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RESUMEN

El maiz (Zea mays ssp. mays) es una subespecie ampliamente cultivada desde
hace aproximadamente 10,000 anos y México es considerado su centro de
origen, domesticacion y diversificacion, razones por las cuales es importante
abordar las diversas problematicas asociadas al cultivo de este cereal, entre las
cuales destaca el reemplazo de semillas nativas por semillas hibridas. El estado
de Chiapas se encuentra entre los principales productores de maiz en México y
el reemplazo que ocurre en este estado afecta la conservacion de la
agrobiodiversidad, entre ella la diversidad bacteriana, la cual es vital para el
presente y futuro de la agricultura en un contexto de cambios menos
predecibles. Debido a ello, el objetivo de este trabajo fue analizar la influencia
del origen nativo e hibrido de la semilla sobre las comunidades bacterianas de la
rizosfera de plantas de maiz en el municipio de Ocozocoautla de Espinosa en
Chiapas. Se analizaron 42 muestras de suelo rizosférico colectadas en seis ejidos
divididos en dos regiones de acuerdo con sus caracteristicas asociadas: region 1
con humedad baja y regidon 2 con humedad media. Para describir la diversidad
de las comunidades bacterianas de la rizosfera de plantas provenientes de
diferentes tipos de semillas se realizaron analisis de diversidad alfa y beta.
Posteriormente, se construyeron redes de co-ocurrencia y exclusion entre el
origen de la semilla de maiz asociado a las dos regiones con diferente humedad
y se compararon con ayuda de parametros topoldgicos obtenidos en cada red.
Aunque la diversidad alfa no mostré diferencias significativas, la diversidad beta
si, ya que la composicion de las comunidades bacterianas en la semilla hibrida se
vio afectada. En las redes de co-ocurrencia y exclusion se encontraron cambios
entre las semillas nativas e hibridas, particularmente se observd una
disminucion drastica en el numero total de asociaciones cuando la semilla
hibrida se asocié a la humedad media. EIl mayor nimero de relaciones de
co-ocurrencia en la semilla nativa bajo humedades diferentes puede

relacionarse con la amplia adaptacion de estas semillas a una gama de entornos,



lo cual no ocurre con las semillas hibridas bajo condiciones ambientales
adversas, distintas a las de su concepcion. Ademas, las redes de co-ocurrenciay
exclusion de las semillas nativas fueron mas estables, complejas y presentaron
asociaciones con diferentes filos bacterianos. Por lo tanto, observamos que
emplear este método fue adecuado para analizar la influencia del origen de la
semilla de maiz. Este trabajo de investigacion permite sefialar que las semillas
nativas presentan caracteristicas Unicas que muy probablemente permitiran la
conservacion de la agrobiodiversidad a largo plazo, junto con los conocimientos
que cada familia campesina ha transmitido de generacién en generacién y que
han originado una mayor diversidad debido al desarrollo de las semillas en un

contexto cultural y ambiental local.

ABSTRACT

Maize (Zea mays spp. mays) has been a widely cultivated subspecies for around
10, 000 years and Mexico is considered it's centre of origin, domestication and
diversification. This is why it is important to approach the associated challenges
related to the cultivation of this crop, among which stands out the replacement
of landrace seeds by hybrid ones. The state of Chiapas is one of the main
producers of maize in Mexico, and the seed replacement that takes place in this
state threatens agrobiodiversity conservation, particularly bacterial diversity
which is vital for the present and future of agriculture in a context of
unpredictable change. Because of this, the objective of this project was to
analyze the influence of landrace and hybrid seed origin on bacterial
communities of maize rhizosphere in the municipality of Ocozocoautla de
Espinosa, Chiapas. 42 samples of rhizospheric soil were analyzed, which were
collected in six ejidos that were divided in two regions according to their
associated characteristics: region 1 with low humidity and region 2 with medium
humidity. To describe bacterial community diversity of plant rhizosphere from

different types of seeds, alpha and beta diversity analysis were carried out.



Afterwards, co-occurrence and exclusion networks were built to compare the
maize seed origin associated to the regions of varying humidity. Topological
parameters were used to compare the resulting networks. Although alpha
diversity didn't show significant differences, beta diversity did since the bacterial
community composition in the hybrid seeds was affected. Co-occurrence and
exclusion networks showed changes between landrace and hybrid seeds,
particularly a sharp decrease in the total number of associations was observed
when the hybrid seeds grew in medium humidity. The greatest number of
co-occurrence relationships of landrace seeds under varying humidity conditions
could be related to the wide adaptation of these seeds to an ample range of
environments, which isn't the case for hybrid seeds under hostile environmental
conditions that differ to those of their conception. Furthermore, co-occurrence
and exclusion networks of landrace seeds were more stable as well as complex
and showed associations with different bacterial phyla. Therefore, we observed
that using this method was appropriate to analyze the influence of maize seed
origin. This research shows that landrace seeds have unique characteristics that
will likely allow agrobiodiversity conservation in the long term along with the
preservation of knowledge that every farming family has transmitted from
generation to generation and has originated greater diversity due to the

development of seeds in a local cultural and environmental context.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia y problematicas asociadas al cultivo de maiz en el estado de
Chiapas, México

El maiz (Zea mays ssp. mays) es una subespecie ampliamente cultivada de
manera continua en México desde hace aproximadamente 10,000 aiios (Kato et
al., 2009, CONABIO, 2020). En México se concentra, "muy probablemente, la
mayor diversidad del maiz del mundo y aqui han evolucionado y viven sus
parientes silvestres, los teocintles, y otro conjunto de gramineas relacionadas,
especies del género Tripsacum (maicillos)" (CONABIO, 2020). Es importante
considerar que “el uso de semillas locales es una tradicién agricola que
mantiene un vinculo con los antepasados, con los pueblos originarios y con la
creencia del caracter sagrado de la Tierra. En la seleccién de semillas por color,
tamano, raza, uso, etcétera; las familias campesinas reproducen los
conocimientos agricolas heredados, dando continuidad y vigencia a los
conocimientos ancestrales” (Gémez, 2015). Debido a ello, este pais es
considerado su centro de origen, domesticacion y diversificacion (Kato et al.,

2009; Serratos, 2009; Delgado et al., 2018).

Este cereal posee una fuerte carga sociocultural, pues ha sido la base de la
alimentaciéon hasta nuestros dias (Cuevas, 2014). En México, el estado de
Chiapas se encuentra entre los principales productores de maiz, ya que ocupa el
numero ocho de las entidades con mayor produccidon (Agencia de Servicios a la
Comercializacion y Desarrollo de Mercados Agropecuarios [ASERCA], 2018;
Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2019). Sin embargo,
la produccién de este cultivo actualmente presenta diversas problematicas
agricolas, socioculturales, de conservacion genética y socioecondmicas. Entre los
problemas agricolas destaca el uso excesivo de insumos externos (fertilizantes
quimicos, herbicidas, plaguicidas) y el reemplazo de semillas nativas por semillas

hibridas (semillas concebidas en programas de mejoramiento genético) (Delgado



et al., 2018). Por lo tanto, las semillas nativas se cultivan con frecuencia en
parcelas vecinas a campos de semillas hibridas (Bellon y Hellin, 2011). Para
decidir entre los dos tipos de semillas de maiz, primero se deberian conocer las
ventajas y desventajas que cada una presenta y, a partir de eso, tomar una
decision mas informada. Ademas, no todas las familias campesinas cuentan con

las mismas oportunidades y condiciones de cosecha (Gémez, 2015).

La seleccion de la semilla se sustenta principalmente en los siguientes criterios:
“i) mayor rendimiento; ii) mayor resistencia a plagas y enfermedades, como
gusano cogollero (Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)) o el complejo mancha de
asfalto (Phyllachora maydis, Monographella maydis y Coniothyrium
phyllachorae) vy iii) mejor precio de venta del grano” (Delgado et al., 2018). No
obstante, seria importante considerar otras caracteristicas para elegir la semilla,
por ejemplo, el tipo de consumo y uso que tendra el maiz de acuerdo con las
distintas preferencias culturales y sociales (Bellon et al., 2018) y no sélo preferir
aquella que cumpla con los criterios antes mencionados, pues el uso de semillas
hibridas puede conllevar consecuencias de mas largo plazo, ademas de que

necesitan insumos y cuidados especiales para desarrollarse favorablemente.

Otro aspecto que cobra gran importancia en la seleccion de la semilla es el papel
de los programas gubernamentales agricolas, ya que estos fomentan la
comercializacion y adopcion de semillas hibridas (Bellon y Hellin, 2011). En
Chiapas, la adopcion e introduccion de estas semillas se vio favorecida por el
Programa de Apoyos Directos al Campo (PROCAMPOQO), asi como por el subsidio
de semillas financiado por el gobierno. De acuerdo con resultados de Bellon y
Hellin (2011), las semillas hibridas serian menos competitivas que las semillas
nativas sin las intervenciones del gobierno, ya que las familias campesinas
sembrarian por voluntad propia mas areas con semillas nativas de maiz. Sin

embargo, existen condiciones cambiantes que conllevan a que las familias

10



campesinas se adapten a la liberalizacion del mercado en el sector del maiz, por
ejemplo, el precio de las semillas y de los fertilizantes quimicos y la
competitividad comercial entre los dos tipos de maiz, ya que las semillas
hibridas presentan mayores rendimientos y mayor capacidad de respuesta ante

la aplicacién de fertilizantes (Bellon y Hellin, 2011).

El reemplazo de las semillas nativas también genera problemas socioculturales y
de conservacion bioldgica, ya que es un cultivo que en primera instancia es
manejado por familias campesinas con integrantes de media a avanzada edad y
empleado principalmente para el autoconsumo, por lo que la conservaciéon de
las semillas nativas en México depende en buena medida de la edad, ya que, si
son mas jovenes, menor sera la preocupacion por mantener la produccion
maicera que tenia como principal fin el autoabasto y, por ende, la conservacidn
y el uso de semillas nativas (Eakin y Guadarrama, 2008; en Casanova et al.,
2019). Con el envejecimiento de la poblacidon dedicada a la agricultura y la
migracion de algunas familias campesinas, el panorama de este cultivo es

preocupante (Lazos y Chauvet, 2012).

La situacion de las familias campesinas se ha visto influenciada por dinamicas
socioecondmicas como la falta de rentabilidad y apoyo hacia la produccién de
este cereal, lo cual trae como principal consecuencia el abandono de las tierras.
Esto ocurre porque muchas familias campesinas dejan de considerarla una
actividad econémica redituable (Ramirez et al., 2018). Ademas, la erosion del
tejido social influye negativamente sobre la organizacion comunitaria y dificulta
la busqueda de alternativas para responder ante dichas situaciones (Perea,
2010; en Lazos y Chauvet, 2012). A pesar de todo el panorama mencionado, las
familias campesinas en México contindan produciendo maiz nativo porque es un

cultivo multifuncional que tiene una gran importancia cultural y contribuye con
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el suministro local y regional de maiz (Bellon et al., 2018; Bellon et al., 2021;

Eakin et al., 2014).

1.2. Semillas nativas frente a semillas hibridas

Las variedades nativas o locales de maiz se caracterizan por su diversidad
genética, la cual es resultado de la polinizacion cruzada y de la influencia de
nuestros/as antepasados/as, ya que se han cultivado dentro de un complejo de
interacciones ecoldgicas, seleccion y manejo guiados por practicas y
conocimiento acumulado e intercambiado por miles de afios. Estan adaptadas a
condiciones ecoldgicas y climaticas propias de cada regién geografica o donde
habita cada familia campesina. Asimismo, se generan a partir de semillas que se
seleccionan 'y guardan para la cosecha siguiente (Rivera, 2012;
Guevara-Hernandez et al., 2019; Gémez, 2019). Dentro de las caracteristicas que
las familias campesinas seleccionan de los distintos maices nativos se
encuentran su calidad, sabor y sobrevivencia a condiciones particulares (climas,
suelos, plagas y diversidad de practicas agricolas), ya que estas caracteristicas no
siempre se obtienen en las semillas hibridas (Lazos y Chauvet, 2012; Galindo,
2013). Lo anterior permite entender por qué México tiene una gran diversidad
dentro y entre cada una de las 64 razas reportadas, de las cuales 59 se

consideran nativas (CONABIO, 2020).

Las semillas hibridas, a diferencia de las nativas, se producen mediante el uso de
lineas endogamicas y un sistema de hibridacidon. Las lineas endogdamicas se
obtienen a partir de la autopolinizacién repetida de poblaciones de maiz y
generan plantas con una configuracidén genética fija y uniforme, pero que son
mas pequefias y menos vigorosas debido a un fendmeno conocido como
“depresion endogamica”. Sin embargo, al cruzar dos lineas endogamicas no
emparentadas se forma una semilla que presenta vigor hibrido o heterosis y un

mayor rendimiento en la siguiente generaciéon (Erickson y Atnaseo, 2011;
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MacRobert et al., 2014). Estas semillas son utiles para las familias campesinas
debido a su mayor rendimiento (Casanova et al., 2019), pero tienen una
produccidon buena sélo durante un ciclo, ya que de volver a sembrarlas se
produce poco y dan mazorcas pequefias porque se pierde la heterosis (Lopez,
2018), por ello, en cada ciclo de siembra se adquieren nuevas (Gémez, 2019).
Aunque también es posible que las acriollen, es decir, algunas familias
campesinas usan las semillas hibridas y las mezclan entre cosechas para
adaptarlas a sus condiciones ambientales después de algunas generaciones y asi
fortalecer su semilla nativa de maiz, lo cual es posible bajo el convenio de la

UPOV 1978 (Oropeza, 2020).

