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Resumen

El cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) es crucial econémica y nutricionalmente, pero su
produccion enfrenta desafios. La inoculacion con microorganismos beneficiosos
como Trichoderma harzianum es una estrategia sostenible prometedora. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar, mediante andlisis computacional, el impacto de la inoculacion deT.
harzianum ITEM 3636 en la composicidn y funcionalidad del microbioma bacteriano del suelo en
cultivos de mani, utilizando datos publicos de secuenciacion del amplicon 16S rRNA (Proyecto
SRA: PRINA471338) correspondientes a dos periodos (2014-15 y 2015-16) y tres condiciones:
suelo inicial (Condicionlni), suelo con mani sin inocular (TratamientoControl) y suelo con mani
inoculado (InoculacionTricho). Se aplico un pipeline bioinformatico en R (DADAZ2, phyloseq,
vegan, microeco) para control de calidad, inferencia de ASVs, asignacion taxonémica (SILVA),
analisis de diversidad alfa/beta y prediccion funcional (FAPROTAX). Los resultados mostraron
datos de alta calidad y profundidad de secuenciacidn adecuada. Se identifico un ndcleo bacteriano
estable (Gemmatimonas, Acidiferrimicrobium, Candidatus Solibacter, Sphingomonas) y una alta
proporcion de taxones raros. La diversidad alfa fue menor en la condicion inicial, pero similar
entre los tratamientos control e inoculacion. La diversidad beta revel6 diferencias significativas
globales (PERMANOVA), pero el analisis RDA indic6 que la variacion temporal (Afio) fue un
factor mas influyente que el tratamiento per se en la estructura comunitaria. Sin embargo, la
inoculacién con T. harzianum ITEM 3636 se asocié significativamente con un mayor potencial
funcional inferido para ciclos clave de nitrogeno (oxidacion de amonio, nitrificacion) y azufre
(respiracion de sulfato/compuestos de azufre). Se concluye que, si bien T. harzianum ITEM
3636 no alter6 drasticamente la estructura bacteriana dominante, si modulé selectivamente el
potencial funcional del microbioma, particularmente en vias relevantes para la disponibilidad de

nutrientes.

Palabras Clave: Arachis hypogaea, Trichoderma harzianum ITEM 3636, microbioma del suelo,
metagendmica de amplicon, 16S rRNA, diversidad bacteriana, potencial funcional,

bioinformatica.



Abstract

Peanut (Arachis hypogaea L.) crop is economically and nutritionally crucial, however, it is very
challenging in terms of production. The inoculation with beneficial microorganisms
like Trichoderma harzianum offers a promising sustainable strategy. This study aimed to
computationally evaluate the impact of T. harzianum ITEM 3636 inoculation on the composition
and functionality of the soil bacterial microbiome in peanut crops, using public 16S rRNA
amplicon sequencing data (SRA Project: PRINA471338) from two periods (2014-15 and 2015-
16) and three conditions: initial soil (CondicionIni), soil with uninoculated peanut
(TratamientoControl), and soil with inoculated peanut (InoculacionTricho). A bioinformatics
pipeline in R (DADA2, phyloseq, vegan, microeco) was applied for quality control, ASV
inference, taxonomic assignment (SILVA), alpha/beta diversity analysis, and functional prediction
(FAPROTAX). Results showed high-quality data and adequate sequencing depth. A stable core
bacteriome (Gemmatimonas, Acidiferrimicrobium, Candidatus Solibacter, Sphingomonas) and a
large proportion of rare taxa were identified. Alpha diversity was lower in the initial condition but
similar between Control and Inoculation treatments. Beta diversity revealed significant overall
differences (PERMANOVA), but RDA indicated that temporal variation (Year) was a more
influential factor than the treatment per se on community structure. However, T. harzianum ITEM
3636 inoculation was significantly associated with a higher inferred functional potential for key
nitrogen (ammonia oxidation, nitrification) and sulfur cycles (sulfate/sulfur compound
respiration). It is concluded that while T. harzianum ITEM 3636 did not drastically alter the
dominant bacterial structure, it selectively modulated the microbiome's functional potential,

particularly in pathways relevant to nutrient availability.

Keywords: Arachis hypogaea, Trichoderma harzianum ITEM 3636, soil microbiome, amplicon
metagenomics, 16S rRNA, bacterial diversity, functional potential, bioinformatics



Capitulo I: Introduccién

1.1 Antecedentes

De acuerdo con la organizacion para los alimentos y agricultura (FAO por sus siglas en inglés), el
sector agricola ha experimentado un crecimiento significativo para la economia global (KneZevi¢,
2024). De hecho, el valor de la agricultura global ha aumentado en un 89% en los Gltimos dos
décadas, llegando a los 3.8 billones de USD en 2022. A pesar de este aumento, la aportacién de la
agricultura a la produccion econémica global ha sido relativamente constante, mientras que el
porcentaje de trabajadores globales empleados en la agricultura ha descendido del 40% en 2020 al
26% en 2022.

Ademas, la produccién alimentaria ha continuado en aumento, el hambre continGa siendo un
desafio constante. En 2023, la cantidad de individuos que carecian de alimentacion oscilaba entre
713 y 757 millones. Mas del 25 % de los adultos de las Américas, Europa y Oceania es obeso, lo
que refleja el reto mundial que implica garantizar el acceso a alimentos saludables y nutritivos
(Knezevi¢, 2024).

El crecimiento de la produccién agricola ha estado acompafiado de un aumento en el uso de
insumos quimicos que contaminan los mantos acuiferos y suelos. En 2022, la produccién mundial
de cultivos primarios alcanz6 los 9 600 millones de toneladas, un incremento del 56 % en
comparacion con el afio 2000. Entre 2000 y 2022, el uso de plaguicidas se increment en un 70%;
mientras que, en 2022, en las Américas se elevd a la mitad del uso mundial total. En 2022, los
abonos inorganicos empleados en la agricultura llegaron a 185 millones de toneladas de nutrientes;
el 58% de este total corresponde al nitrégeno. Esto implica un aumento del 37% respecto al afio
2000 (Knezevi¢, 2024). Todos estos cambios han generado desafios ambientales importantes,
como es el caso de la erosion en suelos de cultivos comerciales y su contaminacion debido a las

malas practicas agricolas (Cotler et al., 2020).

En este contexto, resulta crucial la necesidad de buscar por soluciones alternativas que sean
amigables con el ambiente. En este sentido, comprender de manera méas profunda las interacciones
entre el microbioma del suelo y cultivos con relevancia agricola y econdémica, se vuelve crucial

con el fin de promover la sostenibilidad y mejorar la productividad.



Una especie de gran relevancia econémica y nutricional a nivel mundial es el mani (Arachis
hypogaea L.) un ejemplo de sistema agricola donde la interaccion del microbioma del suelo juega
un papel fundamental. EI mani (Arachis hypogaea L.) es una especie vegetal procedente de
Sudamérica, que se encuentra en la cuarta posicion mundial en términos de importancia para la
produccidn de aceite de origen vegetal apto para el consumo; su semilla alberga antioxidantes,

grasas, carbohidratos, fibras naturales, vitaminas, minerales y proteinas (Montero, 2020).

En este escenario, destaca un pais latinoamericano; Argentina, que se posiciona como uno de los
principales exportadores de mani a nivel mundial, su relevancia resalta también en la nutricion a
escala global (Ministerio de Agricultura et al., 2018). En el caso de Ecuador, existe un potencial
para aumentar su competitividad en mercados internacionales con estrategias adecuadas de mejora
genética, sostenibilidad, y certificaciones. Sin embargo, el pais cuenta con normativas relacionadas
con la utilizacién de organismos genéticamente modificados (OGM), lo que ha limitado la
aplicacion de algunas de estas estrategias de mejora genética. No obstante, el INIAP y otras
entidades han colaborado en proyectos de certificacion de semillas con el fin de asegurar la calidad
y el acceso a los agricultores (Velasquez et al., 2008). Las principales zonas productoras de mani
en Ecuador incluyen Manabi, Guayas, y Esmeraldas. EI mani ecuatoriano tiene potencial para
mercados como Estados Unidos, Europa y Asia, donde hay alta demanda de productos saludables
y sostenibles. A pesar de que ha aumentado su rendimiento por hectarea, las ventas en dolares han

disminuido (Caceres et al., 2021).

El uso de microorganismos beneficiosos ha demostrado ser una estrategia prometedora para
mejorar la salud del suelo y aumentar la productividad agricola, al tiempo que reduce la
dependencia de insumos quimicos como fertilizantes y pesticidas (Cuadras et al., 2021). Un
ejemplo destacado es Trichoderma, ampliamente utilizado por sus efectos positivos en el
crecimiento vegetal y la proteccidn contra patdgenos (Meyer et al., 2022). Sin embargo, debido a
la complejidad del microbioma del suelo y su interaccién con las plantas, es necesario un analisis
minucioso para identificar los efectos especificos de la inoculacion de estos microorganismos, es
por esta razon que el analisis metagendmico proporciona una vision integral y detallada de las

dindmicas microbianas en el suelo.

El analisis metagendmico ha surgido como una herramienta potente para estudiar la composicion

y el funcionamiento del microbioma del suelo, en respuesta a la inoculacién de microorganismos



ventajosos. Gracias a la bioinformatica, es posible procesar grandes volumenes de datos
gendmicos y obtener una vision integral de los cambios en la estructura microbiana del suelo tras
la aplicacién de Trichoderma, facilitando asi la toma de decisiones para optimizar su uso en
sistemas agricolas (Oliveira et al., 2023).



Justificacion del Problema

El cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) tiene una gran relevancia econémica y agricola a nivel
mundial, siendo un alimento basico en muchas regiones y una fuente de ingresos para pequefios y
grandes productores. No obstante, la productividad y la salud de este cultivo se pueden ver
afectadas por factores como enfermedades del suelo, la degradacion de la calidad del suelo, y la
competencia microbiana. Para incrementar la eficiencia y sostenibilidad en la produccién de mani,
es crucial entender mejor los factores que influyen en la biodiversidad microbiana del suelo, el

cual juega un papel fundamental en la nutricién de las plantas y la proteccién contra patégenos.

La aplicacion de inoculantes bioldgicos, como Trichoderma harzianum, ha emergido como una
estrategia prometedora para mejorar la salud del suelo y promover el crecimiento de las plantas, al
mejorar la disponibilidad de nutrientes y estimular la defensa contra enfermedades (Hernandez et
al., 2019). Trichoderma harzianum, un hongo con propiedades antagonicas contra patégenos del
suelo y capacidad de promover el crecimiento vegetal podria modificar la estructuray composicion
del microbioma del suelo en favor de las plantas, lo cual, en el caso del mani, podria traducirse en

una mayor productividad y resistencia a enfermedades.

