagomycota) y excavados (Heterolobosea y Metamonada) pueden
utilizar a los organismos filtradores, fotosintéticos y macro-descomponedores como recurso.
Los artropodos y platelmintos estan en la categoria superior de la red, pero estos pasaran a
formar parte de los recursos del tanque, siendo sus esqueletos o heces depositados en el

fitotelma los que contribuyan al ciclado de nutrientes en este microecosistema.
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VII. DISCUSION

7.1 Relacion de lecturas generadas
La cantidad de lecturas obtenidas en este trabajo concuerda con estudios similares de

metagendémica donde después de filtrar por calidad y tamafio se conserva menos del 30% de
los datos (Mysara ef al., 2017; Rute et al., 2016). Esto sucede ya que durante las técnicas de
amplificaciéon del ADN los cebadores pueden unirse entre si, formando secuencias que no
corresponden a un organismo y porque se eliminaron las quimeras y lecturas unicas. Para
eucariotas se seleccionaron secuencias cuya longitud fuera mayor a 100 pares de bases debido
al tamafo de los cebadores que miden de 39 pb y al tamafio de las ampliaciones que iban

desde 100 hasta 400 pb.

El nimero de Unidades Taxondmicas Operativas es mucho mayor que la cantidad de géneros
y familias identificados, esto es porque muchas veces mas de una OTU corresponde al mismo

género, o a diferentes especies, variedades, etc. (Mysara et al., 2017).

7.2 Composicion de la comunidad eucariota de Tillandsia grandis
La abundancia de hongos en el tanque de 7. grandis esta ligada a su funcion dentro de las

redes trdficas, ya que los hongos son el grupo de organismos mdas importante en la
degradacion, descomposicion y reciclado de nutrientes a partir de materia vegetal en suelos
de bosques, ecosistemas acuaticos e incluso en el fitotelma (Costa & Gusmao, 2015; Grossart

et al., 2019; Grothjan & Young, 2019).

Los hongos llevan a cabo multiples funciones dentro de la red de interacciones en ambientes
acuaticos, propiciando relaciones antagonistas y simbioticas con los miembros de la
comunidad acudtica. Pueden ser depredadores/parasitos o presas de protistas heterdtros.

Algunos pueden utilizar materia organica como polen o carcasas de zooplancton
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(Zoopagomycota, Chytridiomycota). El papel de estos organismos en la descomposicion de
materia vegetal lo cual mejora la calidad del detritus para los detritivoros, degradando
mediante acciones enzimaticas polisacaridos vegetales en monosacaridos que son facilmente
digeridos por los microorganismos (Krauss et al, 2011). Trabajos que detallen las
interacciones de hongos y protistas sobre la transformacion de materia vegetal son escasos.
Se desconocen las relaciones simbidticas y son dificiles de estudiar debido a la escala

microscopica en que ocurren (Grossart et al., 2019).

Dentro del tanque de 7. grandis se encontraron los mismos géneros que Gomes et al., (2015)
describen con actividades enzimaticas especificas para la degradacion de materia vegetal
(Cryptococcus, Candida 'y Aureobasidium), sugiriendo que las reacciones de degradacion por
estos organismos son frecuentes en el fitotelma de bromelias. Comparado con este trabajo,
dentro del fitotelma de 7. grandis mediante metagendmica, se logrd identificar 10 veces mas

géneros de hongos asociados al tanque.

En total se identificaron 31 géneros de protistas. La presencia de nutricion mixotrofica en
algunos grupos de estos organismos les permite obtener energia de manera fotdtrofa y
heter6trofa dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentren (Jones,
2000). La comunidad de protistas dependera de la relacion de las fuentes de energia
disponibles. En ambientes acuaticos donde hay mayor disponibilidad de luz y pocas
cantidades de carbono orgédnico disuelto (COD), existe una mejor representacion de
organismos fotosintéticos. Sin embargo cuando la disponibilidad de luz es limitante y la
cantidad de COD es mayor, se favorece el desarrollo de organismos heterdtrofos (Jones,

2000); dichas condiciones se presentan en el tanque de 7. grandis.
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El desarrollo de protistas fotosintéticos se ve poco favorecido, ya que aunado a la falta de
luz, el incremento de la comunidad bacteriana provoca la competencia entre estos dos grupos
por algunos elementos organicos como el fosforo (Brouard et al., 2012). La luz facilita el
crecimiento de algas afectando la composicion de la comunidad microbiana, el tanque de 7.
grandis al estar cubierto de materia vegetal, no permite el paso de luz, creando una ventaja
para el crecimiento de hongos y otros organismos descomponedores (Grossart et al., 2019a;
Kitching, 2000). Los organismos heterdtrofos complementan su nutricion con la ingesta de
bacterias presentes en el tanque las cuales brindan nutrientes necesarios para permitir su

crecimiento en el fitotelma (Jones, 2000).