Las semillas hibridas se han desarrollado en sistemas suplementados con
paquetes tecnoldgicos que incluyen fertilizantes, herbicidas o plaguicidas en
condiciones homogéneas, por lo que su capacidad de resistir a condiciones
ambientales diversas es menor que las semillas nativas (Gémez, 2015). Ademas,
las semillas hibridas son rentables cuando se reproducen en condiciones
similares a las que fueron concebidas (Jaffe y Srivastava, 1994; Zurita et al.,
2012; Casanova et al., 2019). El uso de estos paquetes tecnolégicos se traduce
en cuatro problemas fundamentales: i) la resistencia de las plagas y la presencia
de vectores de enfermedades por el uso indiscriminado de agroquimicos; ii) la
dependencia hacia los agroquimicos necesarios para su productividad; iii) la
pérdida, por causa de los agroquimicos, de la microfauna y la microflora del
suelo relacionada con la fertilidad natural y; Jjii) los dafios ocasionados a otros
cultivos, ya que a su vez provocan el abandono de otras especies que décadas
atrds jugaban un papel importante en la dieta local, asi como una pérdida de las

variedades nativas (Casanova et al., 2019).
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1.3. Influencia de los sistemas de produccion de semillas de maiz sobre la
agrobiodiversidad

La conservacién de las semillas nativas tiene gran valor en la agricultura
campesina, ya que forman parte de la vida de los pueblos; donde el
conocimiento tradicional es el legado de diferentes culturas, de todas las
personas, sus antepasados/as y descendientes (Heifer Ecuador, 2011; en Arrobo,
2017). Con la Revolucién Verde se impulsé la industria semillera y se promovid el
uso de variedades de “alto rendimiento”, lo que provocd que se abandonaran
miles de variedades tradicionales (Bravo, 2014; Arrobo, 2017). Sin embargo,
también se presentaron algunas ventajas como el aumento en la produccién de
alimentos para satisfacer la crisis alimentaria que existia en esos momentos (de
la Rosa y Salazar, 2022) y se incrementaron los rendimientos, ingresos y
utilidades de algunos cultivos (Hernandez, 1988; en Martinez-Castro et al.,
2019). Aunado a ello, surgieron dos tipos de sistemas de produccion de semillas:
los sistemas formales e informales. Los primeros se caracterizan por estar
fuertemente regulados por instituciones publicas e industrias privadas; mientras
gue los segundos dependen del conocimiento de las familias campesinas y no

estan regulados (McAndrew, 2001; Wattnem, 2016).

Las familias campesinas y los fitomejoradores reconocen que quienes participan
en sistemas informales de semillas conservan una gran parte de la
agrobiodiversidad in situ del mundo, entre ella la diversidad microbiana, ya que
las semillas que se guardan y plantan generacidn tras generacién tienden a ser
mas diversas genéticamente debido a los miles de afios de seleccion y se han
adaptado a una amplia gama de condiciones ecoldgicas (Wattnem, 2014).
También consideremos que los microorganismos pueden transmitirse
horizontalmente mediante el suelo circundante (Fierer, 2017; Compant et al.,
2019) o, verticalmente desde la semilla a la siguiente generacién y prosperar en

las primeras etapas de desarrollo de la raiz (Delitte et al., 2021; Hardoim et al.,
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2012; Liu et al., 2012). Esta diversidad genética es vital para el presente y futuro
de la agricultura en un contexto de cambios cada vez menos predecibles. Por
esta razon, los sistemas informales son mas eficientes que los bancos de

semillas, donde la preservacion ex situ es insuficiente (Wattnem, 2014).

La diversidad genética y metabdlica presente en los microorganismos, asi como
su abundancia y ubicuidad permiten que estos constituyan un patrimonio
genético importante (Karimi et al., 2017; Fitter et al., 2005; Nielsen et al., 2011).
Estan involucrados en los diferentes ciclos biogeoquimicos, ya que participan en
su regulacion (Guzmadn, 2017) y también estan asociados a la fertilidad del suelo.
Ademas, caracteristicas como su tamafo pequefio, corto tiempo de generacién
y plasticidad genética, les confieren una capacidad de rapida adaptacién a los
cambios del medio (agua, suelo, aire, sustratos residuales) y pueden actuar
como bioindicadores del impacto de perturbaciones ambientales y de la calidad
de los ecosistemas, ya que responden a los cambios en las condiciones
ambientales mediante modificaciones en la biomasa, estructura/diversidad y

actividad (Karimi et al., 2017; Bouchez et al., 2016).

Las bacterias son microorganismos presentes en la rizosfera, la cual es definida
como la parte del suelo bajo la influencia directa de las raices de las plantas y es
considerada un punto importante de actividad microbiana (Hiltner, 1904; en
Compant et al., 2019). En las plantas de maiz, las raices exudan pasivamente
compuestos organicos como azucares, acidos organicos, nucledsidos, mucilagos
y aminoacidos que atraen a microorganismos del suelo y aceleran su
crecimiento (Edwards et al., 2015; Gomes et al., 2018) mediante varios
mecanismos como la fijaciéon de nitrégeno, la produccién de amoniaco,
sideréforos y fitohormonas (Sharma et al., 2013; Gomes et al., 2018) y aportan
servicios indispensables para el funcionamiento de los agroecosistemas

(Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, 2008). Participan en “los
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ciclos de nutrientes, regulando la dindmica de la materia organica del suelo, la
captacion de carbono y las emisiones de gases de efecto invernadero,
modificando la estructura fisica del suelo y los regimenes hidricos, aumentando
el volumen vy eficiencia de la absorcion de nutrientes por la vegetacion mediante

relaciones mutuamente beneficiosas y mejorando la salud vegetal” (FAO, 2015).

1.4. Los sistemas de cultivo (monocultivo/policultivo) de las semillas de maiz
influyen en las asociaciones de las comunidades bacterianas

En el monocultivo las plantas son genéticamente homogéneas, se siembran en
altas densidades y se encuentran fisicamente muy cercanas entre si
(Stukenbrock y McDonald, 2008; Gastélum y Rocha, 2020), por lo que la
aparicion de enfermedades y plagas plantea un escenario preocupante, ya que
se necesita de enemigos naturales que limiten su dispersidén y transmisidon
(Matson et al., 1997; en Gastélum y Rocha, 2020). A diferencia de los
policultivos que presentan una mayor diversidad y debido a ello, resulta poco
probable que el ataque de una plaga o enfermedad en especifico acabe con el
cultivo. Esto nos sefiala las desventajas bioldgicas relacionadas con los
agroecosistemas modernos (Gastélum y Rocha, 2020), donde las asociaciones
benéficas de las comunidades bacterianas del maiz podrian verse afectadas ante

la presencia de bacterias fitopatdgenas.

En un policultivo, como su nombre lo indica, se presentan dos o mas cultivos
asociados que interactuan fuertemente debido a que se siembran en el mismo
espacio, pero su composicion depende del periodo de cosecha de cada cultivo y
por lo tanto, cambia en el tiempo (CONACyT, 2022; Liebman, 1999). Esto
permite que se presenten diversas ventajas como el control natural de plagas y
enfermedades; el uso eficiente de luz, agua y nutrimentos; la proteccion y
conservacion del suelo al reducir el uso de insumos externos y la diversificacion

de los alimentos disponibles (CONACyT, 2022; Aguilar et al., 2003; CONABIO,
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2016). Habitualmente podemos encontrar en asociacién con el maiz a la
calabaza y al frijol. En esta asociacion la calabaza ayuda al maiz y al frijol, ya que
cubre el suelo con sus grandes hojas y mantiene la humedad, mientras que el
maiz facilita el crecimiento del frijol al proporcionarle soporte para enredarse y
el frijol facilita al maiz, ya que al ser una planta fijadora de nitrogeno aporta este

nutriente (CONACyT, 2022; Aguilar et al., 2003).

En los policultivos se crea un entorno mas heterogéneo, a diferencia de los
monocultivos, ya que la diversificacion contribuye a que los macro y
microorganismos, como las bacterias, aumenten en estos agroecosistemas
debido a la presencia de plantas asociadas (Tamayo-Ortiz y Alegre-Orihuela,
2022; Schmidt et al., 2018), las cuales favorecen la presencia de
microorganismos con capacidades metabdlicas mds amplias (Gastélum y Rocha,
2020). Al usar la biodiversidad se minimiza el uso de agroquimicos y se lleva a
cabo una gestion natural de la fertilidad del suelo. Por ello, se considera a los
policultivos como una alternativa viable para una agricultura sustentable
(Tamayo-Ortiz y Alegre-Orihuela, 2022), donde se siembran semillas nativas de
maiz como cultivo principal y se permite el crecimiento de otras plantas

comestibles populares.

1.5. Redes de co-ocurrencia y exclusion para conocer la influencia de los
sistemas de semillas de maiz sobre las comunidades bacterianas asociadas a la
rizosfera

Las asociaciones de las comunidades bacterianas pueden ser estudiadas
mediante la ecologia microbiana, rama de la ecologia que tiene como principal
objetivo determinar los patrones e impulsores de la distribucién, interaccion y
ensamblaje de comunidades microbianas (Skillings y Hooks, 2019). Un método
gue se puede emplear para analizar, visualizar y modelar la comunidad como un

sistema interconectado son las redes de co-ocurrencia (Pérez, 2015), las cuales
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estan compuestas fundamentalmente por nodos y aristas, representados en la
Figura 1 por circulos y lineas, respectivamente. Los nodos representan Unidades
Taxondmicas Operativas (OTUs) y las aristas la relacion entre las OTUs que

conectan (ISME Latin America, 2019).

Aristas

“/\

Figura 1. Representacion de los elementos fundamentales de las redes de co-ocurrencia y

exclusién. Elaboracién propia.

El analisis de redes se ha utilizado desde principios del siglo para investigar las
relaciones entre especies en los ecosistemas (May, 1974; Bascompte, 2009; en
Guseva et al., 2022) y en los ultimos 10 afios ha experimentado un auge en la
investigacion ecolégica del suelo (Guseva et al., 2022). Se considera una
herramienta flexible y valiosa porque permite explorar la complejidad de las
relaciones dentro de una comunidad ecoldgica, asi como representar patrones
en conjuntos de datos grandes que no serian faciles de detectar si se utilizaran
métricas tradicionales como la diversidad alfa y beta (Proulx et al., 2005;
Barberan et al., 2012; Guseva et al., 2022). Sin embargo, también se han
encontrado desafios respecto al manejo de los datos o la seleccion de la
herramienta adecuada para la inferencia de la red (Berry y Widder, 2014;
Rottjers y Faust, 2018) y se han hecho criticas por formar parte de una larga lista
de andlisis descriptivos (Goberna y Verdd, 2022) o por sacar conclusiones

inapropiadas, donde la mas comun es equiparar las co-ocurrencias con
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interacciones ecoldgicas (Barner et al., 2018; Goberna y Verdu, 2022). Esto es
muy complejo incluso en el estudio de macroorganismos porque se requiere de
observaciones directas y repetidas y una gran comprension de las mismas
(Guseva et al., 2022). Por lo tanto, es importante interpretar cuidadosamente las
redes de co-ocurrencia (Guseva et al., 2022) y continuar con este enfoque
analitico de las comunidades microbianas desde la complejidad a pesar de sus

limitaciones (Goberna y Verdu, 2022; Aderem, 2005; Rottjers y Faust, 2018).

Las redes de co-ocurrencia proporcionan una vision integrada de todas las
relaciones positivas o negativas existentes entre los microorganismos en un area
determinada (Karimi et al., 2017). Las relaciones presentes pueden ser resultado
de evolucidén conjunta de los microorganismos, es decir, una relacion positiva
llamada co-presencia o una evoluciéon opuesta, donde la relacién es negativa
(exclusion mutua). Asimismo, se puede observar una ausencia de relacién
(Karimi et al., 2017; Gross, 2008). Ying et al. (2022) mencionan que para generar
una red de co-ocurrencia se necesita conocer la abundancia de cada taxén en
muchas muestras, donde la correlacion se puede calcular en funcion de estas
abundancias. Berry y Widder (2014) recomiendan un minimo de 25 muestras
para construir redes de co-ocurrencia fiables, sin embargo, existen trabajos
donde se han empleado 10 muestras, como el de Khan et al., 2019. En estas
redes, una relacion de co-presencia es un vinculo entre dos taxones que se

establece si una correlacion es significativa.

