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Abreviaturas

DNA acido dexocirrebonucleico

RNA acido ribonucleico

PCR Reaccion de la cadena de polimerasa

AMF Hongo micorricico arbuscular

LOCUS regién de un gen en especifico a estudiar,
ASV secuencia variable de amplicon

NGS Secuenciacion de Proxima Generacion
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Resumen

Las comunidades de los microbios en el suelo son muy diversas y desempefan un papel
esencial en la distribucion de la diversidad vegetal. En el presente estudio, se ha llevado
a cabo la secuenciacion de proxima generacion en paralelo (NGS) mediante
metabarcoding , tanto de los hongos micorricicos arbusculares (AMF), que tienen una
asociacion mutualista con plantas, y de los oomicetos, que son patogenos de las plantas,
determinando la abundancia relativa y la diversidad de éstos en todos los suelos de
diferentes sitios de Panama Centro. Por otro lado, estudios previos indican que existen
variables ambientales como pH y zona de precipitacion que pueden influenciar
directamente sobre el comportamiento de estos microorganismos y, a su vez, en la
distribucion de los bosques tropicales. Se observdé que los AMF presentan mayor
abundancia y diversidad en aquellas regiones de mayor precipitacion (Zona del Caribe
de Panamad), mientras que la diversidad de los oomicetos no sé ve afectada por las

precipitaciones, ya que tan solo el pH genera cambios significativos en su diversidad.
Summary

Microbial communities in the soil are highly diverse and play an essential role in the
distribution of plant diversity. In this project, perform parallel next-generation sequencing
(NGS) by metabarcoding of organisms associated with plants, both arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) that have a mutualistic association with plants and oomycetes
that are plant pathogens, determining the relative abundance and the diversity of these in
all the soils of different sites in Central Panama. On the other hand, previous studies
indicate that there are environmental variables such as pH and precipitation zone that
directly influence the behavior of these microorganisms and, in turn, the distribution of
tropical forests. It was observed that the AMF present greater abundance and diversity in
those regions with higher rainfall (Caribbean Zone of Panama), while the diversity of the
oomycetes is not affected by rainfall, since only the pH generates significant changes in

its diversity.
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Introduccion

Los suelos albergan grandes cantidades de diversidad microbiana. Estos
microorganismos juegan un papel importante en el ecosistema, como el ciclo de
nutrientes, la fijacién de carbono, la descomposicién y pueden asociarse estrechamente
con las plantas, a veces teniendo asociaciones positivas (Mangan et al., 2004) y otras
veces negativas (Spear y Broders, 2020). Las especies vegetales dentro de un
ecosistema se ven afectadas por la abundancia y la diversidad de hongos patdgenos,
enddfitos, saprotrofos y micorricicos, y también se ha se ha observado que la diversidad
de estas especies vegetales igualmente influye en el comportamiento, abundancia y

distribucion de algunos microorganismos (Morejon, 2022; Saitta et al., 2018).

Dentro del Canal de Panama, se han encontrado diferencias con relacién a los gradientes
de precipitacion, ya que desde extremo Norte de la Costa Caribefia hacia el otro extremo
Sur de la Costa del Pacifico se encuentran en un rango de 1600mm a 3100mm por afio,
por lo que es variable y no es estable por zonas (Rand y Rand, 1982; Pyke et al., 2001).
Una de las investigaciones mas importantes en la distribucion de los bosques de Panama
Central de Condit et al., (2013) nos muestra que los patrones de lluvia y la quimica del
suelo como por ejemplo, el pH o el contenido en fésforo, son muy importantes para la
distribucidon de arboles en los bosques de Panama. Por ello nos preguntamos si los

microbios del suelo también siguen estos patrones.

Los Hongos Micorricicos Arbusculares (AMF), son un tipo de endomicorriza (filo
Glomeromicota) que se mantiene en el inferior de la raiz de una planta y la mayoria de
los arboles neotropicales dependen de ellos por su establecimiento y crecimiento
(Mangan et al, 2010). Esta relacién simbidtica le da carbohidratos al hongo a cambio de
mejorar la absorcion de agua, fésforo inorganico y otros nutrientes relativamente
inmoviles para la planta, aumentando efectivamente el area de la superficie de la raiz,
por lo cual aumentan también el volumen de suelo (Smith et al., 2015; Shappe et al.,
2017). Las propiedades de los suelos también pueden ser determinadas por la

composicion de los hongos micorricicos.Como indican algunas investigaciones previas,
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un tipo de Micorriza arbuscular subfilo Glomeromicotina mantiene un 80% de
asociaciones con especies de plantas en el mundo, por lo que es importante caracterizar
estos microorganismos y se esta a la espera de seguir clasificando muchos mas (Wang
y Qiu 2006; Brundrett, 2009; Shappe et al., 2017). Para ver algunas diferencias
significativas de los efectos del suelo como la composicién quimica y la diversidad de
arboles tropicales en Panama Shappe et al., (2017) también se realizaron estudios de

identificacion de microorganismos presentes.