La composiciéon de la comunidad eucariota identificada a través de ADN ambiental
comparada con estudios descriptivos en el fitotelma, no corresponde con los resultados
obtenidos. Mediante ADN ambiental se ha registrado la presencia de anfibios (Brozio et al.,
2017) y ciliados (Simao et al., 2017). Mediante observacion directa y colecta de muestras se
han identificado diferentes grupos de invertebrados como dipteros, odonatos, oligoquetos,
ostracodos, coledpteros, copépodos, pseudoescorpiones, escorpiones, isdpodos, lepidopteros,
hemipteros, homopteros, ortopteros y aracnidos (Marino, Srivastava, & Farjalla, 2013; Tres
et al., 2012). Para los trabajos de ADN ambiental donde identificaron anfibios y ciliados,
utilizaron cebadores especificos para esos faxa en particular, ademds de que ambos trabajos
fueron realizados en zonas con mayor humedad y disponibilidad de agua. A pesar de no haber
encontrado tantos grupos de artropodos como se podria esperar en un estudio de muestreo

manual, se lograron identificar 2 géneros de libélulas y uno de avispas.

Segtin el trabajo de Brouard e al., 2012 en un bosque lluvioso en la Guayana Francesa, la

poca disponibilidad de luz afecta la composicidon de la comunidad bidtica de las bromelias
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tanque. Segun sus resultados, las bromelias expuestas a la luz de sol directamente en las copas
de los arboles, contenian una mayor incidencia de algas, rotiferos y artrépodos que aquellas
bromelias con cobertura vegetal en el sotobosque que limitaba el paso de la luz. Estos autores
detectan un incremento en organismos mixotroficos y hongos dentro de las bromelias en
sitios con sombra. Dado el lugar donde se realiz6 este trabajo comparado con la zona arida
donde se encuentra 7. grandis es de esperarse una menor concentracion de organismos,
debido a la cantidad de agua disponible. En el Caiidén de las Adjuntas la precipitacion anual
es de 391 mm por afio, el fitotelma existe inicamente durante el periodo de lluvias de mayo
a junio (INAFED, 2012). En la Guayana Francesa la precipitacion anual es de 3000 mm y
las lluvias son mas comunes con 280 dias de lluvia, condiciones que permiten una mayor

duracion del fitotelma (Brouard ef al., 2012).

A pesar de la aridez caracteristica de la zona, haber encontrado secuencias asociadas a
Plasmodium, que es un parasito causante de enfermedades en humanos y cuyo vector
principal son los mosquitos del género Aedes, indica que en alglin momento de la duracion
del fitotelma de 7. grandis el mosquito tiene contacto con el agua, completando asi el ciclo

de vida del parasito (Williams, 2007).

En cuanto a la presencia de metazoarios, solo se encontraron tres géneros de invertebrados y
ningun vertebrado fue identificado en las secuencias obtenidas. Mogi (2004) atribuye la falta
de vertebrados como una caracteristica de las comunidades fitotelmaticas, a excepcidon de

renacuajos en algunas bromelias de bosques 1luviosos.
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La poca representatividad de otros grupos de organismos podria deberse, ademas de las
condiciones limitantes de la zona, a que los cebadores ITS se desarrollaron para identificar
hongos (White et al,, 1990). Otra desventaja es que las bases de datos de ADN han ido
incrementando con secuencias sin que se genere informacidn morfoldgica o funcional
asociadas a ellas, por lo que la secuencia obtenida no esta ligada al organismo que pertenece
(Grossart et al., 2019). De las 23948 OTU's agrupadas, 762 no fueron identificadas, lo cual
indica que no se sabe a qué organismo pertenecen o que tal vez esa secuencia atin no ha sido
identificada en las bases de datos del NCBI. El uso del cddigo de barras y la secuenciacion
de organismos es nuevo, se requiere de mas estudios que lleven a cabo técnicas de
identificacion molecular y curaciones de bases de datos para tener certeza cuando se utilicen

métodos como la metagendmica para caracterizar la biota de un lugar.