En las redes de co-ocurrencia y exclusidon se pueden calcular métricas a nivel de
red o nodo, conocidas también como parametros topoldgicos, que proporcionan
informacidn sobre la topologia y organizacién de las OTUs (Karimi et al., 2017).
En el Cuadro 1 se resumen los pardmetros topoldgicos utilizados en el presente

trabajo y se incluye su interpretacion ecoldgica.
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Cuadro 1. Parametros topoldégicos de las redes de co-ocurrencia y exclusion

Nivel | Parametro Descripcion Interpretacién ecoldgica
topolégico
Nodos Entidades totales dentro Numero total de taxones
de una red. (especies, OTUs o ASV)
conectados en una red.
Aristas Relaciones o asociaciones  Asociaciones ecoldgicas
significativas entre dos o potenciales (copresencias o
mas nodos. exclusiones mutuas).
Conectividad Numero total de Numero total de asociaciones
relaciones en una red. ecoldgicas dentro de una red
Red bioldgica. Indicador de

Densidad o
conectancia

Modularidad

Modulo

Numero de enlaces
potenciales que se
realizan. Mide la
complejidad de lared y
puede interpretarse como
el nivel de organizacion
potencial.

Medida de la fuerza de
divisién de una red en
subgrupos. Una alta
modularidad significa que
dentro de los mddulos hay
mas aristas y menos entre
los mddulos.

Subgrupo de nodos cuyo
patrén de conectividad
entre sus miembros es
mayor que los patrones de
conectividad con nodos
fuera de ese subgrupo.

cohesidon comunitaria.

Refleja la incidencia de
procesos ecosistémicos,
donde una mayor
complejidad se interpreta
como una actividad mas
intensa.

Medida de la estabilidad de |la

comunidad.

Funciones ecoldgicas
compartidas entre las OTUs
presentes, nichos ecoldgicos,
preferencias de habitat
similares.
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Nodo | Centralidad de = Numero de aristas que OTUs con amplia preferencia
grado tiene un nodo con otros de nicho porque presentan
nodos. mas asociaciones
significativas dentro de la
comunidad.

Centralidad de  Numero de veces que un OTUs mas importantes en la
intermediacion nodo actla como un comunicacion de la
“puente” alo largo de la comunidad bacteriana.
ruta mas corta entre otros
nodos.

Fuentes: elaboracién propia con informacion de Favila et al. (2022); ISME Latin America (2019);
Pavlopoulos et al. (2011); Pérez, 2015; Rebollar et al. (2017); Schmidt et al. (2019); Velazquez y
Aguilar, 2005 y Zhang et al. (2017).

En la Figura 2 se intenta representar de forma sencilla a los parametros

topoldgicos abordados previamente y se proporciona una idea general de las

redes, partiendo de una red con pocos elementos.

Centralidad
de
intermediacion
(OTU 3)

Médulo

Centralidad

Médulo ~ desrado
(oTU7)

Conectividad
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Figura 2. Visualizacion de los parametros topoldgicos de las redes de co-ocurrencia y
exclusiéon en una red con pocos elementos. Los circulos de diferentes colores representan a los
nodos y las lineas continuas son las aristas que conectan a dichos nodos en la red. El
rectangulo redondo de color naranja oscuro representa la conectividad, ya que incluye al
nimero total de asociaciones dentro de la red. Las lineas no continuas de color azul
representan a las posibles asociaciones, mientras que las lineas continuas son las asociaciones
existentes y ambas lineas intentan representar al parametro de densidad o conectancia, al
sefialar el nivel de organizacidn potencial que tendria esta red. Los circulos de color morado
oscuro que contienen a un subgrupo de nodos representan a los médulos y ambos mddulos
aqui mostrados contribuyen con el pardmetro de modularidad, al indicarnos en cuantos
subgrupos se dividié esta red. La OTU 7 (circulo color magenta) es el nodo con el mayor
namero de aristas (asociaciones) y por lo tanto, el nodo con la mayor centralidad de grado.
Finalmente, la OTU 3 (circulo color cian) es el nodo con la mayor centralidad de
intermediacion, ya que permite que las OTUs 1y 7 puedan conectarse con los demas nodos,

actuando como un “puente” a lo largo de la ruta mas corta entre dichos nodos.

De acuerdo con la informacién anterior, la pregunta de investigacién que se
planted fue la siguiente: ¢El origen nativo e hibrido de la semilla puede
determinar las asociaciones que se presentan en las comunidades bacterianas
de la rizosfera de maiz en Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas? A partir de esta

pregunta se pusieron a prueba las siguientes hipotesis:

H, = Las asociaciones de las comunidades bacterianas en las semillas de maiz
nativo e hibrido se mantienen porque los grupos bacterianos se encuentran
conservados entre las plantas de maiz, independientemente del origen de la

semillay del indculo presente.

H, = El genotipo y la historia de las semillas de maiz son factores importantes
que generan diferencias en las asociaciones de las comunidades bacterianas. Por
lo tanto, las semillas de maiz que se han desarrollado en el contexto local, han
heredado y mantenido una comunidad bacteriana diferente a la que se asocia a

semillas que se cultivan por primera vez y bajo condiciones distintas a las de su
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concepcion.

2. OBIJETIVOS

General

Analizar la influencia del origen nativo e hibrido de la semilla de maiz sobre las
comunidades bacterianas de la rizosfera en Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas

mediante el uso de redes de co-ocurrencia y exclusion.

Particulares

1. Describir la diversidad de las comunidades bacterianas de la rizosfera de
plantas provenientes de semillas nativas e hibridas de maiz en
Ocozocoautla de Espinosa.

2. Comparar las redes de co-ocurrencia y exclusion entre el origen nativo e
hibrido de la semilla de maiz.

3. Discutir la influencia del sistema de semillas para la conservacion de la
agrobiodiversidad y el conocimiento asociado al manejo de las semillas

en comunidades de Ocozocoautla de Espinosa.

3. METODO

3.1. Sitios de estudio

Los datos utilizados en este trabajo de investigacion estan relacionados al
Proyecto Gund titulado “Seeds systems and the structuring of biodiversity in
maize agroecosystems” realizado en colaboracion con la Universidad de
Vermont, el cual se llevd a cabo en campos cercanos a la Reserva de la Bidsfera
Selva “El Ocote”, en seis ejidos del municipio de Ocozocoautla de Espinosa,
Chiapas, México a 700-1000 m s.n.m. Los ejidos muestreados se dividieron en
dos regiones de acuerdo con el clima reportado en los datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) (Tabla 1). Se considerd a la humedad

como diferencia ambiental asociada a los ejidos, pero también pudo tomarse en
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cuenta cualquier otro factor ambiental, ya que nuestro principal interés radicé
en el origen de la semilla de maiz. En la Regién 1 con humedad baja, los ejidos
muestreados fueron: El Aguacero, Lazaro Cardenas y La Esperanza, mientras que
los ejidos de la Regidon 2 con humedad media fueron: San José, Ignacio Zaragoza

(El Morro) y Hermenegildo Galeana (Mastretta-Yanes et al., en preparacion).

Tabla 1. Numero de muestras y caracteristicas asociadas a los ejidos de estudio

Region Ejidos Semilla | Semilla | Altitud Clima
nativa hibrida | (m s.n.m)

1. El 3 9 745 Cdlido  subhumedo
Humedad Aguacero con lluvias en verano,
baja menos humedo

Lazaro 7 2 698

Cardenas

La X 1 758

Esperanza
2. San José 2 3 795 Calido  subhumedo
Humedad con lluvias en verano,
media de humedad media

Ignacio 5 4 834

Zaragoza

Hermeneg 3 3 878

ildo

Galeana

Fuentes: elaboracidn propia con informacién de Mastretta-Yanes et al., en preparacion y del

INEGI

En el presente trabajo se emplearon las variables tipo de semilla de maiz
(nativa/hibrida) y humedad presente en las dos regiones de estudio (baja y
media), pero los cambios en las comunidades bacterianas de la rizosfera de

plantas de maiz también podrian verse afectados por covariables como el usoy
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la cantidad de agroquimicos empleados durante su cultivo, el tipo de familia
campesina y el manejo agricola (practicas, usos y costumbres) en cada tipo de
semilla. En el Proyecto Gund se obtuvo mas informacion sobre otros aspectos
ecoldgicos en las regiones de estudio, sin embargo, se omitieron porque no se
contaron con ellos. Por lo tanto, existen otras variables que pueden modificar los
resultados, pero no fueron consideradas de interés o abordadas a detalle en

este trabajo.

3.2. Colecta de material biolégico

Los sitios muestreados fueron en total 42 campos de maiz de semillas nativas e
hibridas (Figura 3). En cada campo se eligieron dos plantas de maiz al azar y se
colectaron 5 gramos de suelo de la rizosfera (suelo circundante de la raiz) en la
temporada de lluvias (agosto-septiembre) del afio 2019 (Mastretta-Yanes et al.,

en preparacion).

A
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17.0°N "
Clima
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Humedo (m)

Subhumedo (w0)
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16.0°N ~

155°N

Ocozocoautla

15.0°N - de Espinosa

145°N

T T T T T T T T
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16.62°N
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16.60°N

Humedo (m)
Subhumedo (w0)
Subhumedo (w1)

16.58°N

16.56°N

Semilla

93.40°W

@ Hibridas

Nativas

Figura 3. Area de estudio. A. Mapa del estado de Chiapas donde se sefiala el municipio de
Ocozocoautla de Espinosa, asi como el tipo de clima. B. Municipio de estudio con el tipo de
clima vy el tipo de semilla presente en los sitios muestreados. Las semillas nativas se identifican
con color amarillo y las hibridas con color verde. La forma de los caracteres se relaciona con las
regiones donde se encuentran los ejidos: Regidn 1 con circulos y Regién 2 con rombos. C y D.
Zoom del 4rea donde se encuentran los sitios de muestreo. Elaborado por Leonardo Tomas

Martinez Trueba.
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Para colectar la rizosfera se utilizd una pala esterilizada con cloro al 6% y etanol
al 95% para desenterrar la planta, cuidando de obtener la raiz como fuera
posible. Como colector de base de suelo se utilizd un cuadro de aluminio
esterilizado previamente en autoclave y se obtuvo suelo libre de raices de la
planta por la recogida de un nudcleo de aproximadamente 1 cm de la raiz de la
planta. Cada suelo fue transferido a bolsas de polietileno, las cuales fueron
esterilizadas previamente en luz UV. Las muestras se almacenaron dentro del
tanque de nitrégeno liquido para su transporte en frio al laboratorio y se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. Un total de 84 muestras de suelo
fueron procesadas independientemente, utilizando kit para extraccion de ADN
ZymoBIOMICS, en el laboratorio de Genética de la Conservacién del Jardin
Botanico de la UNAM (N. Galvez, comunicacidon personal, 14 de noviembre de
2023). Para fines de este trabajo, las muestras se clasificaron de acuerdo con el

origen de la semilla de maiz y la regidn asociada (Tabla 2):

Tabla 2. Muestras recolectadas

Region Semilla nativa Semilla hibrida
1. Humedad baja 10 12
2. Humedad media 10 10

n=| 20 22

Fuente: elaboracidn propia a partir de Mastretta-Yanes et al., en preparacion

3.3. Encuestas realizadas en las regiones de estudio del municipio de
Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas

Ademas de los muestreos en campo, las colaboradoras del Proyecto Gund
llevaron a cabo 42 encuestas en las regiones de estudio mediante la herramienta
Kobo Toolbox (datos no mostrados). Para fines de este trabajo de investigacion
se tomaron solamente los resultados obtenidos con respecto al tipo de cultivo

presente en las parcelas, la existencia de otros cultivos ademas del maiz y qué
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cultivos eran. Esto con la finalidad de subrayar la importancia del tipo de semilla

de maiz cultivada, asi como el manejo asociado a cada una de ellas.

De acuerdo con las encuestas realizadas por las colaboradoras, las semillas de
maiz se desarrollaron bajo policultivo (52.38%), monocultivo (35.71%) y milpa
(14.29%) (Mastretta-Yanes et al., en preparacion) y el maiz se encontrd
principalmente asociado a cultivos como la calabaza (59.52%), el frijol (21.43%)
y el chipilin (19.05%) (datos no mostrados; Mastretta-Yanes et al., en

preparacion).

3.4. Trabajo de laboratorio

A partir de las muestras tomadas en campo, las colaboradoras del Proyecto
Gund pesaron 0.25 gramos de suelo de cada muestra y utilizaron el protocolo
del kit PowerSoil DNA Isolation MO BIO para la extraccion de ADN del suelo
(Mastretta-Yanes et al., en preparaciéon). La construccion de la biblioteca
metagendmica del suelo rizosférico se realizé6 mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando como marcador molecular al gen 16S rRNA para las
regiones V3 y V4. Este gen es el marcador mas utilizado porque permite
clasificar a las bacterias y arqueas de muestras metagendmicas y mediante su
uso se ha analizado la diversidad microbiana (Cortés-Lopez et al., 2020). En cada
muestra se incluyé una reaccidon de control negativo sin plantilla de ADN. Las
bibliotecas construidas fueron enviadas a la Universidad de Arizona para su
limpieza, etiquetado y secuenciacién en un solo carril de /llumina MiSeq 2 x 300

bp (Mastretta-Yanes et al., en preparacion).