En este escenario, analisis computacional del microbioma del suelo resulta crucial para entender
las relaciones entre las comunidades de microorganismos existentes antes y después de la
inoculacion con Trichoderma harzianum. En base a los datos recabados de bases de datos publicas
de metagendmica, combinados con el empleo de instrumentos de biologia computacional y
bioinformatica, se busca generar resultados que faciliten el analisis y entendimiento de los cambios
en la estructura y funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo. Lo que facilitaria la
comprension de los efectos y ventajas resultantes de la inoculacion de microorganismos,
contribuyendo a una mejor comprension de su influencia en el ecosistema del suelo (Hernandez et
al., 2019).

La integracion de enfoques computacionales no solo permite analizar grandes volumenes de datos
gendmicos, sino también identificar patrones que podrian pasar desapercibidos con métodos
tradicionales. Es asi como, este tema adquiere relevancia no solo desde una perspectiva académica,

sino también por sus implicaciones practicas en la agricultura moderna. Frente a la creciente



demanda por préacticas agricolas méas sostenibles, los resultados de este analisis podrian ofrecer
soluciones efectivas para mejorar la productividad de los cultivos, reducir el uso de agroquimicos
y promover un manejo més eficiente de los recursos naturales (Etchevers, Cotler, & Hidalgo,
2020).



Objetivos de la Investigacion

Evaluar composicion y funcionalidad del microbioma del suelo en cultivo de mani (Arachis

hypogaea L.) inoculado con T. harzianum ITEM 3636.

Objetivos Especificos

e Caracterizar la diversidad taxonémica y funcional de los microbiomas en el suelo de cultivo
de mani (Arachis hypogaea L.), utilizando métodos computacionales.

e Determinar la diversidad y estructura de las comunidades de bacterias, entre las diferentes
condiciones experimentales en cultivo de mani (Arachis hypogaea L.).

e Comparar las diferencias y similitudes en las comunidades bacterianas de las distintas muestras
de suelo, bajo tres condiciones: suelo sin intervencion, suelo con mani sembrado sin inocular,

y suelo con mani inoculado con T. harzianum ITEM 3636.



Alcance

El alcance de este estudio se enfoca en el andlisis computacional de datos provenientes de
investigaciones sobre la inoculacién de T. harzianum ITEM 3636 en el microbioma del suelo de
cultivos de mani (Arachis hypogaea L.). El objetivo es evaluar el impacto de dicha inoculacion en
la estructuray funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo. Con el uso de herramientas
bioinformaticas y secuenciacion metagendmica, se analizardn los cambios en la diversidad
microbiana y su posible relacion con la productividad del cultivo, la disponibilidad de nutrientes
y la supresion que enfrenta ante los patdgenos (Cambero et al., 2023). Ademas, este enfoque
permitird proporcionar soluciones practicas para la agricultura moderna, fomentando préacticas
mucho mas sostenibles, reduciendo el uso de agroquimicos y optimizando el manejo de recursos
naturales (Matailo et al., 2023).
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Capitulo I1: Revision de la literatura

2.1 Mani

Origen e importancia

El mani (Arachis hypogaea L.) es la tercera especie leguminosa de relevancia global, procedente
de Sudamérica. Esta especie fue extensamente cultivada por los indigenas del nuevo mundo
durante la expansion europea del siglo XVI1 y se distribuy6 en Europa, Africa, Asia y las Islas del
Pacifico. Es posible que la especie Arachis hypogaea L., tuviera origenes en el sur de Bolivia y el
noreste de Argentina, a lo largo de los 25° S. Las condiciones meteoroldgicas y geogréaficas de esta
zona son de las méas fluctuantes a nivel global. Se considera al mani como el prototipo y
biosistematicamente se considera una variante silvestre de Arachis hypogaea L., (Rimachi et al.,
2012). La semilla es una fuente rica en antioxidantes, grasas, proteinas, carbohidratos, fibras
crudas, vitaminas y minerales esenciales. Con cerca del 26% de proteina, el 48% de aceite y el 3%
de fibra, asi como un elevado contenido de calcio, tiamina y niacina, posee todo el potencial para
ser empleado como un suplemento dietético econémico para luchar contra la desnutricién. Su
relevancia radica no solo en su valor nutricional, sino también en su contribucion a la seguridad
alimentaria y la cadena alimenticia (Montero, 2020). De acuerdo con el Instituto Nacional
Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) (2004), se plantan entre 15.000 y 20.000
hectéareas anuales en el pais, siendo las provincias que mayormente producen: Loja, Manabi, El
Oro y Guayas, se han transformado en un cultivo estratégico para la intensificacion sostenible

gracias a su alta fijacion de nitrogeno.

2.2 Microorganismos Benéficos

Los microorganismos benéficos comprenden diversos grupos con funciones clave en los
ecosistemas, especialmente en la agricultura sostenible. Entre ellos se encuentran las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), como Azospirillum, Pseudomonas y Rhizobium, que
favorecen la nutricion y salud de las plantas mediante la fijacion de nitrogeno, la solubilizacién de
fosforo y la produccion de fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas). Indirectamente, las
PGPR pueden inducir resistencia sistémica (ISR) en la planta contra patdgenos, ejercer

antagonismo directo contra estos mediante la produccién de antibiédticos o la competencia por
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espacio y nutrientes, y estimular la proliferacion de otros microorganismos beneficiosos en el
entorno radicular (Mujica et al., 2017). También destacan los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA), como Glomus y Rhizophagus, que mejoran la absorcion de nutrientes y fortalecen la
resistencia al estrés. Las actinobacterias, como Streptomyces, participan en la descomposicion de
materia organica y en la produccion de compuestos antimicrobianos. Las cianobacterias, como
Nostoc y Anabaena, fijan nitrdgeno en ambientes acuaticos y suelos, incrementando la fertilidad.
Asimismo, hongos filamentosos como Trichoderma y levaduras como Saccharomyces actdan

como hiocontroladores y estimulan la respuesta inmune de las plantas.

Trichoderma harzianum

Descripcion y su papel crucial en el suelo y crecimiento de las plantas

Trichoderma es un hongo filamentoso ampliamente conocido y utilizado en la agricultura debido
a sus propiedades como agente de biocontrol y promotor del crecimiento vegetal. Pertenece al
género Trichoderma, y se caracteriza por su capacidad para colonizar raices y actuar contra
patogenos de plantas (L6pez et al., 2011; Cano, 2011). Ademas, posee caracteristicas antagonicas
frente a hongos del suelo, en particular de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium,
Oidium y Fusarium, entre otros. Trichoderma posee varios mecanismos de accion como la
antibiosis, micoparasitismo, competencia por nutrientes y espacio.

Ademas, Gonzalez et al., (2022) mencionan que Trichoderma actGa como un hiperparasito
competitivo, mediante la produccion de enzimas hidroliticas como quitinasas, glucanasas y
compuestos antimicrobianos que degradan o inhiben a hongos patégenos como Fusarium,
Rhizoctonia o Pythium.

Adicionalmente, se ha demostrado que Trichoderma contiene metabolitos que inducen
mecanismos de resistencia en las plantas, y produce toxinas y antibiéticos (Alvarado et al., 2019).
Asimismo, este hongo contribuye a la formacién de agregados estables en el suelo gracias
estimulacion de exudados radiculares y a la produccién de polisacaridos y a su interaccion con

raices y particulas minerales (Mesa et al., 2019).
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2.3 Estructura de Nichos y Diversidad Funcional en cuanto a salud del suelo

2.3.1 Teoria de la Estructura de Nichos

Barahona et al., (2021) sefialan que, los organismos no solamente son seleccionados por el
ambiente, sino que también tienen la capacidad de influir activamente en él, transformando al
medio y sesgando a las poblaciones y otras que se encuentren bajo su zona de influencia. En el
contexto de los sistemas agricolas, esta interaccion reciproca se manifiesta, por ejemplo, en la
diversidad microbiana, la cual puede estar influenciada por la diversidad de nichos ecoldgicos
disponibles, como diferentes tipos de materia organica y variaciones en el pH del suelo (Hanson
et al., 2008).

2.3.2 Précticas Agricolas y Diversidad Microbiana

La relacion esperada es que las précticas agroecoldgicas aumentan la diversidad microbiana en
comparacion con sistemas agricolas convencionales. Esto se basa en la idea de que estas practicas
promueven una mayor heterogeneidad en el suelo, lo que facilita la presencia de una gama mas

amplia de especies microbianas (Reganold et al., 1993).

2.3.3 Diversidad Microbiana y Funcionalidad del Suelo

Se espera que una mayor diversidad microbiana conduzca a una mayor funcionalidad del suelo,
ya que diferentes especies microbianas contribuyen a una variedad de procesos biogeoquimicos
(Tilman, 1999; Cruz et al., 2023).

2.4 Técnicas de Analisis del Microbioma

2.4.1 Métodos Basados en Cultivo

Técnicas como el empleo de placas de cultivo en medios selectivos para aislar microorganismos
particulares, el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para una estimacion
aproximada de bacterias y hongos viables, y métodos de enriquecimiento que promueven el
desarrollo de los méas complicados de cultivar; no obstante, estos procedimientos poseen la
significativa restriccion de identificar solo microorganismos cultivables, que constituyen menos

del 1% del microbioma total del suelo (Escalante et al., 2004).
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2.4.2 Técnicas Moleculares Basadas en ADN

El estudio del microbioma terrestre inicia con la extraccion del ADN completo, empleando
técnicas comerciales como kits (MoBio, Qiagen) o procedimientos caseros (fenol-cloroformo). Su
cantidad y pureza se determinan a través de espectrofotometria (Nanodrop) o fluorometria (Qubit),
y su integridad se confirma a través de electroforesis en gel de agarosa. Después, se utilizan la
PCR tradicional para amplificar genes de interés (tales como 16S rRNA, ITS, o genes funcionales
como nifH y amoA), y qPCR (PCR en tiempo real) para medir la abundancia de especies

particulares o genes funcionales (Donaire et al., 2017).

2.4.3. Técnicas de Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)

Estas técnicas posibilitan el andlisis masivo y simultineo de millones de secuencias,
revolucionando la microbiologia agricola y ambiental. Tal es el caso de la secuenciacion de
amplicones, enfocada en genes sefalizadores taxonémicos como el 16S rRNA (bacterias/arqueas),
ITS (hongos) o 18S rRNA (protistas) (Xu et al., 2020). Esta técnica es frecuentemente ejecutada
en plataformas como Illumina MiSeq o PacBio, que posibilitan un estudio minucioso de la
diversidad y composicion de los microorganismos, manipulando los datos con instrumentos

bioinformaticas como QIIME2, DADA2 o Mothur (Arteaga, 2016; Valdés, 2022).