7.3 Composicion de la comunidad de bacterias de Tillandsia grandis
La composicidn bacteriana dentro del fitotelma esta dominada por los phyla Proteobacteria

y Actinobacteria, estos resultados son similares a estudios de metagenomica en el fifotelma
de plantas carnivoras de jarroy bromelias tanque, donde dichos grupos son los que estan
mejor representados y los phyla de Firmicutes y Bacteroidetes son comunes (Giongo ef al.,
2019; Grothjan & Young, 2019; Rodriguez-Nuiiez et al., 2018). De las 218 familias
identificadas, solo 106 tuvieron algiin género asociado, las familias restantes no presentan
una clasificacion inferior, debido a la magnitud del grupo de bacterias y a la poca informacion

genética existente para ellas.

El trabajo realizado por Louca ef al., (2016), caracteriza la funcionalidad de la comunidad
bacteriana dentro del fitotelma de bromelias tanque y encuentran que la principal funcién de

las bacterias es la degradacion de compuestos organicos complejos a partir de la materia
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organica capturada dentro de la bromelia. La mayor parte de los organismos que se
encuentran dentro del phylum Actinobacteria son sapréfitos importantes que participan
activamente en el proceso de descomposicion, siendo capaces de degradar un amplio espectro
de restos de plantas y animales (Zhang et al., 2017). Este grupo también se caracteriza por
crecer en ambientes hostiles o contaminados y pueden ser aisladas de ambientes terrestres'y

acuaticos (Rosenberg et al., 2014).

En estudios realizados para caracterizar la biota de suelos, los phyla con mayor abundancia
son Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes, lo cual coincide con los resultados
encontrados en el tanque de 7. grandis. El grupo de las Proteobacterias ha sido reconocido
como el grupo dominante en la composicion de la comunidad microbiana de suelos y del
fitotelma de bromelias. Dichos resultados indican que, dentro del tanque de 7. grandis, se
lleva a cabo un proceso de reciclado de nutrientes que sirve como recurso para la biota

asociada y la planta misma (Zhang et al., 2017).

7.4 Diferencias en la comunidad bacteriana de Tillandsia grandis en acantilados con
vegetacion asociada y sin vegetacion
La composicién bacteriana no muestra una diferencia significativa entre sitios. Segun el

indice de Serensen existe un 84% de similitud entre ambas laderas. El 16% de lo que no es
compartido por los sitios corresponde a drdenes unicos contenidos en cada fitotelma. En la
comunidad bacteriana del fitotelma en laderas con vegetacidon se observan ordenes como:
Thermales, representado por la familia Thermaceae, bacterias que resisten altas temperaturas
y.condiciones de pH acido (Da Costa ef al., 2006) ; Deinococcales representados por el
género Deinococcus, bacterias resistentes a altos niveles de radiacion (Cox & Battista, 2005);
Nitrosomonadales, presentes en ambientes acudticos con una gran cantidad de materia

orgdnica encargadas de llevar acabo procesos de nitrificacion (Ye et al, 2011);
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Mycoplasmatales, comprende bacterias que pueden ser patdgenas para animales incluyendo
al humano, que son capaces de fermentar glucosa e hidrolizar compuestos nitrogenados
ademds de crecer en lugares anaerobicos (Razin, 2006); Desulfurobacteriales, son
organismos anaerobicos, quimilitétrofos, que utilizan hidrégeno y nitratos como su principal

fuente de energia en ambientes con pH 4cido (Gupta & Lali, 2013).