3.5. Delimitacion de OTUs
La obtencion de las OTUs se llevd a cabo mediante la revision de lecturas sin
procesar, la eliminacion de ruido, la fusion de pares y el filtrado de calidad. Las

lecturas se agruparon con un 97% de similitud con UPARSE, se ejecutd el filtrado
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de quimeras y de la tabla OTU. Finalmente, se asigné la taxonomia a cada OTU y
se filtraron aquellas que no coincidieron con bacterias (Mastretta-Yanes et al.,

en preparacion).

Las OTUs de comunidades bacterianas muestreadas en suelo rizosférico en
parcelas de semillas nativas e hibridas en dos regiones fueron unidas en un
archivo titulado taxonomy.biom, el cual contiene la tabla OTU con la frecuencia
de lectura por muestra, su taxonomia y metadatos asociados (Mastretta-Yanes

et al., en preparacion).

3.6. Flujo de trabajoen R

Para llevar a cabo la limpieza de la tabla OTU se utilizaron como referencia los
scripts del repositorio “Gund_metabarcoding” de la Dra. Alicia Mastretta Yanes,
el cual se encuentra alojado en la plataforma de desarrollo colaborativo GitHub
(https://github.com/AliciaMstt/Gund_metabarcoding).La libreria que emplearon
para todos los pasos relacionados con la limpieza de la tabla OTU fue phyloseq,
la cual permitié importar el archivo biom y visualizar la tabla OTU, la taxonomia y
el resumen de las variables presentes en las muestras. Posteriormente, filtraron
las lecturas de control negativo en cada lote de PCR, eliminaron las OTUs que ya
no estaban presentes, las muestras que ya no tenian lecturas de control
negativo o cualquier muestra fallida y comprobaron que ninguna OTU tuviera
una frecuencia de lectura igual a 0. Después transformaron los recuentos de
lectura en abundancias relativas y finalmente, filtraron las OTUs muestreadas en
suelo, ya que el archivo tipo biom también contenia OTUs de comunidades
bacterianas asociadas a intestinos de artrépodos (datos no utilizados en el

presente trabajo).

Los cambios realizados a los scripts del repositorio “Gund_metabarcoding”

consistieron principalmente en la adicion de filtros para obtener las OTUs
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asociadas a plantas provenientes de semillas nativas e hibridas de maiz en las
dos regiones de estudio. Ademads, se agregaron instrucciones para obtener
tablas con la abundancia relativa de las OTUs y su taxonomia en formato .csv.
Para generar los scripts de este trabajo se siguieron los pasos de la Dra. Alicia
Mastretta Yanes y se incluyeron los demds cambios realizados en un nuevo
repositorio titulado “Proyecto_Gund_16S” (https://github.com/guadalupele99
/Proyecto_Gund_16S).

Con ayuda de los scripts generados se importé el archivo taxonomy.biom a R
version 4.2.1 (R Core Team, 2022) para examinar los datos mediante el paquete
phyloseq version 1.40.0 (McMurdie y Holmes, 2013) y se realizaron los pasos
previamente mencionados. A partir de las OTUs obtenidas, se llevaron a cabo los
filtrados correspondientes a las OTUs muestreadas en plantas de maiz
provenientes de semillas nativas e hibridas bajo dos regiones para analizar la
influencia del origen de la semilla de maiz sobre las asociaciones de las

comunidades bacterianas.

3.7. Analisis estadisticos

A partir de la obtencién del nimero de OTUs por muestra, se pueden calcular
indices ecolégicos como la diversidad alfa (diversidad en una muestra), donde
uno de los indices mas comunes en los estudios de diversidad microbiana es el
indice de Shannon-Weaver (Garza, 2021; GOmez y Guerrero, s.f.). También se
puede calcular la diversidad beta como medida del grado de cambio o
reemplazo en la composicién entre diferentes comunidades (diversidad entre
muestras) (Whittaker, 1972; en Moreno, 2000; Gémez y Guerrero, s.f.). Uno de
los coeficientes de asociacién mds usado en estudios de ecologia microbiana es
Bray-Curtis, método no filogenético que tiene en cuenta la abundancia de OTUs

(Garza, 2021; Hernadndez et al., 2020).
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3.7.1. Calculo de diversidad alfa

Se calculd el indice de Shannon-Weaver como una estimacion de la diversidad
alfa para los datos de las comunidades bacterianas de la rizosfera de plantas
provenientes de semillas nativas e hibridas asociadas a dos regiones, para ello se
utilizaron las funciones estimated richness y plot_richness del paquete phyloseq.
Posteriormente, se realizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para
los datos que no presentaron distribucion normal y una prueba t de Student

para los datos que si la presentaron.

3.7.2. Calculo de diversidad beta

Se realizd un escalado multidimensional no métrico (NMDS) con distancia
Bray-Curtis a nivel de OTU con el paquete phyloseq para las comunidades
bacterianas asociadas a la rizosfera de plantas provenientes de semillas nativas e
hibridas bajo dos regiones. Por otro lado, también se llevd a cabo un analisis de
varianza multivariante permutacional (PERMANOVA) para investigar las
diferencias estadisticas. El andlisis PERMANOVA se realizé con la funcién adonis

del paquete vegan version 2.6.2 (Oksanen et al., 2018).

3.8. Construccion de las redes de co-ocurrencia y exclusion

Las redes de co-ocurrencia y exclusidon se construyeron en la aplicacion CoNet
version 1.1.1.beta (Faust y Raes, 2016) utilizando tablas de abundancia relativa
de las comunidades bacterianas a nivel de OTU. Se construyeron redes
separadas para las comunidades bacterianas asociadas a cada uno de los tipos
de planta de maiz (semillas nativas e hibridas) bajo dos regiones (R1/R2). La
aplicacidon es complemento del software Cytoscape versién 3.9.0 (Shannon et al.,
2003), en ella se cargaron y configuraron las tablas de abundancia relativa

obtenidas en la seccidon “Flujo de trabajo en R”.
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Como primer filtro se aplicé el método row_minocc para eliminar el ruido de las
filas que contenian valores cero. Para las matrices con 10 muestras row_minocc
se ajustd en 3 y para aquella con 12 muestras en 4. Ademas, se habilitd
col_norm para dividir cada entrada de la matriz por la suma de su columna
correspondiente. Faust y Raes (2016) mencionan que esto evita la inferencia de

enlaces espurios por diferencias en la profundidad de secuenciacion.

Por otra parte, las co-ocurrencias y exclusiones se probaron estadisticamente
con las pruebas de Pearson, Spearman y Kendall y se consideraron significativas
las correlaciones > 0.85. Las aristas se establecieron cuando las co-ocurrencias y

exclusiones estaban respaldadas por al menos dos de las tres pruebas.

A partir de los parametros antes mencionados se realizo la inferencia de lared y
se obtuvo como resultado un multigrafo en el cual se observaron a los nodos
conectados por aristas. Dichas aristas se infirieron considerando las
correlaciones antes mencionadas. De acuerdo con Faust y Raes (2016), la
importancia estadistica de las aristas se calcula en dos iteraciones. La primera
consiste en generar las distribuciones de permutacion para obtener una red
intermedia, mientras que en la segunda se generan las distribuciones de

bootstrap para generar la red final.

La primera iteracion consisti6 en emplear la rutina edgeScores junto con
shuffle_rows como parametro de remuestreo. Esto alteré el calculo de las
distribuciones de permutacion para las medidas de correlacién mediante la
introduccion de un paso de renormalizacion que mitigd el sesgo de
composicionalidad (Faust et al., 2012). La permutacién por si sola es suficiente
para establecer los valores p en las aristas, sin embargo, una combinacién de
permutacion y bootstrap es mas estricta (Faust et al., 2012). En la segunda

iteracidn se obtuvieron las distribuciones de arranque mediante bootstrap como
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método de remuestreo. Ademas, en esta etapa se selecciond
Benjamini-Hochberg como el método de correccidon de pruebas multiples, ya
que ajusta la tasa de descubrimiento falso y de esa forma controla el nimero
esperado de falsos positivos entre todas las relaciones significativas (Faust y

Raes, 2016).

3.9. Visualizacion y manipulacion de las redes de co-ocurrencia y exclusion

Las redes obtenidas en CoNet se visualizaron en el software Gephi v.0.9.3
(Bastian, Heymann y Jacomy, 2009). Los nodos se rellenaron de un color
diferente para identificar los filos bacterianos presentes en cada red. Ademas, se
modificd el color y ancho de las aristas de acuerdo con el tipo de asociacion. Las
aristas correspondientes a co-presencia se colorearon de negro vy las aristas de

exclusion mutua de color naranja.

3.10. Comparacion entre las redes de co-ocurrencia y exclusion asociadas al
origen nativo e hibrido de las semillas de maiz

La comparacién de las redes se llevé a cabo para conocer si las asociaciones de
las comunidades bacterianas presentes en la rizosfera se ven afectadas por el
origen de la semilla de maiz. La forma en que se compararon fue mediante el
empleo de pardametros topoldgicos obtenidos en la herramienta Analyze

Network (Assenov et al., 2008) del software Cytoscape.

El pardmetro topolégico de modularidad se calculd en el software Gephi v.0.9.3
(Bastian, Heymann y Jacomy, 2009). Para llevar a cabo cada cdlculo se
importaron las redes de co-ocurrencia con formato graphml. En el software
Gephi se cargaron las redes y posteriormente se ejecutd la estadistica de
Modularidad en Community Detection. Dicha estadistica se calculd con el
algoritmo desarrollado por Blondel y colaboradores (2008). Para visualizar las

comunidades obtenidas se rellenaron los nodos de colores diferentes mediante
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la opcién Particion con el atributo de Modularity Class y se modificod su tamafo.

Ademas, las redes se ajustaron con la distribucion de Fruchterman Reingold.

En la identificacion de las OTUs clave se emplearon los pardmetros topoldgicos
de centralidad de grado y centralidad de intermediacién. Para que las OTUs se
consideren clave deben presentar altos valores de centralidad de grado y valores
bajos de centralidad de intermediacion (Ma et al., 2016; Berry y Widder, 2014).
Esto ocurre porque estas OTUs son las que presentan mas asociaciones
significativas con otras OTUs, pero sus bajos valores de centralidad de
intermediacion sefalan que tienen poca influencia en otras asociaciones en la
comunidad, ya que no son consideradas importantes en la comunicacién de la

red.

4. RESULTADOS

4.1. Las dos regiones estudiadas son iguales en la diversidad alfa en la semilla
nativa e hibrida

Para todas las muestras de suelo (N=42) se identificaron 1,329 OTUs. En cuanto
a la diversidad alfa calculada con el indice de Shannon-Weaver, la rizosfera
asociada a plantas de semillas nativas (t= 1.0042, p= 0.3313) e hibridas (W= 38,
p= 0.1593) no presentd diferencias significativas en ninguna de las dos regiones.
Sin embargo, el valor mas alto de diversidad alfa se observd en la Regidon 2 con

humedad media en la semilla nativa (Figura 4A).
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Figura 4. Diversidad de las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de plantas
provenientes de semillas nativas e hibridas de maiz en dos regiones. Diagrama de caja de
estimaciones de diversidad alfa (indice de Shannon-Weaver) de la semilla nativa (A) e hibrida
(B). En los diagramas de caja previamente mostrados se identifican las siguientes partes: el
rango intercuartilico (IQR), representado por la caja (distancia entre el primer y tercer cuartil
(25 y 75%, respectivamente)) y que equivale al 50% de los datos; la mediana, representada por
la linea en la caja y que nos indica que la mitad de los datos esta por debajo de este valory la
otra por encima. La mediana también nos indica si los datos son simétricos (mediana en el
centro de la caja) o asimétricos (mediana mas cerca de la parte superior o inferior de la caja).
Las lineas que se extienden a cada lado de la caja se llaman bigotes y contienen los datos mas
lejanos sin contar los valores atipicos, estos uUltimos se muestran con puntos color rosa que
guedan por encima o por debajo de los extremos de los bigotes, ya que se trata de
observaciones que estdn muy distantes del resto de los datos (Minitab, 2023; JMP Statistical

Discovery, 2023; R CODER, 2023).
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4.2. La composicion de las comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de
la semilla hibrida es sensible a la humedad en las regiones, mientras que la
semilla nativa no se ve afectada

El analisis de diversidad beta (NMDS) no mostrd diferencias significativas en las
comunidades bacterianas asociadas a la semilla nativa en las dos regiones
(PERMANOVA, F=2.0077, p=0.05*) (Figura 5A). Mientras que, el analisis de
diversidad beta en las semillas hibridas si presenté diferencias significativas en la
composicion de las comunidades bacterianas entre las dos regiones

(PERMANOVA, F= 2.0307, p= 0.024*) (Figura 5B).
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Figura 5. Disimilitud en la composicion de las comunidades bacterianas asociadas a la
rizosfera de semillas nativas e hibridas de maiz en dos regiones. NMDS con distancia

Bray-Curtis entre las muestras de semilla nativa (A) e hibrida (B).