2.4.3.1 Metagenomica

Es el analisis de genomas presentes en una muestra ambiental, posee la habilidad de establecer
conexiones entre microorganismos cultivables y no cultivables de la comunidad microbiana, de un
anfitrion y el fenotipo de este anfitrion (Martinez et al., 2022). Como herramienta ha propiciado
un significativo progreso para la ciencia, al permitir la obtencion de nuevos genes y entender la
interrelacion entre comunidades de microorganismo. Lo que ha facilitado en conjunto con otras
areas como la genética y la bioinformatica, el analisis de los genomas de toda una comunidad
ambiental sin la necesidad de un cultivo previo o del aislamiento de los microorganismos. Lo que
ha proporcionado més datos acerca de la composicion microbiana de un nicho ecologico, su
historia evolutiva, las interacciones entre microorganismos y el potencial metabolico de toda la

informacion que se podria obtener de las poblaciones cultivables (Rivera et al., 2021).
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Como senala el Comité de Investigacion del National Research Council (US) sobre Metagenomics;
la metagendémica nunca estara determinada por una definicidn, sin embargo, algo similar a su
definicion seria "la ciencia de investigar, modelar, entender y finalmente administrar a nivel
molecular las interacciones dinamicas entre las moléculas que constituyen micro-comunidades y

la biosfera" (National Research Council, 2007; Rivera et al., 2021).

2.4.3.2 Metagendmica shotgun

Se considera la més integral y completa para la evaluacion microbiana, pues permite conocer la
informacion metabdlica y funcional de cada microrganismo mediante alineamiento de novo,
resulta muy util cuando se identifican cepas y microorganismos poco abundantes en una

comunidad microbiana, ya sea de muestras ambientales o bioldgicas (Cortés et al., 2020).
2.4.3.3 Metagenomica de amplicon

Se enfoca en el andlisis de la diversidad microbiana mediante la secuenciacion de genes
marcadores conservados, tal es el caso del gen 16S rRNA (bacterias y arqueas), 18S rRNA
(eucariotas) o ITS (hongos) (Cortés et al., 2020).

2.4.3.4 Metatranscriptémica

Permite la evaluacion de toda la actividad funcional del microbioma y la realizacion de
estimaciones del fenotipo basandose en los transcritos expresados. Es una disciplina que requiere
un estudio comparativo de transcriptomas y contribuye a entender la reaccion de las comunidades
de microorganismos ante un ambiente en constante cambio. El transcriptoma comprende todas las
moléculas de ARN que se encuentran en una célula o grupos de células en un momento especifico,
constituyendo la parte activa de un microbioma. EI RNA cambia con el paso del tiempo y de una
célula a otra, en contraposicion al DNA que permanece estable y en todas las células de un
organismo. La metatranscriptdmica ofrece datos sobre los microorganismos activos y documenta
las transcripciones expresadas de una comunidad microbiana en un momento especifico y bajo
condiciones ambientales determinadas, lo cual es de gran importancia, dado que las transcripciones
expresadas constituyen una representacion aproximada del fenotipo auténtico. Por otro lado, la
metagendmica simplemente identifica a los componentes presentes, sin determinar si realmente

estos estan aportando al funcionamiento del ecosistema (Martinez et al., 2022).
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2.4.3.5 Metatranscriptémica shotgun

Se fundamenta en el método de secuenciacion RNA-Seq, que usualmente emplea bibliotecas de
cDNA para su realizacion. Usualmente se lleva a cabo mediante Pirosecuenciacion 454, 0 méas
recientemente a través de Illumina. A pesar de que la tecnologia RNA-Seq sigue incorporando
avances, en la actualidad ofrece grandes beneficios en comparacion con otros metodos de analisis
de RNA. Esto se debe a que no se restringe al analisis de secuencias previamente identificadas,
sino que posibilita la identificacion de nuevas y asi descubrir genes de particular relevancia para
diversas areas de la biotecnologia (Martinez et al., 2022).

2.4.4 Técnicas Basadas en Espectrometria y Microscopia

Incluyen el analisis de Acidos Grasos de Fosfolipidos (PLFA), que determina la estructura de la
comunidad microbiana a partir de los componentes lipidicos de sus membranas celulares. Asi
también la Hibridacion Fluorescente in situ (FISH), que emplea sondas fluorescentes para
identificar y localizar microorganismos especificos directamente en las muestras de suelo,
complementandose con la microscopia de fluorescencia y confocal para visualizar la distribucion
espacial de estas comunidades en estructuras como biofilms o agregados del suelo (Escalante et
al., 2004).

2.4.5 Software y Herramientas Computacionales para el Analisis

Para el analisis de los datos generados, se utilizan diversas herramientas bioinforméaticas como:
QIIME2 y DADA2, los cuales son fundamentales para el procesamiento de secuencias de
amplicones como 16S e ITS, mientras que Mothur también se emplea para el analisis de diversidad
microbiana en estos datos (Cortés et al., 2020). En estudios de metagendémica, Kraken2 y
MetaPhlAn se usan para la asignacion taxondémica de las secuencias, y bases de datos como
KEGG, EggNOG y CAZy permiten el analisis funcional de los genes identificados (Kremer,
2021). Finalmente, el entorno R, con paquetes especificos como phyloseqy vegan, es
ampliamente utilizado para realizar analisis estadisticos avanzados y generar visualizaciones de
los resultados del microbioma (Cortés et al., 2020; Schmidt, H., et al., 2018).
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Capitulo I11: Metodologia

3.1 Obtencion de datos y metadatos

Las secuencias crudas en formato FastQ fueron obtenidas de la base de datos SRA, alojada en la
plataforma NCBI; la descripcion de la libreria se presenta en la Tabla 1. Estas secuencias se
descargaron utilizando los identificadores (ID) proporcionados por una publicacién revisada sobre
un estudio de metagenémica realizado en Argentina. El primer paso fue descargar las secuencias
metagendmicas correspondientes a bacterias utilizando el 1D correspondiente (NCBI, 2018).

Esta eleccion de enfocarse exclusivamente en la comunidad bacteriana se sustentd en la
importancia de las bacterias en los procesos de inoculacién de T. harzianum ITEM 3636, las cuales
juegan un papel crucial en la salud de las plantas y en la dinamica del microbioma del suelo (Wang
et al., 2023; Wei et al., 2023). El estudio de la interaccion entre T. harzianum ITEM 3636 y
bacterias permite comprender con mayor detalle los mecanismos subyacentes que afectan la
productividad de las plantas. Ademas, el microbioma bacteriano es altamente dinamico y sensible
a los cambios inducidos por la inoculacion de microorganismos como T. harzianum ITEM 3636,
lo que justifica la exclusion de los hongos en este analisis inicial (Ganuza et al., 2018). Aunque los
hongos pueden tener una funcion importante en el microbioma del suelo, el enfoque en las
bacterias permite obtener resultados mas claros y especificos sobre las reacciones bacterianas a la
inoculacion de T. harzianum ITEM 3636. La eleccion de analizar inicamente las bacterias también
facilita la simplificacion del analisis, permitiendo una mejor comprension de las interacciones
bacterianas sin la complejidad adicional que podrian aportar otras especies flngicas. A futuro, si
se considera pertinente, los hongos podrian ser incorporados en un analisis complementario para
proporcionar una vision mas integral de la interaccion entre T. harzianum ITEM 3636y el
microbioma del suelo.

Posterior a la descarga, se organiz6 la informacion en una hoja de célculo de Excel, misma que
contenia los ID de las secuencias y los tipos de tratamientos asignados a cada una de las muestras
de secuencias metagenomicas presentadas en la Tabla 2 y Tabla 3. Esta accion de ordenar los
datos en una tabla resulté esencial para simplificar los andlisis subsiguientes, dado que la
modificacion del nombre en los archivos comprimidos (.zip) puede obstaculizar que ciertas

plataformas identifiqguen adecuadamente los datos.
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Caracteristicas de la biblioteca
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Accesion del Bioproyecto PRINA471338
SRA SRS3301452
Tipo de dato Lecturas de secuencia sin procesar
Alcance Medio ambiente
Organismo Metagenoma del suelo
Muestra Suelos agricolas en Argentina
Instrumento [Mlumina HiSeq 2500
Estrategia Amplicon
Fuente Metagenomica
Seleccion PCR

Diserio de la biblioteca

Emparejado (Paired-end) por CD Genomics (USA)




Tabla 2

Datos metagenomicos de Muestras de suelo de campos de produccidn de mani Lecturas de secuencia en bruto 2014-2015.
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Repeticion Tratamientos Muestra Codigo Formato Tipo Plataforma Gen
acceso SRA Secuenciacion Marcador
1 Datos metagendmicos de Suelo SRR7166475 fastq Amplicon Illumina ~ ARNr 16S
Bacterias en Pre-siembra (Inicial)
1 Datos metagenomicos de Suelo  SRR7166477 fastq Amplicoén [Mlumina ~ ARNr 16S
Bacterias Tratamiento Control
1 Datos metagenomicos de Suelo SRR7166479 fastq Amplicon [Mlumina ~ ARNr 16S
Bacterias con Inoculacion
Trichoderma harzianum ITEM 3
636
2 Datos metagenomicos de Suelo SRR7166474 fastq Amplicoén [Mlumina ~ ARNr 16S
Bacterias en Pre-siembra (Inicial)
2 Datos metagendmicos de Suelo SRR7166476 fastq Amplicon [llumina ~ ARNr 16S
Bacterias Tratamiento Control
2 Datos metagenomicos de Suelo SRR7166478 fastq Amplicoén [Mlumina ~ ARNr 16S

Bacterias con Inoculacion
Trichoderma harzianum ITEM 3
636

Nota. Enlace al proyecto en NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP146071



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP146071

Tabla 3

Datos metagenomicos de Muestras de suelo de campos de produccién de mani Lecturas de secuencia en bruto 2015-2016
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Repeticio Tratamientos Muestr Codigo Format Tipo Plataform Gen
n a acceso ] Secuenciacio a Marcado
n r

1 Datos metagendmicos de Bacterias Suelo SRR716648 fastq Amplicon [llumina ARNr
en Pre-siembra (Inicial) 1 16S

1 Datos metagenomicos de Bacterias Suelo  SRR716648 fastq Amplicon [Mlumina ARNr
Tratamiento Control 3 16S

1 Datos metagendmicos de Bacterias Suelo SRR716649 fastq Amplicon [Mlumina ARNr
con Inoculacion 3 16S

Trichoderma harzianum ITEM 363
6

2 Datos metagenomicos de Bacterias Suelo  SRR716648 fastq Amplicon [Mlumina ARNr
en Pre-siembra (Inicial) 0 16S

2 Datos metagenomicos de Bacterias Suelo  SRR716648 fastq Amplicon [Mlumina ARNr
Tratamiento Control 2 16S

2 Datos metagendmicos de Bacterias Suelo  SRR716649 fastq Amplicon [llumina ARNr
con Inoculacion 2 16S

Trichoderma harzianum ITEM 363

6

Nota. Enlace al proyecto en NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP146071



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?term=SRP146071
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3.2 Procesamiento de secuencias crudas en linea de comandos para obtener forward y

reverse

El analisis se desarrollé sobre archivos crudos en formato ./sty provenientes de secuenciacion
paired-end (lecturas forward y reverse), estas secuencias fueron divididas en dos archivos FASTQ
separados: uno para los reads "forward" (reads-1.fq) y otro para los reads "reverse” (reads-2.fq)
(Figura 1) y guardadas en una carpeta especifica del equipo (Anexo 1) (Vinuesa, 2018).

ial Sy @smgy-System-Product-Name: ~ = — O X

(base) < [home/ /Desca
rgas/TESIS-20250325T231111Z-001/TESIS/SRR7166474.fastq.gz \

| tee >(cut -f 1-4 | tr "\t" "\n" > /home/ /Descargas/TESIS-20250325T2311
11Z-001/7166474reads-1.fq) \

| cut -f 5-8 | tr "\t" "\n" > /home/ /Descargas/TESIS-20250325T2311117Z-00
1/7166474reads-2.fq

Figura 1. Script en lineas de comando. El grafico ilustra el script usado en linea de comandos para separar
las secuencias en "forward" y "reverse”, esta es una forma de "desintercalar" (deinterleave) un archivo
FASTQ. El proceso intermedio de usar paste para linealizar los registros en una sola linea por par de reads

simplifica la separacion mediante cut.