Los drdenes presentes unicamente en el fitotelma de bromelias sin vegetacion destacan:
Chlorobiales, microorganismos que solo existen en ambientes acuaticos con luz y
sedimentos, su papel es la transformacién de compuestos de carbono y azufre (Bacter, 2006);
Saprospirales, bacterias acudticas que crecen en ambientes con disponibilidad de luz y estan
frecuentemente asociadas a cianobacterias y algas (Reichenbach, 2006); Erysipelotrichales,
son quimioorgandtrofos con metabolismo aerdbico y  fermentadores facultativos
(Stackebrandt et al,, 2006); Methylophiliales, bacterias que crecen en ambientes con poco
carbono organico disuelto, utilizando CO; como fuente principal de energia (Lidstrom,
2006); Fusobacteriales, presentes en ambientes con poca disponibilidad de oxigeno, utilizan
carbohidratos como principal fuente de energia (Ingar, 2014); Brocadiales, microorganismos
quimilitotrofos realizando la oxidacion del amonio (NH4") y nitritos (NO,) para formar gas
nitrégeno (N2) de forma muy eficaz en el ciclo del nitrégeno (Noha &Elshahed, 2014);
Nautiliales, quimioautotrofos que tienen la habilidad crecer anaerdbicamente utilizando H»
como fuente de energia participando activamente en el ciclo del hidrogeno y nitrégeno
(Nakagawa & Takai, 2014); Armatimonadales y Chthonomonadales constituyen ordenes de
bacterias presentes en sedimento y cuerpos de agua dulce, se encuentran con mayor

abundancia en areas dominadas por bacterias o eucariotas fotosintéticos, por lo que se les
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adjudica un papel de recolectores de los productos desechados por estos organismos (Lee et

al., 2014).

Los érdenes no compartidos entre las muestras con y sin vegetacion, dan un panorama sobre
las condiciones fisicoquimicas del fitotelma en cada sitio. Por un lado aquellas bromelias
expuestas en las paredes del cafién exhiben 6rdenes asociados a organismos fotosintéticos,
poca disponibilidad de carbono y oxigeno, y que pueden ser autdtrofos utilizando compuestos
nitrogenados inorganicos asi como compuestos de azufre depositados por los sedimentos de
las laderas. La comunidad bacteriana del fitotelma de bromelias con cobertura vegetal
presenta ordenes cuyo habitat debe tener un pH 4cido y contener altos niveles de nutrientes

como compuestos de carbono y nitrégeno organico.

En la figura 13 se observan los 6rdenes con mayor numero de familias para cada sitio, siendo
los Actinomycetales y Rhizobiales los que tienen la mayor cantidad de familias. Estos dos
ordenes actiian como degradadores de materia vegetal e incluso presentan géneros que tienen
relaciones simbidticas con plantas (Sreptomyces, Rhizobium, etc), lo cual justifica su
presencia en el fitotelma de Tillandsia grandis, ayudando como degradadores y simbiontes
de la planta, fomentando su crecimiento, asi como el mantenimiento del ecosistema formado

en el interior de la bromelia.

7.5 Estructura trofica del tanque de Tillandsia grandis
En las bromelias tanque, el detritus es la principal fuente de nutrientes para la red trofica. Los

depredadores acuaticos procesan la hojarasca produciendo particulas pequefias de materia
organica, incluyendo desechos de los mismos organismos. Estas particulas son almacenadas
en el fitotelma donde serdn procesadas por los invertebrados y protistas filtradores. Los

organismos muertos, heces y hojarasca que quedan en la base del tanque son utilizados por
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bacterias y otros microorganismos como los hongos, para asimilar nutrientes (Brouard et al.,
2012). En la figura 4 se observan redes troficas descritas para bromelias. A partir de los datos
obtenidos en este trabajo de la biota asociada a Tillandsia grandis se propone una red trofica
mas completa, utilizando los grupos taxondmicos al nivel de phyla divididos en ocho
categorias. Al comparar los diagramas de Mogi (2004) y Brouard et al. (2011) ‘con el
diagrama resultante para 7. grandis hay, al menos 2 categorias mas dentro de las funciones
ecoldgicas, y un mayor numero de organismos para cada una. Brouard et al. reconocen como
recursos a la materia orgdnica, sin embargo no mencionan que organismos son los que
aportan dicha materia. En los esquemas troficos la categoria de depredadores de superficie
estd integrada por insectos,Brouard ef al. incluyen a la familia de odonatos Coenagrionidae,
misma familia a la que pertenecen los 2 géneros de libélulas identificados en 7. grandis
(Ischnura y Agriocnemis), para la categoria de filtradores en ambas las redes de Brouard et
al. (2011) y la propuesta para 7. grandis se identificaron grupos de ciliados. Para los
microorganismos heterotroficos descomponedores los autores no identificaron a nivel de
familia o género, se limitan en denominarlos bacterias y hongos. En Tillandsia grandis los
microorganismos descomponedores corresponden a bacterias de los phyla Proteobacteria,
Actinobacteria, Acidobacteria, y hongos de los phyla Ascomycota, Basidiomycota y