4.3. El tamafiio de las redes cambia de acuerdo con el origen de la semillay la
humedad presente en las regiones

Se obtuvieron cuatro redes de co-ocurrencia y exclusién para los dos tipos de
semillas de maiz asociados a dos regiones de estudio. Las redes
correspondientes a la semilla nativa presentaron un mayor nimero de OTUs y
asociaciones en las dos humedades (baja y media) (Figuras 6A y B), mientras
que la semilla hibrida obtuvo un menor nimero de OTUs en la humedad bajay
menos asociaciones en la humedad media (Figura 6C). Si comparamos las redes
asociadas a la humedad baja en ambos tipos de semilla podemos observar que
no existen cambios drasticos en los parametros sefialados, pero esto cambia
cuando observamos la humedad media, ya que la semilla hibrida presenta una
red con muy pocas asociaciones (Figura 6D). Esto resulta de interés debido a que
esta semilla presentd el menor numero de asociaciones de co-presencia

(relaciones de co-ocurrencia) en una humedad en particular.
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Semilla nativa

R1. Humedad baja R2. Humedad media

OTUs= 894 a=4136 OTUs= 961 a= 7898
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Semilla hibrida

R1. Humedad baja R2. Humedad media

OTUs= 708 a= 4747 OTUs= 742 a=1871
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® p_ Candidatus Saccharibacteria @ Gemmatimonadetes

@ Acidobacteria @ Chloroflexi @ Latescibacteria

@ Actinobacteria Cyanobacteria/Chloroplast @ Planctomycetes
Armatimonadetes @ Deinococcus-Thermus @ Proteobacteria

. Bacteroidetes @ Firmicutes Verrucomicrobia

candidate division WP5-1

Figura 6. Redes de co-ocurrencia y exclusion de comunidades bacterianas asociadas a la
rizosfera de plantas provenientes de semillas nativas e hibridas de maiz en dos regiones con
diferente humedad. Los nodos representan OTUs coloreadas a nivel de phylum. Las aristas

negras representan relaciones de co-presencia y las naranjas de exclusion mutua.

Los cinco filos bacterianos dominantes en ambos tipos de semilla fueron
Proteobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria y Verrucomicrobia.
Sin embargo, es importante mencionar el papel de los filos no asignados (p__),
ya que estos presentaron mayor abundancia en todas las redes. Los filos
asignados que fueron dominantes estan asociados a un numero diferente de
OTUs, donde las mayores abundancias se presentaron en la semilla nativa

(Tablas Aly A2).

Por otro lado, también se puede observar la identificacion de 15 filos
bacterianos en las cuatro redes de co-ocurrencia y exclusion, los cuales
presentaron diferencias particulares en cada red. En la semilla nativa, el phylum
Deinococcus-Thermus se presentd exclusivamente en la humedad media (R2) y
en la semilla hibrida la diferencia radicdé en la ausencia del phylum
Gemmatimonadetes, también en la regidon con humedad media (Tablas Al y

A2).
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4.4. Las comunidades bacterianas de la rizosfera son mas estables cuando se
asocian a la semilla nativa en ambas humedades

Al comparar las redes con el atributo de modularidad se observé que la semilla
nativa es la que presenta la mayor estabilidad, ya que la red asociada a la
humedad media es la que presentd la modularidad mas alta (1.233) seguida de
la humedad baja (0.977) (Figuras Al y A2). Esto puede corroborarse con las
Figuras 7A y B y con los valores de modularidad previamente mencionados,
donde una alta modularidad nos indica que las redes presentan mddulos
compartimentados y débilmente conectados, lo cual podria evitar la

propagacion de perturbaciones locales a otros mddulos (Cuadro Al).

Se tomé en cuenta la interpretacidn anterior en nuestros resultados porque es la
mas aceptada en la mayoria de los estudios, sin embargo, existen otros donde se
muestra lo contrario. Para Grilli y colaboradores (2016), una estructura no es
estabilizadora o desestabilizadora per se, sino que lo es bajo ciertas condiciones.
La modularidad puede influir en la estabilidad dependiendo de otros
parametros, por ejemplo: la conectividad, la fuerza de interaccion media, la
varianza, la correlacién y el tamafio de los modulos (Grilli et al., 2016; Gonzélez,
2023). La evidencia de la relacidon entre modularidad y estabilidad es mixta y es
necesario que exista un consenso porque no es tan general como se habia
pensado (Grilli et al., 2016; Gonzdlez, 2023). Existen multiples factores que
intervienen en esta relacién, como el uso de diferentes definiciones y medidas
para la estabilidad, y el uso de datos de ecosistemas modelo frente a los datos
reales (Landi et al., 2018). Debido a esta controversia, en este trabajo se optd

por emplear esta interpretacion.

42



Semilla nativa

R1. Humedad baja R2. Humedad media

A

Modularidad= 0.977 Modularidad= 1.233
Modulos= 108 Moédulos= 91
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Semilla hibrida

R1. Humedad baja R2. Humedad media

Modularidad= 0.927 Modularidad= 0.963
Moédulos= 117 Modulos= 158

44



Figura 7. Redes de co-ocurrencia de comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de
plantas provenientes de semillas nativas e hibridas de maiz en dos regiones con el atributo
de modularidad. Los diferentes médulos se muestran mediante nodos coloreados, donde cada

modulo cuenta con un ndmero diferente de OTUs vy filos bacterianos.

A partir de la Figura 7B se puede observar que en la red de la semilla nativa con
humedad media los médulos fueron mas compactos y definidos, a diferencia de
la humedad baja donde los médulos fueron mas dispersos (Figura 7A). Lo
anterior nos indica que en la humedad media los mdédulos consisten en OTUs
fuertemente conectadas dentro de estos y débilmente asociadas a otros
modulos. Al comparar las cuatro redes llama la atencion la red de la semilla
hibrida con humedad media debido a que los mddulos no estan definidos y se
encuentran muy dispersos (Figura 7D), esta red contd con un mayor nimero de
modulos (158) pero estos fueron mas pequefios debido al menor nimero de
OTUs asociadas (Tabla A4), en contraste con la humedad baja, donde los
modulos fueron mds grandes y mads interconectados (Figura 7C; Figuras A3 vy

Ad).

Los ocho mdédulos principalmente identificados estan presentes en todas las
redes, sin embargo, el nimero de OTUs asociadas a cada uno difiere (Tablas A3
y A4). En siete de los ocho mddulos se encontraron diferentes filos bacterianos,
es decir, en cada moddulo hay diferentes miembros que se encontraron
conectados. En las cuatro redes los médulos principales son el azul, el naranja, el

verde y el rosa, ya que cuentan con el mayor nimero de nodos.

4.5. Las redes de la semilla nativa presentan mayor complejidad

Los valores de densidad y conectividad asociados a las redes de co-ocurrencia 'y
exclusion de las semillas nativas sugieren que estas son mas complejas y con
OTUs mas interconectadas (Tabla 3). Esto también coincide con el niumero de

nodos y aristas en las redes de la semilla nativa, ya que estos parametros son los
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descriptores mas simples de la complejidad en una red. Por otro lado, las
comunidades bacterianas son menos complejas cuando se asocian a la semilla
hibrida, particularmente cuando la humedad es media. Esta red presenta un
menor numero de OTUs y asociaciones, es mas dispersa y sus modulos son

menos compactos e interconectados (Figura 7D).

La red de la semilla hibrida con humedad baja fue la mas densamente conectada
(0.027), seguida por las redes de la semilla nativa con humedad media y baja
(0.018 y 0.011, respectivamente). El valor de densidad mas bajo se asocio a la
red de la semilla hibrida con humedad media (0.010), pero dicho valor se
encontré muy cerca del asociado a la humedad baja en la semilla nativa. En
general, los valores de conectividad obtenidos en las cuatro redes nos indican

que se encuentran escasamente conectadas.

El pardmetro topoldgico de conectividad fue mayor en las redes de la semilla
nativa (0.340 y 0.308), lo cual se relaciona con el nimero total de asociaciones
dentro de las redes obtenidas. Por lo tanto, estas redes presentaron una mayor
cohesion, es decir, las comunidades bacterianas tuvieron una relacién mas
estrecha. Por otro lado, la semilla hibrida presenté el valor mas bajo en la

humedad media (0.275).

Tabla 3. Parametros topoldgicos asociados a las redes de co-ocurrencia y

exclusién de las semillas nativas e hibridas de maiz

Parametro topoldgico Semilla nativa Semilla hibrida
Humedad Humedad | Humedad baja Humedad
baja media media
Nodos 894 961 708 742
Aristas 4136 7898 4747 1871
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® co-ocurrencias 3310 5696 3524 1583

e co-exclusiones 826 2202 1223 288
Densidad 0.011 0.018 0.027 0.010
Conectividad 0.308 0.340 0.294 0.275

Fuente: elaboracidn propia a partir de la herramienta Analyze Network en Cytoscape

4.6. La semilla nativa de maiz asociada a la humedad media presenta las OTUs
con el mayor numero de conexiones

Dentro de las cuatro redes de co-ocurrencia y exclusién obtenidas se
identificaron a las OTUs con los valores mas altos de centralidad de grado, es
decir, aquellas que presentaron un mayor nimero de conexiones con otras OTUs
dentro de las redes. En la semilla nativa con humedad media se presenté la OTU
con el valor mas alto (138), seguido por la semilla hibrida con humedad baja
(125). Las redes de la semilla nativa con humedad baja y semilla hibrida con
humedad media presentaron los valores mas bajos de las cuatro redes, a pesar
de identificar a las OTUs con la mayor centralidad de grado (80 y 46,
respectivamente). *Los valores entre paréntesis mencionados a lo largo de este

apartado corresponden a la centralidad de grado.

Se analizaron los diferentes valores obtenidos en este pardmetro topoldgico y se
tomaron los mas altos en cada red para conocer a otras OTUs con mayor
numero de conexiones. En la semilla nativa, las OTUs pertenecen a filos no
asignados (p__), asi como a tres filos bacterianos distintos. En la humedad baja
se identificaron a OTUs sin phylum asignado con los valores mas altos (80y 77),
seguidas de los filos Acidobacteria (75) y Proteobacteria (72) (Figura 8A),
mientras que en la humedad media a una OTU sin phylum asignado (138) y a
Verrucomicrobia (131) (Figura 8B). Las diferencias entre ambas humedades
radican en los diferentes valores de centralidad de grado y en el cambio de filos

bacterianos (Acidobacteria y Proteobacteria vs. Verrucomicrobia). Una vez
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identificados los filos con mayor centralidad de grado se analizd con qué otros

filos presentaron las conexiones.

En las redes de la semilla hibrida, las OTUs que se identificaron con el mayor
numero de conexiones en la humedad baja pertenecen a filos no asignados (125
y 103) y al phylum Acidobacteria (100) (Figura 8C). En la humedad media
solamente se identificaron a filos no asignados (46, 42, 40) (Figura 8D), sin
embargo, los valores en esta humedad son inferiores si se comparan con las
demds redes (Tabla 5). Las OTUs con los valores de centralidad de grado mas
altos en todas las redes corresponden a OTUs sin phylum asignado (nodos color
azul, Figura 8), lo cual estd relacionado con la presencia de mdas OTUs sin

asignacion en las redes.
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Figura 8. Redes de co-ocurrencia y exclusion de comunidades bacterianas asociadas a la
rizosfera de plantas provenientes de semillas nativas e hibridas de maiz en dos regiones. Los
nodos representan OTUs coloreadas a nivel de phylum y el tamafio de los nodos esta dado por
el parametro topoldgico de centralidad de grado. Las aristas negras representan relaciones de

co-presencia y las naranjas de exclusion mutua.

Las OTUs con mayores conexiones en la semilla nativa con humedad baja
presentaron asociaciones con los filos Acidobacteria, Proteobacteria,
Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes y candidate division WPS-1
(WD2101 soil group, candidate division Wittenberg polluted soil 1 (Schoch et al.,
2020)), pero los filos no asignados son los que presentaron mayor porcentaje de
asociaciones. Respecto a la humedad media los filos identificados fueron menos,
ya que no se encontro asociacion con candidate division WPS-1 y los porcentajes
de asociacién con filos no asignados disminuyeron. En ambas humedades los
filos bacterianos coinciden, debido a ello podemos decir que la semilla nativa se
asocia a dichos filos bacterianos (Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria,

Verrucomicrobia y Bacteroidetes) bajo cualquier humedad (Tabla 4).