3.3 Procesamiento de secuencias en R

3.3.1 Instalacion de librerias y carga de datos

Para el procesamiento de los datos de secuenciacion de amplicon 16S se empleé el entorno de
programacion R (versién 4.4.3), utilizando principalmente el paquete DADA2, complementado

con ShortRead y Biostrings, todos administrados mediante BiocManager (Callahan, 2020).

3.3.2 Control de calidad y rasurado de secuencias

Inicialmente, se inspecciono la calidad de las lecturas en formato .fastg, utilizando la herramienta
MultiQC a través de la plataforma Galaxy, la cual permite integrar y resumir resultados de
herramientas como FastQC de forma eficiente y visualmente mas dindmica por su entorno grafico
(Babraham Bioinformatics, 2018; Galaxy Training Network, 2025). Esta herramienta fue elegida

por su facilidad de uso y la capacidad de generar informes robustos que permiten una revision
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rapida de multiples archivos de secuencias (Anexo 2). Aunque el paquete DADAZ2 en R incluye la
visualizacion de la calidad de las lecturas mendiante pglotllualityProfie (Callahan, 2020; Callahan,
2016), los perfiles generados en el entorno de R no se miraban muy explicativos para el analisis.
Por este motivo, se optd por utilizar la herramienta en la plataforma de Galaxy, para establecer
pardmetros adecuados de recorte (trimming) antes de aplicar el pipeline de DADA2. Como
siguiente paso, las secuencias fueron filtradas y recortadas empleando la funcion fiterdnd/rim, en R
(por calidad, longitud, presencia de N, etc.), eliminando ademas posibles contaminaciones por
phiX (Dharumadurai & Sankara, 2025).

3.3.3 Inferencia de secuencias (ASVs)

Una vez obtenidas las secuencias filtradas, se procedio a aprender las tasas de error especificas de
las muestras (/earnfrrors) (Dharumadurai & Sankara, 2025) y, con ello, se infirid la secuencia
representativa de cada variante exacta de secuencia (ASV, por sus siglas en inglés) mediante el
algoritmo DADA, utilizando la opcion de agrupamiento por pooling para mayor sensibilidad
(Callahan, 2016).

3.3.4 Unidn de pares (merge) y Construccion de tabla de secuencias

A continuacidn, se realiz6 la union (merge) de las lecturas forward y reverse para obtener
secuencias completas utilizando mergefairs. Estas secuencias empalmadas fueron utilizadas para
construir una tabla de abundancia de ASVs por muestra a través de makeSequence/able (Dharumadurai
& Sankara, 2025).

3.3.5 Eliminacién de quimeras

La eliminacion de secuencias quiméricas se efectud con el método por consenso con la herramienta
remavelimeralenovo (Dharumadurai & Sankara, 2025). Los resultados intermedios fueron evaluados
mediante una tabla de seguimiento de calidad que muestra la cantidad de lecturas retenidas en cada

etapa del pipeline (entrada, filtrado, eliminacién de quimeras, empalmado y no quimérico).

3.4 Asignacion taxonomica

Para la asignacion taxondmica, se utilizd la base de datos SILVA (version
silva_nr99 v138.2_toSpecies_trainset.fa.gz), accesible en el siguiente enlace:
https://zenodo.org/records/4587955 (McLaren & Callahan, 2021). La clasificacion de cada ASVs

se realizd mediante la funcion assign/axonomy (Callahan et al., 2016), que permite asignar la


https://zenodo.org/records/4587955
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taxonomia hasta el nivel mas especifico disponible, garantizando una identificacion precisa de los
taxones presentes en las muestras.
Los resultados obtenidos, tanto la tabla de abundancia sin quimeras como la tabla de asignacion

taxondémica, fueron guardados en archivos .rds para su uso posterior (Anexo 3).

3.5 Curva de rarefaccion

Inicialmente, se cargaron las librerias necesarias: phyloseg (McMurdie & Holmes, 2013) para la
manipulacion de datos de microbioma, vegan (Oksanen et al., 2022) para andlisis ecolégicos
incluyendo la rarefaccion, ggp/iot? (Wickham, 2016) para la visualizacion de datos.El objeto
phyloseq, que contenia la tabla de conteos de ASVs, la taxonomia y los metadatos de las muestras,
fue cargado desde un archivo .rds. Se verificd la orientacion de la tabla de ASVs dentro del objeto
phyloseq. Dado que la funcion rarecurve del paquete vegan requiere que las muestras estén en filas y
las ASVs en columnas, la tabla de conteos fue extraida con la funcion sty table ()y transpuesta con
t (), asegurando el formato correcto.

La tabla de conteos de ASVs orientada correctamente fue convertida a un formato de matriz
estandar de R utilizando as (asv, ‘matrix’). Se definié una paleta de colores utilizando la funcién
brewer.pal del paquete RColorBrewer para asignar un color Gnico a cada muestra en el gréfico,
facilitando su diferenciacion visual (Oksanen et al., 2022).

Finalmente, se generaron las curvas de rarefaccion mediante la funcion rarecurve del paquete vegan
(Oksanen et al., 2022). Esta funcion submuestrea iterativamente el nimero de secuencias por
muestra (con un intervalo (step) de 100 secuencias) y calcula el nimero esperado de ASVs

observadas para cada tamafio de submuestra.

3.6 Analisis descriptivo de abundancia

Para el analisis de abundancias taxonémicas, se utilizo el paquete phyloseg (McMurdie & Holmes,
2013) para importar y manipular un objeto previamente procesado que contenia datos de
abundancia, taxonomia y metadatos de las muestras. A partir de este objeto, se generé un
subconjunto correspondiente a muestras de suelo, lo cual permitié enfocar los analisis en dicho
tipo de muestra. Posteriormente, se utilizo el paquete microeco, convirtiendo el objeto phyloseq a
formato compatible mediante la funcién phylosegZmeco (Liu et al., 2021). Esto facilito la
visualizacién de los 20 taxones mas abundantes a nivel de familia y género, mediante mapas de

calor y gréficos de barras, agrupados por tratamiento experimental. Estas visualizaciones
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permitieron identificar variaciones en la composicion microbiana entre tratamientos y
proporcionaron una vision detallada de los principales grupos microbianos presentes en las
muestras analizadas.

En R, se realiz6 un andlisis de abundancia y posteriormente se calcularon los indices de diversidad
alfa y beta para evaluar la diversidad microbiana en las muestras. Para este estudio, se centrd
exclusivamente en las bacterias, ya que se considerd mas relevante medir la comunidad bacteriana

debido a su interaccion con T. harzianum ITEM 3636 en el suelo.

3.7 Analisis estadisticos

Para este analisis se utilizo el paquete microeco (Liu et al., 2021) para convertir el objeto phyloseq
en un objeto meco (microeco) mediante la funcién phylosegZmeco() (McMurdie & Holmes, 2013),
permitiendo el uso de funciones especificas de analisis ecoldgico.

Se calcularon cinco métricas de diversidad alfa: Observed, Shannon, Simpson, Inverse Simpson y
Chaol, utilizando la funcién estimate richness()de phylsseg (McMurdie & Holmes, 2013). Estos
indices fueron integrados con la metadata correspondiente al tratamiento experimental (Treatment)
para su analisis comparativo.

Se aplicd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para cada métrica, a fin de determinar la
adecuacion de los datos a pruebas paramétricas. Posteriormente, se generaron representaciones
graficas mediante frans ajphafnew()y plot ajpha() del paquete microeco (Liu et al., 2021), las cuales

permitieron visualizar la variacién en diversidad alfa entre los tratamientos evaluados.

3.7.1 Analisis de diversidad beta mediante ordenacion no métrica por escalamiento
multidimensional (NMDS)

Tras la evaluacién de la curva de rarefaccion, para verificar la adecuacion del esfuerzo de
muestreo, se procedid con el andlisis estadistico. Como primer paso, se transformaron los conteos
a proporciones relativas utilizando la funcion transfarm sample_counts (McMurdie & Holmes, 2013),
con el fin de normalizar las diferencias en profundidad de secuenciacion entre muestras. A
continuacion, se realiz6 un analisis de ordenacion no métrica por escalamiento multidimensional
(NMDS) (Kruskal, 1964) basado en la distancia de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957), lo cual
permitio visualizar la disimilitud en la composicion microbiana entre tratamientos. Finalmente, se
generé un grafico de dispersion con la funcidn plot ordinatiom (McMurdie & Holmes,

2013),coloreando las muestras segun la variable experimental “Tratamiento”, con el objetivo de
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identificar posibles agrupamientos o0 patrones asociados a las condiciones evaluadas
(Dharumadurai & Sankara, 2025).

3.7.2 Andlisis de diversidad beta mediante ordenacion canonica redundante (RDA)

El procedimiento inicia con la carga de bibliotecas necesarias (pfyloseg, vegan, ggplotZ, dplyr, tibble,
ggrepel) (Dharumadurai & Sankara, 2025) y del objeto .rds que contiene la informacién de la
comunidad. Luego se verifica la presencia de las variables de interés en los metadatos y se filtran
las muestras sin lecturas o con valores faltantes, asegurando una alineacion correcta entre las
matrices de abundancia y metadatos. Se transforma la matriz de abundancia usando la
transformacion de Hellinger y se ejecuta el RDA mediante la funcion raa() del paquete vegan.
Posteriormente, se evalUa la significancia global, marginal y por eje del modelo usando anova.cca.
Finalmente, se genera una visualizacion del RDA con ggpiotZ, que incluye la distribucion de las
muestras, elipses por tratamiento y flechas representando las variables ambientales, ademas de

mostrar el porcentaje de varianza explicada y el R2 ajustado del modelo.

3.7.3 Prediccién funcional

Para este paso en R, se utilizo el paquete microeco (Liu et al., 2021) para realizar un anélisis
funcional predictivo del microbioma mediante la base de datos FAPROTAX (Functional
Annotation of Prokaryotic Taxa), la cual permite inferir funciones ecoldgicas microbianas a partir
de la informacion taxonémica obtenida en los datos de secuenciacion 16S rRNA. Para ello, se
transformé el objeto phyloseq al formato compatible con mizroeco, y se aplicéd la funcion trans func
para asignar funciones microbianas segun la base de datos FAPROTAX, calculando la abundancia
relativa de cada funcion en las muestras.