Myxomycota.
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VIII. CONCLUSIONES

La composicion de la biota del fitotelma de Tillandsia grandis esta representada por 452
géneros de eucariotas y 218 familias de bacterias. Los eucariotas estan constituidos
principalmente por hongos, para los cuales se identificaron 359 géneros, mientras que hay 44
géneros de plantas vasculares, 31 protistas, 13 algas verdes y 4 metazoarios. En cuanto a la
funcién ecolédgica dentro del tanque, la mayor parte de los organismos son descomponedores
(79%), seguido por organismos con alguna funcion de depredacion (8%), y solo una pequefia
porcion es fotosintético (3.7%). Para el dominio Bacteria, tres phyla comprenden el 71% de
las familias de bacterias identificadas: Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes. A pesar
de haber utilizado cebadores de siete regiones hipervariables, solo 106 familias de las 218

estan asociados a géneros, las restantes solo estan identificadas a familia.

La diversidad encontrada dentro del fitotelma de Tillandsia grandis superd nuestras
expectativas, tener 452 géneros de eucariotas y 297 de bacterias contenidos en un cuerpo de
agua tan pequefio habla sobre la plasticidad que presentan los organismos habitantes del
tanque, al estar adaptados a condiciones de sequias prolongadas y poder desarrollarse durante

la corta temporalidad del fitotelma.

Dentro de la zona de estudio, las caracteristicas fisicas de dos poblaciones de 7. grandis son
contrastantes, la presencia de vegetacion asociada. Por un lado, una ladera exhibe una mayor
exposicion y nula vegetacidn circundante, por lo que aqui se esperaba encontrar una mejor
representacion de organismos fotosintéticos. Cuando la exposicion a la luz del sol no se ve
afectada por la cobertura vegetal, se observa la presencia de bacterias asociadas a eucariotas
fotosintéticos, e incluso grupos de bacterias autdtrofas que obtienen sus nutrientes a partir de

sedimentos o elementos depositados por el aire hacia el interior del tanque. Cuando la
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vegetacidn circundante cubre a la bromelia, los microorganismos encontrados se caracterizan
por desarrollarse en lugares con altas concentraciones de materia orgéanica, obteniendo
energia a partir de su degradacion. Con estas caracteristicas, el fitotelma de 7. grandis esta
conformado principalmente por hongos y bacterias con enzimas especializadas en la

degradacion de material vegetal.

Dadas las diferencias en los ordenes tinicos de bacterias para cada sitio, se puede suponer
que, cuando el fitotelma esta descubierto, la biota en su mayoria sera autotrofa, llegando a
utilizar la deposicion de sedimentos de la ladera (quimio autotrofos) y la luz solar (fototrofos)

para realizar sus funciones metabolicas.

Es mas sencillo conocer la diversidad de organismos dentro del tanque de Tillandsia grandis
que comprender las asociaciones entre los organismos que lo habitan. Esta red hipotética
formada a partir de los datos obtenidos es una representacion de las interacciones que se
llevan a cabo dentro del tanque por sus habitantes. Todos los organismos procariotas llevan
a cabo funciones de descomposicion de materia organica, siendo los eucariotas los que llevan
a cabo funciones diferentes en las redes troficas del fitotelma. La cantidad de materia
organica observada in sifu durante la temporada de estiaje comprende al segundo grupo mejor
representado, las plantas vasculares. Esta materia vegetal es la principal fuente de recursos

para toda la comunidad bidtica del fitotelma.

A pesar de que los cebadores ITS utilizados para amplificar el ADN ambiental no son
empleados con frecuencia en otros grupos taxondmicos ademas de los hongos, al identificar
todas las OTU’s, se encontraron géneros pertenecientes a ocho grandes grupos taxondmicos:
Alveolata, Amoebozoa, Excavata, Fungi, Metazoa, Plantae, Rhizaria y Stramenopiles. Solo
el 3.2% de OTU’s no fue identificado, pero conforme los trabajos de identificacién y
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descripciones moleculares incrementen, es posible que mas adelante se puedan asociar estas

secuencias a algiin organismo.