Tabla 4. Valor de centralidad de grado mas altos para cada OTU en las redes de

co-ocurrencia y exclusion de las semillas nativas de maiz

Humedad baja

Phylum Centralidad | Co-presencia Exclusion mutua

de grado
p__ (OTU sin 80 p__=41.25% p__=8.75%
asignacion) Acidobacteria= 16.25% Acidobacteria= 5%
(OTU 1469) Proteobacteria= 8.75% Actinobacteria= 2.5%

Actinobacteria= 6.25% Bacteroidetes= 1.25%
Verrucomicrobia= 3.75% | Proteobacteria= 1.25%
Bacteroidetes= 2.5%
candidate division
WPS-1=2.5%

Acidobacteria 75 p__=45.33% p_=9.33%
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(OTU 417) Acidobacteria= 13.33% Acidobacteria= 4%
Proteobacteria= 9.33% Actinobacteria= 2.67%
Actinobacteria= 4% Bacteroidetes= 1.33%
Verrucomicrobia= 4% Proteobacteria= 1.33%
Bacteroidetes= 2.67%
candidate division
WPS-1=2.67%

Proteobacteria |72 p__=52.78% p_=8.33%

(OTU 1170) Acidobacteria= 15.28% Acidobacteria= 2.78%
Proteobacteria= 5.56% Actinobacteria= 2.78%
Actinobacteria= 5.56% Bacteroidetes= 1.38%
Verrucomicrobia=2.78% | Proteobacteria= 1.38%
candidate division
WPS-1=1.38%

Humedad media
Phylum Centralidad | Co-presencia Exclusiéon mutua
de grado

p__ (OTU sin 138 p__=20.29% p_=13.77%

asignacion) Proteobacteria= 17.39% | Acidobacteria= 10.14%

(OTU 1552) Acidobacteria= 13.04% | Bacteroidetes= 3.62%
Verrucomicrobia= Actinobacteria= 2.9%
10.87% candidate division
Bacteroidetes= 2.17% WPS-1=2.9
Actinobacteria= 1.45% Proteobacteria= 1.45%

Verrucomicrobia | 131 p__=25.19% p_=17.56%

(OTU 1384) Proteobacteria= 16.03% | Acidobacteria= 13.74%

Acidobacteria= 13.74%
Verrucomicrobia= 6.1%
Bacteroidetes= 1.53%

candidate division
WPS-1= 2.29%
Proteobacteria= 1.53%
Bacteroidetes= 1.53%
Actinobacteria= 0.76%

La Tabla 5 resume las asociaciones de las OTUs con mayor centralidad de grado

en la semilla hibrida y nos permite observar que la humedad baja presento

asociaciones con Acidobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia

y Actinobacteria, mientras que en la humedad media la OTU con el valor de

centralidad de grado mds alto se asocid con Proteobacteria, Actinobacteria y

Acidobacteria. Al igual que en la semilla nativa, los filos no asignados
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presentaron los valores mas altos de centralidad de grado. Sin embargo, es
importante sefialar que, en esta semilla, a diferencia de en la nativa, se
presentaron cambios en las asociaciones en la humedad, lo cual podria
representar que esta semilla no tiene asociaciones establecidas con las

comunidades bacterianas o es afectada por la humedad.

Tabla 5. Valor de centralidad de grado mas altos para cada OTU en las redes de

co-ocurrencia y exclusién de las semillas hibridas de maiz

Humedad baja

Phylum Centralidad | Co-presencia Exclusion mutua
de grado
p__ (OTU sin 125 p_=32.8% p_=12%
asignacion) Acidobacteria= 19.2% Acidobacteria= 7.2%
(OTU 1074) Proteobacteria= 10.4% Proteobacteria= 3.2%
Bacteroidetes= 4% Verrucomicrobia= 3.2%
Verrucomicrobia= 2.4% Bacteroidetes= 1.6%
Actinobacteria= 2.4% Actinobacteria= 1.6%
Acidobacteria 100 p__=45% p_=9%
(OTU 145) Acidobacteria= 18% Acidobacteria= 2%
Proteobacteria= 11% Proteobacteria= 2%
Bacteroidetes= 4% Verrucomicrobia= 1%
Verrucomicrobia= 3% Actinobacteria= 1%
Actinobacteria= 3% candidate division
WPS-1= 1%
Humedad media
Phylum Centralidad | Co-presencia Exclusion mutua
de grado
p__ (OTU sin 46 p__=63.04% p__=6.52%
asignacion) Proteobacteria= 8.7% Acidobacteria= 6.52%
(OTU 981) Actinobacteria= 6.52% Proteobacteria= 2.17%
Acidobacteria= 4.35% Actinobacteria= 2.17%

Fuente: elaboracién propia a partir de la herramienta Analyze Network en Cytoscape. En la

humedad baja se excluyen las conexiones de una OTU sin phylum asignado y se muestran las

correspondientes al phylum Acidobacteria.
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4.7. La semilla nativa de maiz presenta mas OTUs clave que la semilla hibrida

Se realizé un andlisis para identificar a las OTUs clave basado en los parametros
topoldgicos de centralidad de grado y centralidad de intermediacion. A partir de
esta informacidon y de las redes obtenidas previamente, observamos que las
OTUs que obtuvieron los valores mas altos de centralidad de grado concuerdan
con aquellas OTUs que presentaron valores bajos de centralidad de
intermediacion, por lo cual, estas OTUs se consideran clave dentro de la

comunidad bacteriana asociada a la rizosfera del maiz (Figura A5).

Dado que las OTUs clave y con mas conexiones dentro de las redes
corresponden principalmente a filos no asignados (p__), es importante
mencionarlos. Los parametros topoldgicos asociados a dichas OTUs nos indican
que establecen asociaciones con otros filos bacterianos y que, por lo tanto,
podrian realizar funciones relevantes dentro de la rizosfera del maiz en ambos

tipos de semillas y humedades.

5. DISCUSION

5.1. Las semillas nativas de maiz mantienen las asociaciones en las
comunidades bacterianas de la rizosfera en regiones con diferente humedad
En México, debido a su diversidad de ambientes, el maiz se siembra en una gran
variedad de regiones con suelos y climas muy variables (Kato et al., 2009),
condiciones que le permiten una constante adaptacién (Olivo et al., 2001; en
Kato et al., 2009). Aunque en esta investigacion se evaluaron dos condiciones de
humedad, es importante tener en cuenta que las semillas han surgido, se han
transformado y contindan cambiando en condiciones ambientales y culturales
muy distintas, producto de procesos complejos de coevolucidn entre los pueblos

y la biodiversidad de los territorios que habitan (Pefia-Sanabria et al., 2020).
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Las redes de co-ocurrencia y exclusion de la semilla nativa de maiz presentan
mayor numero de OTUs y asociaciones de co-presencia bajo los dos tipos de
humedad, a diferencia de la semilla hibrida. El mayor nimero de asociaciones de
co-presencia bajo humedades diferentes puede relacionarse con la amplia
adaptacion de las semillas nativas a una gama de entornos, lo cual es reflejo de
su naturaleza heterogénea (Hellin et al., 2014). Estas semillas se han cultivado
bajo diversas condiciones ambientales, entre ellas, diferente humedad

(Guevara-Hernandez et al., 2019).

El mayor numero de OTUs y asociaciones de co-presencia se encontrd en la red
de humedad media y semilla nativa de maiz, lo cual concuerda con los
requerimientos de humedad para este cultivo, ya que es preferible un ambiente
moderadamente humedo (Ruiz et al., 2013). La relacidon de estos parametros
topoldgicos con la semilla nativa permite sugerir que al presentarse los
requerimientos climdticos adecuados, las comunidades bacterianas tuvieron la
capacidad de mantener sus asociaciones. Las semillas hibridas son desarrolladas
en programas de mejoramiento en ambientes proveidos de nutrientes y
humedad constantes, lo que se considera un ambiente éptimo para ellas
(Brisson et al., 2019) y los ambientes cambiantes podrian resultar estresantes
para las plantas de maiz (Evans y Wallenstein, 2012; Tan et al., 2020) e influir en

las asociaciones que las bacterias tendrian por primera vez con la rizosfera.

Otro punto importante a considerar sobre las semillas hibridas es la fumigacion
durante su almacenamiento, ya que es necesario protegerlas de las plagas
durante este paso. Una fumigacion completa incluye el uso de insecticidas
protectores del grano que se aplican de forma directa sobre las semillas o de
forma indirecta sobre el exterior de los sacos. Ademas, el interior del almacén
donde se guardaran las semillas debe rociarse para evitar que las plagas las

re-infecten (MacRobert et al., 2014). Las semillas que se van a fumigar deben

55



colocarse en un pldstico herméticamente sellado (MacRobert et al., 2014), por
lo cual estas semillas llegan sin oxigeno a los lugares donde seran cultivadas.
Esto es contrastante con las semillas nativas, ya que posterior a su secado y
desgrane en la Troje (lugar donde se almacena la mazorca), se protegen del
ataque de plagas y enfermedades usando productos quimicos u organicos y a
veces material inerte como ceniza. Para su envasado se usan principalmente
costales o tambos de plastico y se guardan en los espacios destinados en las
casas de las familias campesinas (SNICS, 2021). Lo anterior nos muestra las
diferencias en el tratamiento de las semillas y cdmo esto podria afectar la

transmisidon de microorganismos como las bacterias.

En la red de la semilla hibrida con humedad media hubo una disminucién
drastica en las relaciones de co-ocurrencia, lo cual podria deberse a que estas
semillas son el resultado de muchas generaciones en ambientes con abundantes
insumos externos (paquetes tecnoldgicos estandarizados con cantidades y
concentraciones de fertilizantes, herbicidas, insecticidas) que podrian sustituir
las necesidades que brindan las asociaciones microbianas a las semillas. El
mejoramiento de cultivos y las practicas agricolas de altos insumos, como las
requeridas en el cultivo de semillas hibridas, han contrarrestado los sistemas de
comunicacion mediante los cuales las plantas influyen en el comportamiento de
los microorganismos y han resultado en una disminucién de la diversidad de
asociaciones benéficas de las plantas con los microorganismos, asi como
también han influenciado en una reduccidon en la capacidad de establecer

asociaciones (Pérez-Jaramillo et al., 2016; Mitter et al., 2016).

En las redes de la semilla nativa observamos que las asociaciones se establecen
porgue estas semillas a diferencia de las hibridas, no son fumigadas y son
almacenadas de maneras tradicionales por las familias campesinas. Por

consiguiente, las bacterias pueden ser adquiridas durante el almacenamiento o
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provenir del mismo campo donde fueron cosechadas las semillas y permanecer
hasta el siguiente ciclo, ya que el componente microbiano de las semillas sanas
parece heredarse entre generaciones de plantas (Mitter et al., 2016). Algunos de
los microorganismos presentes en la rizosfera son benéficos y juegan un papel
vital en el funcionamiento general de las plantas (Mazzola, 2002; Sharma et al.,
2020), son esenciales en la metabolizacién o transformacién de los nutrimentos
y producen fitohormonas que participan en su desarrollo (Vital-Lépez et al.,
2015). También se ha sugerido que tienen un impacto significativo en el
rendimiento o la salud de las plantas al promover el crecimiento, la tolerancia al
estrés y la resistencia a patdgenos (Singh y Goodwin, 2022; Sharma et al., 2020).
Esto nos permite sefialar las funciones vitales que desempefan los
microorganismos del suelo tanto en ecosistemas naturales como en los agricolas

(FAO, 2015).

Los filos bacterianos identificados en las semillas nativas (Tabla A1) concuerdan
con un estudio previo sobre las comunidades bacterianas en el suelo cercano a
la rizosfera en milpas en Tlaxcala, México, donde se encontraron como filos mas
abundantes a Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria,
Gemmatimonadetes, y Verrucomicrobia (Rebollar et al., 2017). Los estudios de
las comunidades bacterianas en la rizosfera de semillas hibridas han reportado
que los filos mas abundantes son Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y
Actinobacteria (Niu et al., 2017; Gastélum y Rocha, 2020). En nuestros
resultados se identificaron a otros filos y se observaron diferentes abundancias
entre los dos tipos de semilla (Tabla A2), lo que muestra que existen diferencias
entre las comunidades asociadas a maiz nativo e hibrido (Gastélum y Rocha,

2020).

Aungue en las cuatro redes de co-ocurrencia y exclusion no se encontraron

diferencias significativas respecto al nimero de filos bacterianos, es importante
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mencionar que en ambos tipos de semilla se observé la presencia o ausencia de
asociacion en determinados filos (Figura 6). Esto concuerda con la idea de que
las plantas pueden transmitir microorganismos especificos de una generacién a
otra a partir de las semillas y asi reclutar una microbiota central que participe en
las asociaciones (Philippot et al., 2013), o también seleccionar microorganismos
gue se muevan a los diferentes compartimentos de las plantas, como la rizosfera
y formar asociaciones complejas con los cultivos (Cordovez et al., 2019; Miiller

et al., 2016; Xiong y Lu, 2022).