Como siguiente paso, se generd un analisis diferencial utilizando ANOVA para comparar las
funciones microbianas entre tratamientos, con el objetivo de identificar aquellas funciones que
presentan diferencias significativas. Finalmente, se visualizaron los resultados mediante un grafico
boxplot que muestra la abundancia relativa, para esto se agregd una capa para mostrar las funciones

con diferencias significativas, y destaca aquellas con cambios significativos entre tratamientos.

3.7.4 Flujo de trabajo

Para una representacion visual del flujo de trabajo completo descrito en esta metodologia,

consulte el diagrama presentado en el Anexo 4.



25

Capitulo 1V: Resultados

4.1 Control de calidad y procesamiento de secuencias en R, de datos de secuenciacion
metagenomica de amplicon 16S, para los periodos de noviembre 2014 - abril 2015 y
noviembre 2015 - abril 2016.

4.1.1 Resultados del control de calidad: obtencion de secuencias confiables para el analisis de

diversidad microbiana.

La calidad de las secuencias crudas de las 12 muestras fue evaluada utilizando FastQC y los
resultados fueron agregados mediante MultiQC en la plataforma Galaxy (Figura 2). El analisis
confirmé una alta calidad general de las bases nucleotidicas ("Per Base Sequence Quality"), un
contenido estable de GC entre 56-57% (Tabla 4) y ausencia de contaminacion significativa por
adaptadores ("Adapter Content"), reflejado en calificaciones de "Pass" (verde) para estos y otros

modulos fundamentales en todas las muestras.

Se observaron advertencias en color naranja, asociadas a la distribucion de longitud de secuencias
("Sequence Length Distribution™), si bien la longitud promedio se mantuvo consistentemente
alrededor de 250 pb (Tabla 4); este tipo de advertencia es comun en datos de amplicones. Ademas,
se detectaron ligeros sesgos en la composicion de bases ("Per Base Sequence Content") en dos
muestras especificas: SRR7166476 (tratamiento control 2014-2015) y SRR7166483 (tratamiento
control 2015-2016). De manera consistente, los modulos relativos a la distribucion de
puntuaciones de calidad por secuencia ("Per Sequence Quality Scores"), niveles de duplicacion
("Sequence Duplication Levels") y secuencias sobrerrepresentadas (“Overrepresented
Sequences") presentaron fallos, los cuales se destacan en la Figura 2 en color rojo.
Cuantitativamente, los niveles de duplicacion fueron consistentemente altos entre muestras
aproximadamente 89-90%, (Tabla 4), lo cual es caracteristico de datos de secuenciacion de
amplicones, indicando alta redundancia inherente al método y posibles artefactos de PCR.

En conjunto, a pesar de las advertencias y fallos esperables para este tipo de datos, la calidad
general de las secuencias se considero suficiente y adecuada para el procesamiento bioinformatico

subsiguiente, incluyendo el filtrado y la generacion de Variantes de Secuencia de Amplicones
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FastQC: Status Checks

12 samples

SRR7166474_fastq_gz -

SRR7166475_fastq_gz -

SRR7166476_fastq_gz -

SRR7166477_fastq_gz -

SRR7166478_fastq_gz -

SRR7166479_fastq_gz-

SRR7166480_fastq_gz -

SRR7166481_fastq gz

SRR7166482_fastq_gz-

SRR7166483_fastq_gz-

SRR7166492_fastq_gz-

SRR7166493_fastq_gz -

Basic Per Base Per Tile Per Per Base Per Per Base N Sequence  Sequence Overrepresented Adapter
Statistics  Sequence  Sequence  Sequence  Sequence  Sequence Content Length Duplication Sequences  Content
Quality Quality Quality Content  GC Content Distribution Levels
Scores
Created with MultiQC

Figura 2. Mapa de calor de comprobaciones del estado de las secuencias. Estado de cada modulo de
andlisis de FastQC, en el cual se muestra si los resultados son completamente normales (verde), presentan

ligeras desviaciones (naranja) o muestran patrones inusuales o problematicos (rojo).



Tabla 4

Reporte numérico y resumido de MultiQC
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Sample fastqc- fastqc- fastqc- fastqc- fastqc- fastqc-
percent_duplica percent_ avg_sequence_len median_sequence_len percent_fai total_sequenc
tes gc gth gth Is es

SRR7166474_fastq 89.81283289 57 249.9995 250 27.27273 0.160712

_9z

SRR7166475_fastq 89.95505534 57 249.9979 250 30 0.159752

9z

SRR7166476_fastq 89.73470229 56 250.4984 250 30 0.160122

_9z

SRR7166477_fastq 89.2158946 57 249.9985 250 30 0.160004

9z

SRR7166478 fastq 89.08449387 56 250.4974 250 30 0.160414

9z

SRR7166479 fastq 89.00710108 56 250.498 250 30 0.159694

_9z

SRR7166480_fastq 90.08381463 57 249.9993 250 30 0.159638

9z

SRR7166481_fastq 90.01683607 57 249.9993 250 30 0.16037

9z
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SRR7166482_fastq 89.43528117 57 250.497 250 30 0.159938
_9z
SRR7166483_fastq 89.93991556 57 249.9993 250 30 0.160108
_9z
SRR7166492_fastq 89.4569764 57 249.9995 250 30 0.160656
_9z
SRR7166493_fastq 89.51811753 57 249.9986 250 30 0.15979

-9z
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4.2 Curva de rarefaccion, de datos de secuenciacion metagenomica de amplicon 16S, para
los periodos de noviembre 2014 - abril 2015 y noviembre 2015 - abril 2016.

4.2.1 Andlisis de la riqueza y profundidad de las secuencias en los en los periodos de estudio.

Para determinar si la profundidad de secuenciacion fue suficiente para capturar adecuadamente la
riqueza de Variantes de Secuencia de Amplicones (ASVs) en cada muestra, Se generaron curvas
de rarefaccion (Figura 3). Estas curvas ilustran la relacion entre el nUmero de ASVs Unicas

observadas (riqueza) y el nimero de secuencias analizadas por muestra.

Como se observa en la Figura 3, la mayoria de las curvas de rarefaccion para las diferentes
muestras, exponen una tendencia clara hacia la saturacion. A medida que aumenta el nimero de
secuencias submuestreadas (eje X), las curvas se elevan rapidamente al principio y luego
comienzan a aplanarse, aproximandose a una asintota. Este comportamiento indica que, para la
mayoria de las muestras, el esfuerzo de secuenciacion se aproximé a capturar la totalidad de la
diversidad de ASVs presente, ya que un aumento adicional en el nimero de secuencias
probablemente resultaria en la deteccién de pocas ASVs nuevas. La mayoria de las muestras
alcanzaron una meseta cercana o superior a las 6,000 ASVs observadas con la profundidad de

secuenciacion obtenida de aproximadamente 35,000-40,000 secuencias.

Se destaca la muestra SRR7166474, cuya curva de rarefaccion se estabiliza a un nivel de riqueza
significativamente mas bajo, alrededor de 1,500 ASVs, en comparacion con las demas muestras.
Aunque la curva también alcanza una meseta, sugiriendo que la diversidad presente en esa muestra
fue adecuadamente muestreada, su nivel de riqueza intrinseca es considerablemente inferior al del

resto del conjunto experimental.
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Curvas de rarefaccion por muestra

SRR7188483 b2 [J—

5000
l

2000
[

Mumero de especies (ASWVs)
4000
1

0
|

[ [ [ | |
0 10000 20000 30000 40000

Secuencias por muestra

Figura 3. Curva de rarefaccion que muestran la riqueza de ASVs por muestra. El gréafico ilustra el
namero de Variantes de Secuencia de Amplicones (ASVs) observadas (eje Y) en relacién con el nimero
de secuencias analizadas (eje X) para cada muestra (representada por una linea de color e identificada por
su cédigo SRR). Las curvas permiten evaluar si la profundidad de secuenciacion fue suficiente para capturar

la diversidad microbiana de cada muestra.

4.3 Abundancia relativa de las secuencias de metagendémica de amplicon 16S, para los
periodos de noviembre 2014 a abril 2015 y noviembre 2015 a abril 2016.

El analisis de la composicion bacteriana mediante el mapa de calor (Figura 4) revela la abundancia
relativa de los 20 géneros bacterianos méas predominantes en las muestras estudiadas, agrupadas
por condicion experimental (Condicionlni, InoculacionTricho, TratamientoControl) y afio de
muestreo (Y2014-15, Y2015-16).

Se observa un patrén general donde un grupo selecto de géneros domina la comunidad bacteriana
en la mayoria de las muestras. Especificamente, géneros como Gemmatimonas,

Acidiferrimicrobium, Candidatus Solibacter y Sphingomonas presentan consistentemente altas
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abundancias relativas representadas por colores calidos, cercanos al rojo en la escala (Figura 4) a
través de las diferentes condiciones y afios. Esto sugiere que estos géneros forman parte del nicleo
estable de la comunidad bacteriana en este sistema.

En contraste, otros géneros listados, particularmente aquellos en la parte inferior del mapa como
Phenylobacterium, Paenibacillus y Streptomyces, muestran consistentemente bajas abundancias
relativas con colores mas frios, representado por un amarillo palido a azul claro, cercanas al limite
inferior de la escala (0.01%), indicando su menor representatividad dentro de los 20 géneros méas
abundantes.

Al comparar entre las condiciones experimentales, no se aprecian diferencias drasticas y
consistentes que separen claramente los perfiles de condicion inicial (CondicionlIni), inoculacion
con T. harzianum ITEM 3636 (InoculacionTricho) y tratamiento control (TratamientoControl)
basados Unicamente en estos 20 géneros principales. La estructura general de la comunidad
dominante parece relativamente similar entre los grupos. Sin embargo, se pueden notar variaciones
puntuales en la abundancia de géneros especificos; por ejemplo, Pseudonocardia muestra una
abundancia relativa notablemente mayor en una de las réplicas en el tratamiento control
(TratamientoControl) del afio 2014-15 cuyo identificador es SRR7166476.