Para emplear la metagendmica, se debe de tener buena calidad y cantidad de ADN, es una
técnica poco invasiva para la planta, pero no para los microorganismos que habitan el
fitotelma, ya que estos seran filtrados, congelados y macerados con el fin de obtener la mayor
cantidad de ADN posible. Las principales limitantes, son (1) que no existen técnicas estandar
para realizar metagendmica para toda la biota eucariota, se requiere de la evaluacion de otro
tipo de cebadores para poder hacer comparaciones y detectar cual es la mejor manera de
llevarla a cabo, (2) las bases de datos de referencia son actualizadas continuamente, y a pesar
de que hoy en dia las descripciones de especies incluyen secuencias de ADN, no hay los
mismos tipos de secuencia para todos los organismos. La mayor parte de estas secuencias
estan asociadas a genes codificantes para proteinas que varian poco en diferentes niveles
taxondmicos. Comparado con estudios de observacion directa y colecta de material, con esta
técnica se puede conocer aquellos seres vivos que no pueden ser cultivados en condiciones
de laboratorio, ademas de ser mas rapida en cuanto a la identificacion del material mediante
bases de datos que por medio del uso de claves taxondmicas. No se requieren conocimientos
avanzados en taxonomia, Unicamente bases en bioinformatica para poder trabajar con las

bases de datos yla limpieza de las secuencias obtenidas.
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ANEXO 1
ALVEOLATA
Apicomplexa
Eucoccidiorida
Eimeria
Eugregarinorida
Ascogregarina
Monocystis
Haemosporida
Plasmodium
Ciliophora
Chlamydodontida
Chilodonella
Haptorida
Arcuospathidium
Enchelyodon
Euplotes
Trachelophyllum
Sporadotrichida
Trachelostyla
Urostylida
Pseudokeronopsis
Vestibuliferida
Neobalantidium
Dinoflagellata
Unkown order
Colponema
AMOEBOZOA
Apusozoa
Rigifilida
Micronuclearia
Unkown order
Breviatea
Myxomycota
Entomophthorales
Entomophthoraceae
EXCAVATA
Heterolobosea
Unkown order
Tetramitus
Metamonada
Diplomonadida
Giardia
FUNGI
Ascomycota
Acarosporales
Sarcogyne
Amphisphaeriales
Truncatella
Arthoniales
Arthonia
Bezerromycetales
Xiliomyces

Botryosphaeriales
Aplosporella
Dothiorella
Lasiodiplodia
Neofusicoccum
Phyllosticta
Spencermartinsia

Caliciales
Physcia

Calosphaeriales
Calosphaeria
Erostella
Jattaea
Togninia

Capnodiales
Amycosphaerella
Camarosporula
Cercospora
Cercosporidium
Cladosporium
Collarispora
Davidiella
Devriesia
Dothistroma
Exutisphaerella
Lecanosticta
Madagascaromyces
Mycosphaerella
Neophaeothecoide
a
Pantospora
Paramycosphaerella
Paramycovellosiella
Parateratosphaeria
Passalora
Phaeophleospora
Pleopassalora
Pseudocercospora
Pseudocercosporella
Rachicladosporium
Ragnhildiana
Ramularia
Readeriella
Septoria
Sirosporium
Sphaerulina
Teratosphaeria
Toxicocladosporiu
m
Xenoconiothyrium
Xenophacidiella