El reclutamiento de los microorganismos que formaran las asociaciones en la
rizosfera de las plantas inicia con las semillas, las cuales contienen diversos
microorganismos endofiticos que se heredan verticalmente de las plantas madre
(Kong et al., 2019; Santoyo, 2022; Rahman et al., 2018). Una vez que la semillas
germinan, las raices entran en contacto con la microbiota del suelo, donde la
secrecion de exudados radiculares (compuestos orgdnicos producidos durante la
fotosintesis) atrae por primera vez a diferentes microorganismos,
promoviéndose el reclutamiento de microorganismos benéficos (Compant et al.,
2010; Santoyo, 2022). Estos microorganismos prosperan en asociacién con las
plantas y brindan proteccidon contra los patdgenos, estimulan su crecimiento y
aptitud mediante la sintesis y excreciéon de compuestos de diverso origen y
funcidn (Hassan et al., 2019; Haney et al., 2015; Santoyo, 2022). Por lo tanto, los
compuestos orgdanicos influyen fundamentalmente en el reclutamiento gradual
de los microorganismos en la rizosfera (Reinhold-Hurek et al., 2015), donde la
capacidad de una planta para reclutar microorganismos puede verse restringida

por la microbiota nativa del suelo (Bakker et al., 2015; en Santoyo, 2022).
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5.2. La diversidad beta pero no la alfa de las comunidades bacterianas de la
rizosfera presenta diferencias significativas entre las semillas de maiz

Los andlisis mds clasicos como los indices de diversidad y que fueron empleados
en este trabajo permitieron observar que la diversidad beta se vio afectada
entre las semillas nativas e hibridas, este resultado concuerda con un estudio
previo donde se analizaron otras variables como diferentes compartimentos del
suelo (rizosfera proximal y distal) y diferentes grupos de plantas (teocintle,
endogamico e hibrido) (Brisson et al., 2019). Independientemente de la
separacion por compartimentos y de los diferentes grupos genéticos analizados,
es relevante sefialar que el grupo genético tuvo efectos sobre la diversidad beta,
lo cual podria sugerir un mayor impacto de la produccién de semillas mejoradas
sobre las comunidades bacterianas (Brisson et al., 2019), ya que al ponerse en
contacto con un ambiente distinto al de su concepciéon, las comunidades
bacterianas cambiaron de acuerdo con las condiciones de humedad estudiadas

aqui (humedad baja y media).

Por otro lado, el resultado arrojado sobre la diversidad alfa concuerda con el
estudio de Rebollar y colaboradores (2017), donde tampoco encontraron
diferencias significativas en esta estimacion de diversidad (Figura 4A y B), por
ello mencionan que si bien las estimaciones son utiles para describir
comunidades, no siempre brindan informacidon sobre las consecuencias de
diferentes tratamientos/condiciones (Rebollar et al., 2017). Por lo tanto, es
importante tener en cuenta las limitaciones que se han asociado a estas
estimaciones tradicionales. Debido a ello, en este trabajo se emplearon redes de
co-ocurrencia y exclusién que permitieron obtener informacién complementaria
(nimero de asociaciones significativas, la complejidad y estabilidad de las

comunidades bacterianas y la identificacion de OTUs clave) para evaluar la
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influencia del origen de la semilla de maiz sobre la comunidad microbiana

(Escolastico y Pérez, 2019).

5.3. La semilla nativa de maiz presenta las redes de co-ocurrencia y exclusion
mas complejas y estables

Es importante destacar que los resultados nos permiten observar como la
complejidad de las redes, indicada por el nimero de OTUs y asociaciones, asi
como por la densidad tuvo cambios entre los dos tipos de semillas de maiz
cultivadas en el municipio de Chiapas, evidenciando que las semillas hibridas
presentaron diferencias significativas en la mayoria de los parametros
topoldgicos asociados a la descripcién de las redes (Tabla 3). Esto también fue
observado en el estudio de Brisson y colaboradores (2019), ya que sus
resultados sugieren que el desarrollo de hibridos de maiz afecta

significativamente las estructuras de la comunidad microbiana de la rizosfera.

Al considerar los valores de densidad y modularidad m3s altos, se observé que la
semilla nativa mostré una mayor complejidad y estabilidad en comparacién con
la semilla hibrida, donde solo la humedad baja presenté un valor alto de
densidad. Una mayor complejidad se interpreta como una actividad mas intensa
y por lo tanto, una red compleja seria mas resistente en caso de perturbacion
debido a la incidencia de asociaciones (Elmqvist et al., 2003; Tylianakis et al.,
2010; Karimi et al., 2017), lo cual puede ser beneficioso para resistir el estrés de
factores bidticos o abidticos (Marasco et al., 2018; Ying et al., 2022). Estos
resultados concuerdan con la historia de manejo asociada a las semillas nativas,
las cuales han sido adaptadas a condiciones ecoldgicas y climaticas muy

diversas, propias de cada familia campesina.

Respecto a la estabilidad, es importante mencionar que esta mejora en

arquitecturas compartimentadas y débilmente conectadas (Landi et al., 2018),
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asociadas a altos valores de modularidad como los encontrados en las redes de
la semilla nativa (Figura 7). Esto permite sugerir que los compartimentos
(mddulos) podrian amortiguar la propagacion de perturbaciones a través de la
comunidad, debido a que dichos mddulos se encuentran débilmente conectados
a otros (Olesen et al., 2007; Landi et al., 2018). Los resultados aqui mostrados se
inclinan a que las semillas nativas podrian brindarnos un panorama mejor ante
las condiciones tan cambiantes que enfrentamos actualmente y que
enfrentaremos en un futuro. Ademas, se debe tener en cuenta que la
producciéon de semillas hibridas incluye muchos pasos, los cuales podrian ser
afectados por cambios en el medio ambiente como la temperatura, la lluvia, el

tipo de suelo, etc. (MacRobert et al., 2014).

5.4. El tipo de semilla de maiz influye sobre la presencia de ciertos grupos
bacterianos en la rizosfera

En las redes de co-ocurrencia y exclusion de la semilla nativa se observaron
OTUs con mayor numero de asociaciones, las cuales corresponden a filos
bacterianos con preferencias de habitat distintas. En la semilla nativa con
humedad baja se identific6 a Proteobacteria como grupo bacteriano
copiotroéfico, es decir, bacterias que prefieren ambientes ricos en nutrientes
(Fierer et al., 2017). En la humedad media se presentd Verrucomicrobia, filo
considerado oligotréfico porque prefiere bajos requerimientos en nutrientes
(Rebollar et al., 2017), mientras que, la OTU con mds asociaciones en la semilla
hibrida con humedad baja pertenece a Acidobacteria, un filo bacteriano

oligotréfico (Rebollar et al., 2017).

La relevancia de Proteobacteria en la semilla nativa con humedad baja se debe a
qgue son taxones muy heterogéneos desde el punto de vista metabdlico,
morfoldgico y ecoldgico (Kersters et al., 2006), por lo cual, dicha diversidad y

heterogeneidad pudo intervenir en las asociaciones en este tipo de semilla de
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maiz. Por otro lado, se sabe que Verrucomicrobia se distribuye ampliamente en
una variedad de tipos de hdabitat (Nixon et al., 2019) y se sugiere que se
comportan como estrategas k, con bajas tasas de crecimiento y alta afinidad por
los sustratos de nutrientes (Navarrete et al., 2015). La importancia de este
phylum en la semilla nativa se encuentra respaldada por un estudio realizado
por Aguirre-von-Wobeser et al. (2018), donde observaron el enriquecimiento de
Verrucomicrobia en el suelo adyacente a las raices del maiz, lo cual refleja la
seleccion de estas bacterias del conjunto microbiano presente en el suelo de la
milpa. También mencionan que es posible que Verrucomicrobia haya

evolucionado junto con el maiz durante cientos de afios.

Por otra parte, el phylum Acidobacteria, presente en los dos tipos de semillas en
la humedad baja, es uno de los mas grandes y abundantes del suelo, ademas, es
filogenéticamente distinto y alberga diversas fisiologias (Kielak et al., 2016;
Giguere et al., 2021). Estas bacterias cuentan con mecanismos de tolerancia al
estrés como la inanicién, que les permiten superar las condiciones ambientales
oligotroéficas (Kalam et al., 2020). Debido a ello, es un grupo bacteriano que
puede asociarse a ambos tipos de semillas de maiz, tal y como se observé en los
resultados. Ademas, esta relacionado con servicios ecoldgicos como la
descomposicion de la materia orgdnica y la desnitrificacidon, los cuales
contribuyen con la estabilidad del carbono (Banerjee et al., 2018; Kalam et al.,

2020).

Cabe mencionar que se presenta informacidon sobre estos filos porque son
aquellos que se encuentran asignados. Sin embargo, es importante reconocer el
papel de los filos no asignados, considerados como “materia oscura microbiana”,
ya que en los analisis de las redes de co-ocurrencia y exclusién fueron los que
presentaron el mayor porcentaje de asociaciones y se identificaron como OTUs

con mayor numero de conexiones. Zamkovaya y colaboradores (2021)
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observaron que al excluir los filos no asignados de las redes se generaron
cambios drasticos en su estructura, por lo que mencionan que esto ejemplifica
la importancia de los taxones desconocidos en el establecimiento de relaciones
de co-ocurrencia y en el mantenimiento de la forma general de la red dentro de

cada comunidad.

5.5. Las semillas nativas son importantes para la conservacion de la
agrobiodiversidad y el conocimiento asociado a su manejo

Se observd que la semilla nativa se relaciond con los parametros topoldgicos
que indican mayor complejidad y estabilidad (Tabla 3, Figuras 7A y B), ademas
presentdé mdas OTUs que participaron en un mayor numero de relaciones de
co-ocurrencia (co-presencias) (Tabla 3, Figuras 6A y B). Esto sugiere que las
semillas nativas presentan caracteristicas Unicas que permiten la conservacién
de la agrobiodiversidad a largo plazo, ya que los pardmetros antes mencionados
indican que existe una menor probabilidad de que una perturbacidon genere un
impacto realmente negativo dentro de las redes de este tipo de semilla.
Ademas, cada elemento en las redes tiene un papel distinto y algunos
elementos van a importar mas que otros ante algun dafo o remocion. Por lo
tanto, las semillas nativas se consideran un medio a través del cual se conserva
la diversidad genética y son una fuente de genes que permiten su adaptaciéon en
ambientes adversos (SNICS, 2021). Estas semillas también mantienen el
conocimiento asociado a su manejo porque durante su seleccién se toma en
cuenta la productividad y el uso de los alimentos preparados en cada region, los
cuales cambian de acuerdo con las necesidades, cultura y tradiciones

(Lozada-Aranda et al., 2018; Gastélum y Rocha, 2020).

La conservacion de la agrobiodiversidad es vital para el presente y futuro de la

agricultura en un contexto de cambios cada vez menos predecibles, sin

embargo, dicha conservacion se ve afectada por la pérdida de las variedades de
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los cultivos debido a la acelerada sustitucion de variedades nativas por
variedades mejoradas (FAO, 2016; en Casas, 2019). Esto ocurre en el estado de
Chiapas, ya que actualmente se presenta la problematica relacionada con el
reemplazo de semillas nativas por semillas hibridas, lo cual podria dificultar su
conservacion. Por ello es de suma importancia abordar los principales factores
gue intervienen en el mantenimiento de la agrobiodiversidad en este cultivo tan

importante.

De acuerdo con Casas (2019), un paso crucial para planear la conservacion (in
situ o ex situ) de la agrobiodiversidad es caracterizar sus funciones ecolégicas y
su importancia cultural en los sistemas socioecoldgicos en los que se encuentra
inmersa e identificar los riesgos y factores que amenazan su permanencia. Por lo
tanto, continuar con el cultivo de semillas nativas de maiz en estados donde su
produccidn es importante tendrd un papel primordial en la conservacién de la
agrobiodiversidad. Al conservar las semillas se mantendra la capacidad potencial

de continuar generando mayor diversidad (Casas, 2019).

Este trabajo incluye la interaccién de componentes importantes que forman
parte de la agrobiodiversidad, empezando por las comunidades de bacterias
asociadas a la rizosfera de plantas provenientes de dos tipos de semillas de maiz,
donde una semilla se ha cultivado durante afios bajo practicas realizadas por
familias campesinas de dos regiones. Los resultados sugieren que sin el cultivo
de semillas nativas de maiz se perderia un componente importante de la
diversidad bioldgica, asi como el conocimiento de distintos grupos que han
participado en su cultivo. Ademas, el maiz es parte de la vida diaria de los
campesinos, de su organizacion y tejido social, pues familias enteras intervienen
en la siembra, cuidado y cosecha de este cereal (Salcedo et al., 2014; Santillan,

2014; Gastélum y Rocha, 2020).
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6. CONCLUSIONES

El andlisis de las comunidades bacterianas de la rizosfera de plantas
provenientes de semillas nativas e hibridas mediante redes de co-ocurrencia y
exclusion permitid identificar que si existen diferencias entre las semillas de
maiz en dos regiones del municipio de Ocozocoautla de Espinosa, Chiapas. Por lo
tanto, los resultados obtenidos permiten aceptar la hipdtesis alternativa, en la
cual se planted que el genotipo y la historia de las semillas de maiz son factores
importantes que generan diferencias en las asociaciones de las comunidades
bacterianas. Las semillas de maiz que se han desarrollado en un contexto
ambiental local, han heredado y mantenido una comunidad bacteriana diferente
a la que se asocia a semillas que se cultivan por primera vez y bajo condiciones

ambientales adversas, distintas a las de su concepcion.