Comparando los dos afios de muestreo, se observan algunas fluctuaciones. Por ejemplo, en la
condicion inicial (CondicionlIni), la abundancia relativa de Sphingomonas es menor en los periodos
2014-2015y 2015-2016 en la repeticion 1, correspondientes a los identificadores SRR7166474 y
SRR7166480. En el tratamiento control, Pseudonocardia y Krasilnikovia presentan una menor
representacion en el periodo 2015-2016 en comparacién con el periodo 2014-2015. Estas
variaciones interanuales podrian reflejar fluctuaciones ambientales o dinamicas temporales de la

comunidad.
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CondicionIni InoculacionTricho TratamientoControl

Y2014-15 Y2015-16 Y2014-15 Y2015-16 Y2014-15 Y2015-16
Gemmatimonas -
Acidiferrimicrobium -
Candidatus Solibacter -
Sphingomonas -
Nitrospira-
Bryobacter -
Gaiella-
Bradyrhizobium- % Relative
Candidatus Udaeobacter - Abundance
Pseudolabrys - . 1.00
N

Pseudonocardia -
0.10

- — e s

Krasilnikovia -
Dongia-
Actinoplanes -
Nocardioides -
Mycobacterium -
Microvirga -
Phenylobacterium -

Paenibacillus -

Streptomyces -
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Figura 4. Mapa de calor de la abundancia relativa de los 20 géneros bacterianos méas abundantes por
muestra. EI mapa de calor ilustra la abundancia relativa porcentual (indicada por la escala de color) de los
20 géneros bacterianos mas abundantes (filas) en cada muestra analizada. Las muestras estan agrupadas por
condicion experimental (Condicionlni, InoculacionTricho, TratamientoControl) y por afio de muestreo
(Y2014-15, Y2015-16). Los colores mas célidos (rojo) indican mayor abundancia relativa, mientras que los

colores mas frios (amarillo palido/azul claro) indican menor abundancia relativa, segun la leyenda.

La Figura 5 presenta una vision general de la composicion de las familias bacterianas en cada
muestra. Lo primero que salta a la vista es la gran estabilidad en la estructura de estas comunidades.
A pesar de las diferentes condiciones experimentales (Condicionini, InoculacionTricho,
TratamientoControl) y los dos afios de muestreo (Y2014-15, Y2015-16). En general, las familias

bacterianas se mantuvieron relativamente constantes en todas las muestras.

Un hallazgo consistente es que una parte importante de la comunidad de alrededor del 50% esta
compuesta por una diversidad de familias menos comunes, agrupadas aqui como "Others". Esto
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sugiere la presencia de un ecosistema microbiano diverso, compuesto por numerosos taxones de
baja abundancia que no pudieron ser clasificados.

A pesar de esta diversidad, un grupo central de familias mas abundantes forma la columna vertebral
de la comunidad en todas las muestras. Familias como Gemmatimonadaceae, Xanthobacteraceae,
Micromonosporaceae y Sphingomonadaceae, estan consistentemente presentes y representan una
proporcion significativa de la comunidad identificada. La comunidad bacteriana, a nivel de familia,
presentd una estructura central solida y bien conservada, que se mantuvo estable
independientemente de los tratamientos aplicados o de las variaciones temporales entre los afios
analizados.

Condicionini InoculacionTricho TratamientoControl

Family
—_
o\o - Others . edosphaeraceae
@ ]
[0} P
o C .
C
] Vici . Aci
© e
= i il
.8 . Gaiellaceae . Chitinophagaceae
S o M
=2 } K
-— e
5 S B anvon
o [ ey [l
. Nitrospiraceae

Figura 5. Abundancia relativa de familias bacterianas por muestra representada en graficos de
barras apiladas. Barras apiladas (eje X: muestra SRR, agrupadas por tratamiento/afio) muestran la

composicion por familia (colores segun leyenda). "Others" agrupa familias menos abundantes.
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4.4 Analisis del perfil funcional del microbioma del suelo segun el tratamiento, a partir de
datos de secuenciacion metagenémica de amplicon 16S, correspondientes a los periodos
noviembre 2014 - abril 2015 y noviembre 2015 - abril 2016.

En la Figura 6 para las funciones de metanotrofia (methanotrophy), metilotrofia (methylotrophy),
quitinolisis (chitinolysis), denitrificacion a partir de nitrato (nitrate_denitrification), denitrificacion
a partir de nitrito (nitrite_denitrification) y denitrificacion total (denitrification), no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en la abundancia relativa entre los tres tratamientos
(Condicionlni, TratamientoControl, InoculacionTricho), como lo indica la asignacion de la misma
letra “a@” para todos los grupos para estas funciones especificas. Esto sugiere que, bajo las
condiciones experimentales evaluadas, estos procesos particulares del ciclo del carbono y
nitrégeno no fueron alterados significativamente por el tratamiento control ni por la inoculacion

con T. harzianum ITEM 3636 en comparacion con la condicion inicial.

Se encontraron diferencias significativas inducidas por los tratamientos en cuatro funciones
metabolicas relacionadas principalmente con los ciclos del nitrogeno y del azufre. Tal es el caso
de la oxidacién aerobica de amonio (aerobic ammonia oxidation), en donde se muestra que la
abundancia relativa de esta funcion fue significativamente mayor en el tratamiento de inoculacion
de T. harzianum ITEM 3636 (“a”) en comparacion con la condicién inicial (“b”). El tratamiento
control (“ab”) presentd una abundancia intermedia, no diferenciandose estadisticamente ni
de condicion inicial ni de inoculacion de 7. harzianum ITEM 3636.

En cuanto a nitrificacion (nitrification), se observa que se sigui6é un patrén similar a la oxidacion
de amonio, la nitrificacion mostr6 una abundancia relativa significativamente superior
bajo inoculacion de 7. harzianum ITEM 3636 (“a”) respecto la condicion inicial (“b”), con
el tratamiento control (“ab”) en una posicion intermedia sin diferencias significativas con los otros
dos.

Sobre la respiracion de sulfato (sulfate respiration): Nuevamente, la inoculacion con 7. harzianum
ITEM 3636 (InoculacionTricho, “a”) promovioé una abundancia relativa significativamente mas
alta de esta funcidon en comparacion con la condicion inicial (“b”). El tratamiento control (“ab”)
no mostro diferencias significativas con los otros dos grupos.

Sobre la respiracion de compuestos de azufre (respiration_of sulfur compounds): Este proceso

también exhibi6 una abundancia relativa significativamente elevada en el tratamiento inoculacion
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de T harzianum ITEM 3636 (“a”) frente a la condicion incial (“b”), mientras que el tratamiento

control (“ab”) no difiri6 significativamente de ninguno de los otros dos tratamientos.
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Figura 6 . Efecto de los Tratamientos sobre la Abundancia Relativa de Potenciales Funciones

Metabdlicas Microbianas del Suelo. Box plots comparan funciones (eje Y) entre condicion inicial
(CondicionIni), control  (TratamientoControl) e inoculacién conT. harzianum ITEM
3636 (InoculacionTricho) (eje X, colores distintos). Letras diferentes (a, b) indican diferencias

significativas (p < 0.05, prueba post-hoc) entre tratamientos para cada funcién.
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4.5 Indices de diversidad del microbioma del suelo seguin el tratamiento, a partir de datos de
secuenciacion metagendmica de amplicdn 16S, correspondientes a los periodos noviembre
2014 - abril 2015 y noviembre 2015 - abril 2016.

4.5.1 Impacto de los tratamientos en la diversidad alfa del microbioma del suelo durante 2014—
2016.

Se evaluo la diversidad alfa de las comunidades bacterianas dentro de cada grupo experimental
(Condicionlni, InoculacionTricho, TratamientoControl) utilizando cinco métricas distintas:
numero de ASVs observadas (Observed), estimador de riqueza Chaol, y los indices de Shannon,
Simpson e Inverso de Simpson (InvSimpson), los cuales consideran tanto la riqueza como la
uniformidad (Figura 7).

La inspeccion visual de los graficos de cajas revel6 diferencias notables, particularmente en los
estimadores de riqueza Observados y Chaol. Las muestras correspondientes a la condicién inicial
(Condicionlni) presentaron consistentemente valores inferiores en estos dos indices en
comparacion con los tratamientos inoculacién de T. harzianum ITEM 3636 (InoculacionTricho) y
tratamiento control (TratamientoControl). Estos ultimos dos grupos mostraron niveles de riqueza
estimada y observada considerablemente mas altos y muy similares entre si.

Una tendencia similar se observd para los indices que incorporan la uniformidad. El indice de
Shannon fue visiblemente mas bajo en el grupo condicién inicial (CondicionlIni) respecto a los
otros dos tratamientos. Los indices de Simpson e InvSimpson, aunque mostraron diferencias mas
sutiles entre los grupos, también sugirieron una menor diversidad en las muestras de condicion
inicial (Condicionlni). Nuevamente, los tratamientos inoculacion de T. harzianum ITEM 3636
(InoculacionTricho) y tratamiento control (TratamientoControl), presentaron valores muy
parecidos entre ellos para los indices de Shannon, Simpson e InvSimpson, indicando niveles
comparables de diversidad y uniformidad bacteriana.

Previo a las comparaciones estadisticas entre grupos, se evalué la normalidad de los datos para
cada indice mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Como se muestra en la Tabla 5, los resultados
indicaron que ninguno de los indices de diversidad alfa, se distribuyeron normalmente (p < 0.0001
en todos los casos). Por lo tanto, las comparaciones estadisticas entre los tratamientos se realizaron

utilizando pruebas no paramétricas adecuadas.
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Tabla 5
Resultados de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para los indices de diversidad alfa.

Indice de Diversidad Alfa Estadistico W Valor p
Observed 0.40126 3.608e-06
Chaol 0.37454 2.412e-06
Shannon 0.41404 4.391e-06
Simpson 0.55397 4.549e-05
InvSimpson 0.38756 2.932e-06

indices de Diversidad Alfa por Tratamiento
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Figura 7 . Indices de diversidad alfa por tratamiento. Box plots comparan los indices Chao1l, Observed,
Shannon, Simpson e InvSimpson (eje Y) entre los tratamientos CondicionIni, InoculacionTricho y

TratamientoControl (eje X).
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4.5.2 Impacto de los tratamientos en la diversidad beta del microbioma del suelo durante 2014—
2016.

Se evaluaron las diferencias en la composicion general de la comunidad bacteriana (diversidad
beta) entre los tratamientos utilizando multiples enfoques complementarios: Escalamiento
Multidimensional No Meétrico (NMDS), Analisis de Varianza Multivariante Permutacional
(PERMANOVA) y Analisis de Redundancia (RDA).

Primero, se visualizé la estructura general de la comunidad mediante NMDS basado en la métrica
de disimilitud de Bray-Curtis (Figura 8). La ordenacion resultante present6 un excelente ajuste a
las distancias originales entre muestras (Estrés NMDS = 9.15e-05) y mostr6 una clara separacion
de la muestra correspondiente a la condicion inicial (CondicionIni, punto rojo). Esta muestra
(SRR7166474), previamente identificada por su baja riqueza de ASVs (Figura 3), se ubico aislada
del resto, principalmente a lo largo del primer eje NMDS. En contraste, las muestras de los
tratamientos inoculacion de T. harzianum ITEM 3636 (puntos verdes) y tratamiento control
(puntos azules) se agruparon estrechamente, indicando una alta similitud en su composicion
comunitaria.

Para confirmar estadisticamente las diferencias observadas, se realiz6 un PERMANOVA. El
andlisis del modelo que incluia los factores tratamiento y afio result6 altamente significativo (R2 =
0.445, p = 0.001, Tabla 6), validando que la estructura general de la comunidad bacteriana diferia
significativamente entre los grupos experimentales definidos por estos factores.