Zymoseptoria
Chaetosphaeriales
Dendrophoma
Dinemasporium
Chaetothyriales
Cladophialophora
Exophiala
Strelitziana
Veronaea
Coniochaetales
Coniochaeta
Lecythophora
Conioscypha
Coronophorales
Pseudocatenomycopsis
Diaporthales
Coniella
Cytospora
Diaporthe
Phaeoacremonium
Phomopsis
Pilidiella
Stilbospora
Dothideales
Aureobasidium
Biatriospora
Cenococcum
Dothiora
Hormonema
Pteridiospora
Shiraia
Erysiphales
Podosphaera
Eurotiales
Amorphotheca
Aspergillus
Emericella
Penicillium
Glomerellales
Colletotrichum
Lectera
Helotiales
Chaetomella
Claussenomyces
Hyalodendriella
Patinella
Phacidiella
Phialocephala
Roseodiscus
Trochila viburnicola
Tympanis
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Vibrissea
Xenopolyscytalum
Acremonium
Beauveria
Cordyceps
Cosmospora
Eucasphaeria
Fusarium
Isaria
Metarhizium
Myrothecium
Nectria
Neothyronectria
Polynema
Protocrea
Sarocladium
Trichoderma
Volutella
Xepicula
Hysteriales
Gloniopsis
Hysterobrevium
Lecanorales
Cladonia
Corticifraga
Fellhanera
Phyllopsora
Psora
Stereocaulon
Xanthoparmelia
Lichenostigmatales
Phaeococcomyces
Lichinales
Lichinella
Microascales
Pseudallescheria
Scopulariopsis
Mytilinidiales
Lepidopterella
Onygenales
Lophophyton
Microsporum
Nannizziopsis
Ophiostomatales
Ophiostoma
Orbiliales
Gamsylella
Orbilia
Ostropales
Acarosporina
Cyanodermella
Gyalecta
Schizoxylon
Stictis

Peltigerales
Peltigera
Pezizales
Gyromitra
Lamprospora
Pachyella
Phaeomoniellales
Celerioriella
Neophaeomoniella
Phaeomoniella
Phyllachorales
Phyllachora
Pleosporales
Acrocalymma
Allophoma
Alternaria
Bipolaris
Boeremia
Calophoma
Camarographium
Camarosporidiella
Camarosporium
Coniothyrium
Corynespora
Cumuliphoma
Curreya
Curvularia
Dendryphion
Didymella
Diederichomyces
Dimorphosporicola
Drechslera
Ectophoma
Edenia
Epicoccum
Forliomyces
Gregarithecium
Herpotrichia
Leptosphaerulina
Lophiostoma
Macrodiplodiopsis
Macroventuria
Magnibotryascoma
Microsphaeropsis
Monodictys
Montagnula
Moristroma
Murilentithecium
Neoascochyta
Neocucurbitaria
Neodidymelliopsis
Neoplatysporoides
Neosulcatispora
Nothophoma

Ochrocladosporium
Paracamarosporium
Paraconiothyrium
Paraphaeosphaeria
Parastagonosporella
Periconia
Peyronellaea
Phaeoseptum
Phaeosphaeria
Phaeosphaeriopsis
Phoma

Piniphoma
Platychora
Polyschema
Populocrescentia
Preussia
Pseudoascochyta
Pseudocoleophoma
Pseudorobillarda
Pyrenochaeta
Pyrenochaetopsis
Remotididymella
Roussoella
Sclerostagonospora
Septoriella
Setophaeosphaeria
Setophoma
Sparticola
Splanchnonema
Stagonospora
Stagonosporopsis
Staurosphaeria
Stemphylium
Teichospora
Thyridariella

Torula
Verrucoconiothyrium
Vrystaatia
Xenodidymella

Pleurotheciales

Pleurotheciella

Pyrenulales

Massaria

Rhytismatales

Lophodermium
Propolis

Saccharomycetales

Candida
Galactomyces
Geotrichum
Kluyveromyces
Yarrowia

Sordariales

Chaetomium



Humicola
Monosporascus
Phialemonium
Podospora
Taphrinales
Taphrina
Trapeliales
Placopsis
Tubeufiales
Helicoma
Letendraea
Tubeufia
Umbilicariales
Boreoplaca
Unkown order
Aporospora
Eremomyces
Fumagopsis
Lauriomyces
Lecanicillium
Myrmecridium
Phialemoniopsis
Pseudoacrodictys
Pseudoseptoria
Ramimonilia
Repetophragma
Rhynchostoma
Scolecobasidium
Xylariales
Bartalinia
Biscogniauxia
Circinotrichum
Delonicicola
Diatrype
Diatrypella
Eutypella
Hyalotiella
Hymenopleella
Hypoxylon
Liberomyces
Nemania
Nigrospora
Pestalotiopsis
Xylaria

Basidiomycota

Agaricales
Amanita
Clavaria
Clavicorona
Conocybe
Cortinarius
Crinipellis
Deconica
Hygrocybe