En esta investigacidon se realizaron analisis de diversidad alfa y beta, lo cual
permitid cumplir el objetivo particular 1, ya que se describié la diversidad de las
comunidades bacterianas de la rizosfera. Aunque los andlisis de diversidad alfa
no sefalaron diferencias significativas, los analisis de diversidad beta nos dieron
indicios de que la semilla hibrida con humedad media presenta diferencias
significativas en la composicion de las comunidades bacterianas con respecto a
la comunidad de la regién con humedad baja. Esto nos indicé que emplear las
redes de co-ocurrencia y exclusion fue un método adecuado para analizar la
influencia del origen de la semilla de maiz, cumpliéndose el objetivo general, asi
como el objetivo particular 2, ya que al comparar las redes de co-ocurrencia y
exclusion con ayuda de los parametros topoldgicos, se encontrd que la semilla
nativa fue la que presentd las comunidades bacterianas mads estables y

complejas en ambas humedades.

A partir de los resultados aqui mostrados y de la informacion revisada en la

literatura se cumplié el objetivo particular 3, ya que se logré destacar la
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importancia de las semillas nativas en la conservacion de la agrobiodiversidad,
asi como el conocimiento asociado a estas semillas. Sefalamos que las semillas
nativas presentan caracteristicas Unicas que permitiran la conservacion de la
agrobiodiversidad a largo plazo, junto con los conocimientos que cada familia
campesina ha transmitido de generacién en generaciéon y que han originado una
mayor diversidad debido al desarrollo de las semillas en un contexto ambiental

local.

7. PERSPECTIVAS

Seria interesante que en un futuro se continle con el monitoreo de las
comunidades bacterianas asociadas a las semillas nativas e hibridas de maiz en
este municipio de Chiapas, con la finalidad de contar con muestreos que nos
permitan analizar la situacidn actual de estos tipos de semillas. Los datos
empleados en este trabajo de investigacion son parte de un proyecto realizado
en el ano 2019, por lo que un nuevo muestreo nos permitiria tener un
panorama mds amplio sobre cdmo ha avanzado el reemplazo de semillas nativas
por hibridas y las implicaciones que esto tendria sobre la agrobiodiversidad

asociada.

El uso de redes de co-ocurrencia y exclusidn en este trabajo de investigacion y
en otros estudios ha demostrado que este método sera importante para
continuar con estudios que tengan como objetivo analizar como las
comunidades microbianas se relnen y responden ante los cambios presentes en
su entorno, donde los estudios de diversidad tradicionales presentan

limitaciones porque ignoran los patrones de co-ocurrencia existentes.

Por otro lado, seria importante tener en cuenta el papel de los filos no asignados

en estudios posteriores, ya que estudios previos y los resultados aqui mostrados

reportan que estos filos no asignados podrian desempefiar funciones ecolégicas
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relevantes, que generalmente se dejan sin explorar porque la mayoria de los

analisis se enfocan en los taxones conocidos.

Finalmente, seria relevante compartir los resultados obtenidos con los
habitantes del municipio de Ocozocoautla de Espinosa y de esa manera
comunicarles la importancia de sus bacterias en el cultivo de maiz, ya que ellos y
ellas han contribuido durante afos a la conservacidon de la agrobiodiversidad a
través de sus conocimientos y practicas. Una de las principales ideas para
compartir esta informacion es hacer una carta dirigida a los nifios y nifias de
Ocozocoautla de Espinosa porque en un futuro ellos y ellas seran quienes

continden con el cultivo de este cereal tan importante.
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9. ANEXO

Tabla Al. Filos bacterianos presentes en las redes de co-ocurrencia y exclusion de la

semilla nativa asociada a dos tipos de humedad. Los filos se encuentran ordenados de

acuerdo a su abundancia.

R1: Humedad baja

R2: Humedad media

Phylum Nodos | % Phylum Nodos | %
p_ (phylum no asignado) 359 40.16 p_ (phylum no asignado) 375 39.02
Proteobacteria 175 19.57 Proteobacteria 202 21.02
Acidobacteria 151 16.89 Acidobacteria 170 17.69
Bacteroidetes 70 7.83 Bacteroidetes 80 8.32
Actinobacteria 62 6.94 Actinobacteria 61 6.35
Verrucomicrobia 37 4.14 Verrucomicrobia 40 4.16
candidate division WPS-1 14 1.57 candidate division WPS-1 12 1.25
Candidatus 13 1.45 Candidatus 6 0.62
Saccharibacteria Saccharibacteria
Firmicutes 4 0.45 Firmicutes 6 0.62
Planctomycetes 3 0.34 Planctomycetes 3 0.31
Latescibacteria 2 0.22 Armatimonadetes 1 0.1
Armatimonadetes 1 0.11 Chloroflexi 1 0.1
Chloroflexi 1 0.11 Cyanobacteria/Chloroplas 1 0.1
t
Cyanobacteria/Chloroplast 1 0.11 Deinococcus-Thermus 1 0.1
Gemmatimonadetes 1 0.11 Gemmatimonadetes 1 0.1
Latescibacteria 1 0.1
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Tabla A2. Filos bacterianos presentes en las redes de co-ocurrencia y exclusién de la
semilla hibrida asociada a dos tipos de humedad. Los filos se encuentran ordenados de

acuerdo a su abundancia.

R1: Humedad baja R2: Humedad media

Phylum Nodos | % Phylum Nodos | %

p_ (phylum no asignado) 298 42.09 p_ (phylum no asignado) 301 40.57

Proteobacteria 131 18.5 Proteobacteria 141 19
Acidobacteria 123 17.37 Acidobacteria 127 17.12
Bacteroidetes 56 7.91 Bacteroidetes 60 8.09
Actinobacteria 41 5.79 Actinobacteria 48 6.47
Verrucomicrobia 33 4.66 Verrucomicrobia 31 431
candidate division WPS-1 10 1.41 candidate division WPS-1 10 1.35
Candidatus 4 0.56 Candidatus 7 0.94
Saccharibacteria Saccharibacteria
Firmicutes 3 0.42 Firmicutes 6 0.81
Planctomycetes 3 0.42 Cyanobacteria/Chloroplas 4 0.54
t
Latescibacteria 2 0.28 Planctomycetes 2 0.27
Armatimonadetes 1 0.14 Armatimonadetes 1 0.13
Cyanobacteria/Chloroplas 1 0.14 Chloroflexi 1 0.13
t
Deinococcus-Thermus 1 0.14 Deinococcus-Thermus 1 0.13
Gemmatimonadetes 1 0.14 Latescibacteria 1 0.13
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Figura Al. Modularidad asociada a la semilla nativa con humedad baja. Algoritmo de
Blondel y colaboradores, 2008 y resolucion de Lambiotte et al., 2009. Obtenida del

software Gephi.
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Figura A2. Modularidad asociada a la semilla nativa con humedad media. Algoritmo
de Blondel y colaboradores, 2008 y resolucién de Lambiotte et al., 2009. Obtenida del

software Gephi.

Size Distribution

260
240
220
200
180
160
140
120
100
20
60
40
20

[ Q] P P P LTS P P Y P TR T TR T I L W S Tl WP S ST LY L PR T
0 5 10 1% 20 25 20 35 40 45 50 5% 60 &3 70 75 80 85 80
Modularity Class

Size (number of nodes)

90



Figura A3. Modularidad asociada a la semilla hibrida con humedad baja. Algoritmo de
Blondel y colaboradores, 2008 y resolucion de Lambiotte et al., 2009. Obtenida del

software Gephi.
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Figura A4. Modularidad asociada a la semilla hibrida con humedad media. Algoritmo
de Blondel y colaboradores, 2008 y resolucién de Lambiotte et al., 2009. Obtenida del

software Gephi.
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Tabla A3. Principales mddulos y filos bacterianos asociados a las redes de la semilla

nativa bajo dos tipos de humedad

Médulo
(no. de
nodos)

Humedad

Baja

Filos bacterianos

[EEN

) Acidobacteria

) Actinobacteria
)
)

w N

Bacteroidetes

D

candidate division

WPS-1

5) Candidatus
Saccharibacteria

6) Firmicutes

7) Proteobacteria

8) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria
2) Actinobacteria
3) Bacteroidetes
4) candidate division

WPS-1
5) Candidatus
Saccharibacteria
6) Proteobacteria
7) Verrucomicrobia

) Acidobacteria

) Actinobacteria
3) Bacteroidetes

) candidate division
WPS-1

5) Latescibacteria
6) Planctomycetes
7) Proteobacteria
8) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria

2) Bacteroidetes

3) candidate division
WPS-1

4) Candidatus

Media
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Filos bacterianos

[EEN

) Acidobacteria

) Actinobacteria
)
)

w N

Bacteroidetes

D

candidate division
WPS-1

5) Planctomycetes
6) Proteobacteria
7) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria

2) Actinobacteria

3) Armatimonadetes
4) Bacteroidetes

5) candidate division

WPS-1

6) Planctomycetes
7) Proteobacteria
8) Verrucomicrobia

) Acidobacteria

) Actinobacteria
3) Bacteroidetes

) candidate division
WPS-1

5) Proteobacteria
6) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria

2) Actinobacteria

3) Bacteroidetes

4) candidate division
WPS-1




Saccharibacteria
Planctomycetes
Proteobacteria

Verrucomicrobia

[EEN

w N
~— ~— ~— ~—

D

Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Proteobacteria
Verrucomicrobia

Acidobacteria
Actinobacteria
Armatimonadetes
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Latescibacteria
Proteobacteria

Actinobacteria
Bacteroidetes
Chloroflexi
Firmicutes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

Actinobacteria
candidate division
WPS-1
Proteobacteria
Verrucomicrobia

Candidatus
Saccharibacteria
Firmicutes
Gemmatimonadetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

[EEN

w N
~— ~— ~— ~—

D

Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Proteobacteria
Verrucomicrobia

6)
7)
8)

Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Candidatus
Saccharibacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

1)
2)
3)

Acidobacteria
Actinobacteria
Candidatus
Saccharibacteria
Verrucomicrobia

Bacteroidetes
Chloroflexi
Firmicutes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

Fuente: elaboracidn propia a partir del software Gephi. El color de las columnas representa el

color de los mddulos. Los filos bacterianos en color negrita son aquellos que difieren entre los

modulos.
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Tabla A4. Principales mddulos vy filos bacterianos asociados a las redes de la semilla

hibrida bajo dos tipos de humedad

Maddulo
(no. de
nodos)

Humedad

Baja

Filos bacterianos Media | Filos bacterianos

1) Acidobacteria
2) Actinobacteria
3) Armatimonadetes
4) Bacteroidetes

1) Acidobacteria
2) Actinobacteria
3) Bacteroidetes
4) Candidatus
5) candidate division Saccharibacteria
WPS-1
6) Candidatus
Saccharibacteria
7) Deinococcus-Therm

us

5) Proteobacteria
6) Verrucomicrobia

8) Gemmatimonadetes
9) Planctomycetes

10) Proteobacteria

11) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria
2) Actinobacteria

1) Acidobacteria
2) Actinobacteria
3) Bacteroidetes
4) Proteobacteria

3) Bacteroidetes

4) Planctomycetes
5) Proteobacteria
6) Verrucomicrobia

5) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria
2) Bacteroidetes

1) Acidobacteria

2) Actinobacteria

3) Bacteroidetes

4) candidate division
WPS-1

5) Proteobacteria

3) Proteobacteria
4) Verrucomicrobia

6) Verrucomicrobia

1) Acidobacteria
2) Actinobacteria

1) Acidobacteria

2) Actinobacteria

3) Bacteroidetes

4) candidate division
WPS-1

5) Proteobacteria

3) Bacteroidetes

4) candidate division
WPS-1

5) Proteobacteria
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Fuente: elaboracidén propia a partir del software Gephi. El color de las columnas representa el

color de los mddulos. Los filos bacterianos en color negrita son aquellos que difieren entre los

modulos.

6)

Verrucomicrobia

1)
2)
3)
4)
5)

Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

1)
2)
3)
4)
5)

Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

1)
2)

Acidobacteria
Bacteroidetes

1)
2)

3)
4)
5)

Bacteroidetes
Candidatus
Saccharibacteria
Planctomycetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia
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6)

Verrucomicrobia

1)
2)
3)

4)

Acidobacteria
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Proteobacteria

1)
2)
3)
4)

5)
6)

Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Proteobacteria
Verrucomicrobia

1)
2)
3)

4)
5)

Acidobacteria
Actinobacteria
candidate division
WPS-1
Proteobacteria
Verrucomicrobia

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)
8)

Acidobacteria
Actinobacteria
Armatimonadetes
Bacteroidetes
candidate division
WPS-1
Cyanobacteria/
Chloroplast
Proteobacteria
Verrucomicrobia




Semilla nativa

R1. Humedad baja R2. Humedad media
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Semilla hibrida

R1. Humedad baja R2. Humedad media

Figura A5. OTUs clave identificadas en redes de co-ocurrencia y exclusion de comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de semillas nativas e
hibridas de maiz en dos regiones con diferente humedad. El tamafio de los nodos esta dado por el parametro topoldgico de centralidad de grado,
mientras que el color de los nodos estd determinado por el pardmetro de centralidad de intermediacidn. El color amarillo indica las OTUs con los
valores mas bajos de centralidad de intermediacién y las OTUs azul oscuro aquellas con los valores mas altos. Las aristas negras representan relaciones

de co-presencia y las rojas de exclusion mutua.
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