Finalmente, para determinar la contribucién especifica y lineal de los factores tratamiento y afio a
la variacion observada, se llevo a cabo un RDA sobre los datos transformados con Hellinger
(Figura 9). ElI modelo RDA global fue significativo con un p = 0.001 (Tabla 7) y explic6 un
22.8% de la variacion ajustada (Adj. R?) en la composicion bacteriana. El andlisis detallado de los
efectos marginales de los factores dentro de este modelo restringido (Tabla 7) revel6 que el
afo tuvo una influencia estadisticamente significativa (F = 4.0493, p = 0.002), mientras que el
factor tratamiento no mostro un efecto marginal significativo (F = 1.0955, p = 0.284). En
consonancia con esto, Unicamente el primer eje canonico (RDAL), que separaba principalmente
las muestras por afio y aislaba la condicién inicial, resultd ser estadisticamente significativo (F =
4.0663, p = 0.001).

En sintesis, los analisis de diversidad beta (NMDS, PERMANOVA, RDA) proporcionan una

imagen coherente. Demuestran que la comunidad bacteriana inicial (Condicionlni, SRR7166474)
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era composicionalmente distinta de las comunidades al final del experimento. Si bien el modelo
PERMANOVA confirm6 diferencias  significativas  generales asociadas a los
factores tratamiento y afio, el analisis RDA especificd que, dentro de la variacién lineal explicada,
el factor afo fue el principal impulsor significativo detectado, sin evidencia de un efecto marginal
significativo del tratamiento per se en esta aproximacion lineal restringida. El tratamiento,

considerado por si solo, no mostré un efecto estadisticamente significativo.

Tabla 6
Resultados del Analisis de Varianza Multivariante Permutacional (PERMANOVA) para la

diversidad beta bacteriana.

Fuente de Variacion Df Suma de R2 Pseudo- p-
Cuadrados F valor
(Sum Sq)
Modelo (Treatment + Year) 3 0.853 0.445 2.14 0.001
Residuales 8 1.062 0.555

Total 11 1.915 1.000
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Figura 8 . Visualizacion de la diversidad beta bacteriana mediante NMDS (distancia Bray-Curtis).
Los puntos representan muestras individuales, coloreadas por tratamiento: Condiciéon Inicial
(Condicionlni), Inoculacién con T. harzianum ITEM 3636 (InoculacionTricho) y Tratamiento Control

(TratamientoControl). La proximidad entre puntos indica mayor similitud en la composicion comunitaria.

Tabla 7

Resumen de las pruebas de permutacion para el Analisis de Redundancia (RDA).

Fuente de Variacion Df Varianza Pseudo-F p-valor

Modelo Global 3 0.1680 2.0801 0.001 ***

Términos Marginales:

Treatment 2 0.0590 1.0955 0.284

Year 1 0.1090 4.0493 0.002 **




41

Ejes Candnicos (RDA):

RDA1 1 0.1095 4.0663 0.001 ***
RDAZ2 1 0.0440 1.6326 0.368
RDA3 1 0.0146 0.5413 0.864
Residuales 8 0.2154

Analisis de Redundancia (RDA)

Variacion total explicada por restricciones (Adj. R2): 22 8%
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Figura 9. Andlisis de Redundancia (RDA) de la composicion bacteriana explicada por pretratamiento

y Afo. El modelo explica 22.8% (Adj. R?) de la variacion. Puntos (muestras) coloreados/formados por
Tratamiento/Afo. Ejes RDAL (65.2%) y RDA2 (26.2%) indican las principales dimensiones de variacion
restringida. Las anotaciones indican la significancia marginal de los factores (Afio p=0.002, Tratamiento
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Capitulo V: Discusién

El presente estudio tuvo como objetivo general evaluar la composicién y funcionalidad del
microbioma del suelo en un cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) bajo diferentes condiciones,
incluyendo la inoculacion con T. harzianum ITEM 3636, durante dos ciclos agricolas (2014-2015
y 2015-2016). Mediante el andlisis bioinforméatico de datos de secuenciacion del amplicon 16S
rRNA, se buscd caracterizar la diversidad taxonomica y funcional, determinar la estructura
comunitaria y comparar las diferencias entre las condiciones experimentales (suelo inicial, control

sin inocular, inoculado con T. harzianum).

5.1 Calidad de Datos y Profundidad de Secuenciacién

La validez de las conclusiones del estudio depende de la calidad de los datos de secuenciacion.
Los controles (FastQC/MultiQC) confirmaron una alta calidad general de las bases, a pesar de
artefactos esperados en amplicones como alta duplicacion (~89-90%) y, notablemente, un sesgo
en la composiciéon de nucleétidos al inicio de las secuencias, evidenciado en ambos periodos
(Figura 2). Como menciona Martin et al. (2018), este sesgo inicial puede atribuirse a la
preparacion de la libreria, posiblemente por eficiencias diferenciales en la amplificacion o ligacion.
Sin embargo, estos artefactos técnicos no comprometieron la idoneidad general de los datos para

el analisis (Tabla 4).

Crucialmente, las curvas de rarefaccion (Figura 3) indicaron que la profundidad de secuenciacion
(~35,000-40,000 lecturas) fue suficiente para capturar la mayor parte de la diversidad de ASVs, al
alcanzar una meseta. La muestra SRR7166474 (Condicionlni) presentd una riqueza notablemente
inferior, con abundancia en pocos grupos dominantes y escasa representacion en otros. Este perfil,
aunque distinto, podria reflejar una condicion bioldgica real del ecosistema inicial, como han
reportado otros estudios donde muestras de baja diversidad son consideradas parte integral del
estado basal del suelo (Bell & Bell, 2021). Dado que su curva de rarefaccion también alcanzo6 una
meseta, y representa una condicion experimental valida, se decidio conservarla para capturar la
variabilidad real del sistema y evitar la pérdida de informacién sobre el estado natural pre-

inoculacion. Esta validacion conjunta de calidad y profundidad asegura que los analisis posteriores
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reflejen patrones biologicos robustos, fundamentando las interpretaciones relativas a los objetivos

del estudio.

5.2 Caracterizacion Taxonomica y Estructura de la Comunidad Bacteriana

En linea con el primer objetivo especifico, la caracterizacion taxonomica revel6 una comunidad
bacteriana muy diversa. El anélisis de abundancia relativa a nivel de género (Figura 4) mostré la
presencia de un nucleo de géneros dominantes y relativamente estables a través de las condiciones
y afios, incluyendo Gemmatimonas, Acidiferrimicrobium, Candidatus Solibacter y Sphingomonas
y las familias correspondientes como Gemmatimonadaceae, Xanthobacteraceae Yy
Sphingomonadaceae (Figura 5). La persistencia de estos taxones sugiere que constituyen
miembros centrales y adaptados del microbioma en este sistema de cultivo de mani, lo que indica
que poseen una alta capacidad de adaptacion a las caracteristicas fisico-quimicas del suelo. En
estudios anteriores como el de Xia et al., (2020) explora profundamente como la textura, y las
propiedades fisicoquimicas asociadas a ella como porosidad, agua, nutrientes, proteccion fisica,
junto con el pH y la humedad, son factores clave que estructuran y modulan las comunidades
bacterianas en el suelo. Probablemente desempefiando funciones clave en la dindmica edafica del
suelo, incluyendo el ciclo de nutrientes, la optimizacion de la tolerancia al estrés ambiental y la
interaccion con las raices de las plantas (Xia et al., 2020). Esta tltima funcion se ve reforzada por
la capacidad de ciertos hongos, como Trichoderma, de promover la formacién de agregados
estables en el terreno a través de la generacion de polisacaridos y la interaccion con exudados de
raices y particulas minerales (Mesa et al., 2019), optimizando de esta manera la estructura del

habitat microbiano y de raices.

Gemmatimonadetes y Acidobacteria (a la que pertenece Candidatus Solibacter) son filos
comunmente abundantes y diversos en suelos, desempefiando roles ecoldgicos importantes
(Delgado et al., 2019). Un ejemplo de ellos es Gemmatimonas, que ha sido descrita como una
bacteria oligotrofica comdn en terrenos agricolas, que tiene la habilidad de aprovechar diferentes
fuentes de carbono e involucrarse en el ciclo del fosforo, lo que indica un rol ecolégico en la
eficacia de la utilizacion de nutrientes (Sazykin et al., 2023). Acidiferrimicrobium se ha encontrado
en suelos acidos y se relaciona con el metabolismo del hierro y la tolerancia a ambientes con bajos
niveles de pH, condiciones comunes en suelos cultivados intensivamente (Gonzalez et al., 2020).

Sphingomonas es conocido por su versatilidad metabdlica, incluyendo la degradacién de
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compuestos organicos complejos. Segun Leys et al. (2004), Sphingomonas puede aislarse de
diversos ambientes, como suelos terrestres, subsuperficiales y de rizosfera. Esto respalda que su
presencia como género dominante en el suelo agricola sea esperable, dado que son habitantes
comunes y bien adaptados a estos ecosistemas. Ademas, su deteccion en la rizosfera sugiere una

posible interaccion con las raices de las plantas en este caso, mani.

A nivel de familia (Figura 5), se observé una notable estabilidad estructural entre tratamientos y
afios, con familias como Gemmatimonadaceae, Xanthobacteraceae, Micromonosporaceae Yy
Sphingomonadaceae consistentemente presentes. Un hallazgo relevante fue la alta proporcion
(~50%) de secuencias clasificadas como "Others", representando taxones de baja abundancia. Esto
subraya la existencia de una “biosfera rara” significativa en el suelo, que contribuye
sustancialmente a la diversidad taxonomica total y puede albergar un reservorio de potencial
funcional importante. Como demuestran estudios comparativos entre métodos basados en cultivo
y secuenciacion directa, la secuenciacion de amplicones, si bien potente para caracterizar la
comunidad general, puede subestimar la presencia y diversidad de microorganismos de baja
abundancia. Es plausible que muchos de estos miembros poco abundantes, que podrian ser
detectados mediante cultivo o secuenciacion mas profunda, desempefien roles ecoldgicos cruciales
(Shade et al., 2012). En nuestro caso, es posible que la inoculacién con Trichoderma no haya
alterado drasticamente la composicion de los taxones bacterianos mas abundantes, pero si haya
interactuado o influido selectivamente sobre miembros de la biosfera rara que poseen las funciones
clave detectados. Estos organismos raros, aunque poco representados en nuestros perfiles de
abundancia relativa, podrian ser responsables de los cambios funcionales observados, actuando

como efectores claves de la influencia de Trichoderma en la dindmica biogeoquimica del suelo.

Comparando las condiciones experimentales, los analisis taxondmicos a nivel de género y familia
no revelaron diferencias drasticas y consistentes atribuibles directamente a la inoculacion con T.
harzianum ITEM 3636 o al cultivo de mani per se (TratamientoControl vs Condicionini) en
términos de los taxones dominantes. Si bien se notaron fluctuaciones interanuales y variaciones
puntuales, la estructura general de la comunidad dominante parecié resiliente a los tratamientos
aplicados en este estudio. Esto podria indicar que los efectos de Trichoderma sobre la comunidad
bacteriana son sutiles, afectan a taxones menos abundantes no destacados en estos analisis, 0 se

manifiestan mas a nivel funcional que estructural. Este hallazgo subraya la importancia de
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considerar que los cambios funcionales en el microbioma del suelo no siempre se reflejan en
alteraciones masivas de la estructura comunitaria dominante detectable mediante secuenciacion

estandar de amplicones (Shade et al., 2012).