Inocybe
Phyllotopsis
Psathyrella
Schizophyllum
Tricholomopsis
Agaricostilbales
Kondoa
Ruinenia
Sterigmatomyces
Auriculariales
Exidia
Heterochaete
Heteroradulum
Boletales
Chalciporus
Octaviania
Paxillus
Rossbeevera
Scleroderma
Turmalinea
Tylopilus
Buckleyzymales
Buckleyzyma
Cantharellales
Rhizoctonia
Sistotrema
Cystobasidiales
Occultifur
Cystofilobasidiales
Cystofilobasidium
Dacrymycetales
Dacrymyces
Erythrobasidiales
Erythrobasidium
Geastrales
Geastrum
Gomphales
Gautieria
Kriegeriales
Kriegeria
Leucosporidiales
Leucosporidium
Microbotryales
Chrysozyma
Curvibasidium
Polyporales
Dacryobolus
Flammeopellis
Ganoderma
Hexagonia
Hyphoderma
Irpex
Phanerodontia
Phlebia

Phlebiopsis
Trametes
Russulales
Echinodontium
Lachnocladium
Peniophora
Russula
Scytinostromella
Vararia
Septobasidiales
Septobasidium
Spiculogloeales
Mycogloea
Sporidiobolales
Rhodosporidiobolus
Rhodotorula
Tremellales
Bullera
Bulleribasidium
Carlosrosaea
Cryptococcus
Dimennazyma
Dioszegia
Fibulobasidium
Filobasidium
Genolevuria
Hannaella
Kwoniella
Papiliotrema
Saitozyma
Tremella
Tsuchiyaea
Vishniacozyma
Trichosporonales
Cutaneotrichosporon
Trichosporon
Unkown order
Symmetrospora
Chytridiomycota
Unkown order
Chytridiomycota
Glomeromycota
Archaeosporales
Archaeospora
Diversisporales
Gigaspora
Scutellospora
Glomerale
Claroideoglomus
Glomus

Mucoromycota
Mortierellales
Mortierella



Mucorales
Circinella
Cunninghamella
Mucor

Zoopagomycota

Ramicandelaberales

Ramicandelaber
METAZOA
Arthropoda

Hymenoptera
Stilbum

Odonata
Agriocnemis
Ischnura

Platyhelminthes

Cestoda

Spirometra
PLANTAE
Bryophyta

Hypnales
Leskea
Thuidium
Fontinalis

Charophyta

Desmidiales

Staurastrum
Chlorophyta

Chlamydomonadales
Chlorococcum

Chlorellales
Didymogenes
Meyerella

Dolichomastigales
Dolichomastix

Mamiellales
Bathycoccus

Sphaeropleales
Mychonastes

Trebouxiales
Trebouxia

Ulotrichales
Chamaetrichon
Hazenia
Unkown order
Chloroidium
Pleurastrum

Tracheophyta

Arecales
Chamaerops

Asparagales
Agave
Allium
Cardiostigma
Furcraea

Gelasine
Rigidella
Asterales
Calyptocarpus
Fleischmannia
Nymphoides
Caryophyllales
Persicaria
Polygonum
Cucurbitales
Cucumis
Dioscoreales
Dioscorea
Fabales
Calliandra
Medicago
Lamiales
Fraxinus
Leonurus
Paulownia
Pithecoctenium
Spathodea
Stereospermum
Tectona
Magnoliales
Annona
Malpighiales
Acalypha
Passiflora
Malvales
Reevesia
Myrtales
Hauya
Poales
Arundinaria
Cenchrus
Cynodon
Eragrostis
Proteales
Platanus
Rosales
Trema
Urera
Sapindales
Citrus
Urvillea
Selaginellales
Selaginella
Solanales
Physalis
Solanum
Withania
Vitales
Tetrastigma

Zingiberales
Musa
RHIZARIA
Cercozoa
Cercomonadida
Paracercomonas
Thaumatomonadida
Allas
Scutellomonas
Thaumatomonas
STRAMENOPILES
Bacillariophyta
Bacillariales
Pseudo-nitzschia
Naviculales
Navicula
Thalassiosirales
Stephanodiscus
Hyphochytriomycota
Unkown order
Hyphochytrium
Ochrophyta
Eustigmatales
Nannochloropsis
Oomycota
Pythiales
Ovatisporangium
Phytopythium
Pythiogeton
Pythium