5.3 Diversidad Alfa y Beta: Efectos del Tiempo y Tratamiento

El andlisis de diversidad alfa (Figura 7, Tabla 5) cumplio parte del segundo objetivo especifico,
mostrando diferencias significativas entre las condiciones. Consistentemente, la condicion inicial
(CondicionlIni) present6 una menor riqueza (Observed, Chaol) y diversidad (Shannon, Simpson,
InvSimpson) en comparacion con los tratamientos posteriores (InoculacionTricho,
TratamientoControl). Estos ultimos dos no difirieron significativamente entre si, sugiriendo que el
establecimiento del cultivo de mani, independientemente de la inoculacion, o simplemente el paso
del tiempo y los cambios ambientales asociados entre los periodos de muestreo, promovieron un

aumento en la diversidad bacteriana observable (De Leon Lorenzana, 2018; Ganuza et al., 2018).

La siembra de plantas puede enriquecer la diversidad microbiana del suelo a través de la
rizodeposicion que se trata del proceso por el cual las raices exudan aztcares, aminoacidos, acidos
organicos y otras moléculas. Estos exudados actian como fuentes de carbono y energia para los
microorganismos del suelo, promoviendo el crecimiento y enriquecimiento de comunidades
microbianas especificas (Mesa et al., 2019). Haichar et al. (2008) demostraron que los exudados
de las raices y el habitat de la planta moldean significativamente la estructura de la comunidad
bacteriana del suelo. Ademas, sefialaron que la presencia de raices de plantas no solo aumenta la
biomasa microbiana en el suelo, sino que también mejora la diversidad taxondmica y funcional

del microbioma.

Es importante destacar que, en nuestro estudio, no se encontraron diferencias significativas en los
indices de diversidad alfa entre el tratamiento control (TratamientoControl) y el tratamiento
inoculado con Trichoderma (InoculacionTricho). Esto sugiere que, si bien la presencia del cultivo
de mani ejercio una fuerte influencia positiva sobre la diversidad bacteriana en comparacion con
el estado inicial, la inoculacién especifica con T. harzianum ITEM 3636 no generé un impacto
adicional detectable en estas métricas de diversidad alfa. Esto sefiala que T. harzianum ITEM 3636

tiene la capacidad de ser un biocontrol efectivo sin comprometer la biodiversidad del suelo,
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resaltando su potencial para el manejo sostenible de cultivos y la preservacion de la salud del

ecosistema agricola (Ganuza et al., 2018).

Los analisis de diversidad beta proporcionaron una vision complementaria. EI NMDS (Figura 8)
visualizé claramente la separacion de la muestra inicial (SRR7166474), corroborando su
composicion distintiva. Las muestras de los tratamientos inoculacion de Trichoderma
(InoculacionTricho) y tratamiento control (TratamientoControl) se agruparon, indicando una
mayor similitud composicional entre ellas que con la condicion inicial. El anélisis PERMANOVA
(Tabla 6) confirmd que existian diferencias significativas en la estructura comunitaria
considerando los factores Tratamiento y Afio conjuntamente (R?=0.445, p=0.001). Sin embargo,
el analisis RDA (Figura 9, Tabla 7), que evalla las relaciones lineales, atribuyd la mayor parte
de la varianza explicada significativa al factor Afio (p=0.002), mientras que el efecto marginal del

Tratamiento no fue estadisticamente significativo (p=0.284).

A pesar de que el analisis PERMANOVA detectod diferencias significativas en la estructura
comunitaria entre tratamientos y afios, el RDA mostré que el afio explicé de manera mas fuerte la
varianza composicional, mientras que el tratamiento no fue significativo. Esto podria deberse a
que efectos como la inoculacion con Trichoderma son mas sutiles o no lineales, caracteristicas que
RDA, al modelar solo relaciones lineales, podria no capturar completamente (Ramette, 2007,
Prober et al., 2015). Ademas, las fluctuaciones interanuales, asociadas a condiciones ambientales
fluctuantes, son un agente conocido de la dinamica microbiana en suelos agricolas (Prober et al.,
2015).

5.4 Perfil Funcional Inferido y Potencial Impacto de Trichoderma

La prediccion funcional (Figura 6), abordando el primer y tercer objetivo especifico, reveld
diferencias significativas inducidas por los tratamientos en funciones clave, particularmente en los
ciclos del nitrégeno y azufre. Wang et al. (2023) demostraron que los biofertilizantes enmendados
con Trichoderma aumentan la biodiversidad de hongos beneficiosos en el suelo, lo que se traduce
en una mayor productividad vegetal. Esta influencia se atribuye, en parte, a la estimulacion de
microorganismos asociados a la mineralizacion de nutrientes, incluyendo procesos criticos del
ciclo del nitrogeno y del azufre. Consistentemente, en este estudio, la inoculacion con T.

harzianum ITEM 3636 (InoculacionTricho) se asocid con una mayor abundancia relativa de genes
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putativamente involucrados en la oxidacioén aerébica de amonio, nitrificacion, respiracion de
sulfato y respiracion de compuestos de azufre, en comparacion con la condicién inicial
(Condicionlni). De forma similar, Wei et al. (2023) reportaron que la inoculacién con T. harzianum
ST02 en cultivos de sorgo dulce en suelos salinos incremento significativamente la abundancia de
genes funcionales del ciclo del nitroégeno, incluyendo nifH (fijacién bioldgica de nitrogeno) y

amoA (oxidacién de amonio), tanto en la rizosfera como en el suelo circundante.

Estos hallazgos refuerzan la idea de que diferentes cepas de T. harzianum pueden estimular
selectivamente comunidades microbianas funcionales relacionadas con la mejora de la fertilidad y
el reciclaje de nutrientes en distintos tipos de suelos. El tratamiento control a menudo ocupé una
posicién intermedia. Estos hallazgos son particularmente relevantes, ya que Trichoderma spp. son
conocidos promotores del crecimiento vegetal, en parte por su capacidad para mejorar la
solubilizacidn y disponibilidad de nutrientes (Hernandez et al., 2019; Cambero et al., 2023; Mujica
etal., 2017). El aumento inferido en la actividad de nitrificacion (conversién de amonio a nitrato)
y en procesos del ciclo del azufre podria reflejar una estimulacion indirecta de grupos bacterianos
especificos involucrados en estos ciclos por parte de T. harzianum, ya sea a través de la
modificacion del ambiente rizosférico, la liberacion de metabolitos o la mejora de la salud de la
planta (lizuka et al., 2024).

Por otro lado, funciones como la metanotrofia, metilotrofia, quitinolisis y denitrificacion no
mostraron diferencias significativas, sugiriendo que el impacto de T. harzianum ITEM 3636 fue
selectivo sobre ciertas vias metabdlicas bajo estas condiciones. Shahriar et al. (2022) encontraron
que los metabolitos secundarios de Trichoderma influyen en la estructura y funcion de las
comunidades microbianas no patégenas del suelo. Sin embargo, ciertos procesos metabolicos,
como la metanotrofia y la denitrificacion, no se vieron alterados de manera significativa, lo que
podria indicar que las interacciones de Trichoderma con las comunidades microbianas varian en

funcidn del tipo de funcion microbiana.
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Capitulo VI: Conclusiones

e El estudio logro caracterizar de manera efectiva la composicion taxonémica y el potencial
funcional del microbioma bacteriano del suelo en cultivos de mani, bajo las condiciones
evaluadas. La variacion en la abundancia relativa de géneros clave como Candidatus
Solibacter y Streptomyces entre los periodos 2014-2015 y 2015-2016, asi como entre
tratamientos, destaca la influencia de factores temporales y ambientales, ademas del efecto
de la inoculaciéon con T. harzianum ITEM 3636, en la estructuracion de la comunidad
bacteriana. El incremento notable de Streptomyces en algunas muestras tratadas sugiere un
posible efecto beneficioso inducido, posiblemente vinculado a la mejora de la salud del

suelo o al estimulo de mecanismos naturales de control biol6gico asociados a este género.

e A pesar de no inducir cambios drasticos en la estructura taxondmica dominante ni en la
diversidad alfa en comparacion con el control, la inoculacion con T. harzianum ITEM 3636
se asoci6 significativamente con un mayor potencial genético inferido para funciones clave
del ciclo del nitrégeno y azufre, sugiriendo una modulacion funcional selectiva como su

principal efecto detectable en este sistema.
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Capitulo VIl Recomendaciones

Para el presente estudio, los analisis bioinformaticos se adaptaron para trabajar con las
caracteristicas de los datos de secuenciacion obtenidos. No obstante, se reconoce que partir
de secuencias con una calidad inherente potenciaria la robustez de los analisis y la
resolucion de los resultados. Por lo tanto, como recomendacion para futuras
investigaciones en esta linea, se sugiere explorar la optimizacion de los protocolos de
laboratorio (wet-lab), incluyendo posibles re-extracciones o ajustes en la secuenciacion,
con el objetivo de maximizar la calidad de los datos iniciales y, consecuentemente, la

fiabilidad de las conclusiones.

El presente estudio solo se centrd en bacterias (16S rRNA). Para obtener una vision mas
completade la interaccion de T. harzianum (un hongo) con el microbioma, es crucial incluir
el andlisis de la comunidad fungica (mediante secuenciacion del espaciador interno

transcrito - ITS) en futuros estudios.

Dado que el principal efecto observado fue sobre el potencial funcional inferido, se
recomienda realizar estudios futuros utilizando metatranscriptomica para medir expresion
génica o ensayos de actividad enzimatica especificos en el suelo para confirmar si este

potencial se traduce en una mayor actividad biogeoguimica real.

Se sugiere que en futuras investigaciones el enfoque que se estudie sea integrado, que
considere la integracion de la cepa T. harzianum con diversas practicas de manejo del suelo,
como estrategias de fertilizacion optimizadas, rotacion de cultivos, el uso de enmiendas
organicas, y la aplicacidén conjunta con otros microorganismos beneficiosos, o agentes de

control biolégico compatibles.
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Capitulo IX: Anexos

Anexos 1

Archivos resultantes del procesamiento realizado a través de la linea de comandos.

Enlace:
https://drive.google.com/drive/folders/1EV6s1Ld-EOwjdIL75pM1y0c kAOky8DS?usp=sharing

Anexos 2
Visualizacioén de los andlisis de control de calidad A) el entorno R, y B) la plataforma Galaxy
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Anexos 3

Archivo phyloseq en formato RD pipeline. Enlace:

https://drive.google.com/drive/folders/1EV6s1Ld-EOwjdIL75pM1y0c kAOky8DS?usp=sharing

Anexos 4
Pipeline de trabajo bioinformético para el anlisis de datos de amplicon
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