Por otro lado, los oomicetos son microorganismos eucariotas similares a hongos. Estos
microorganismos se mantienen en nichos ecoldgicos y asi mismo la mayoria de ellos son
patégenos en plantas y animales. Crecen muy rapido y los métodos de analisis deben
ser mas precisos para asi, buscar nuevas alternativas para su adecuada deteccion
(Robideau et al., 2011). Se ha encontrado informacién de que estos microorganismos
causan patogenicidad a las plantas a través del uso de proteinas involucradas en la
ruptura de paredes celulares como las cutinasas (McGowan et al., 2020; Costa y Lopes,
2022).

La informacion obtenida de la distribucion de estos tipos de microorganismos en los
bosques neotropicales contribuira grandemente a nuestra comprensién de la dinamica
forestal, ya que las plantulas de arboles dependen en gran medida del crecimiento con
ayuda de los AMF y de la supresion causada por los oomicetos patdégenos que son a
menudo los mas mortiferos en esta etapa de vida, haciendo que las interacciones entre
estos microorganismos y se vean beneficiadas o no. Por lo que se trata de un filtro

ecoldgico para determinar la composicion de los bosques tropicales (Connell et al., 2005).

El metabarcoding o la codificacion de barras a partir de ADN ambiental y esta se emplea
para conocer la biodiversidad a partir de una muestra ambiental obteniéndose metadatos
para evaluar la funcién con el entorno ecolégico (Taberlet et al., 2012; Tedersoo et al.,
2022).

Las ventajas del uso de metabarcoding se destaca: (i) sensible, imparcial y amplia

deteccion a comunidades de organismos objetivos, (ii) proporciona variantes por
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muestras y alto grado de certeza; (iii) menor tiempo hasta la respuesta desde el muestreo;
(IV) mayor cantidad de muestras procesadas por persona y a su vez (V) con relacion a
los procesos se pueden suspender y continuar por etapas o procesos (Riit et al., 2016;

Rossmann et al., 2021).

En los ultimos afos se ha utilizado la secuenciacién de Nueva Generacion (NGS) a traves
de la tecnologia de lllumina, utilizando el equipo MiSeq ya que proporciona una
disminucién de costes significativa y es mas informativo para la identificacién de hongos.
En algunos casos el MiSeq puede proporcionar lecturas mas largas y menos errores en
comparacién con otras técnicas (Salipante et al., 2014; Razzauti et al., 2015; Kryukov et
al 2020).

Para la correcta identificacion taxondémica se deben llevar a cabo diferentes
procesamientos de datos a través de programas bioinformaticos. Al trabajar con la
plataforma de Illumina es necesario la depuracion de los datos de secuenciacion y una
de las herramientas altamente utilizado es DADA2 (Callahan et al., 2016) en lenguaje R.
Los datos resultantes son variantes de secuencia de amplicon (ASV) ya que los ASV
demuestran una sensibilidad como lo es diferencias de un solo nucleétido y asi misma
especificidad una mejorada sobre la unidad taxonémica operativa (OTU) ademas de que
discriminan patrones ecolégicos (Callahan et al, 2016; Callahan et al., 2017; Furneaux et
al.,2021). Por otro lado, las estimaciones para determinar la diversidad alfa y beta utilizan
tanto ASV como OTU y los estudios con DADAZ2 con ASV se estan aplicando a otras

plataformas como Pacbio (Furneaux et al., 2021).

Por todo ello, este trabajo se centrara en la busqueda de AMF y oomicetes en suelo con
el fin de comprender mejor su influencia en la distribucion de los bosques tropicales en

Panama.

El Objetivo General del estudio es:

e Determinar abundancia y diversidad de hongos micorricicos arbusculares y

oomicteos en suelos de Panama Centro mediante metabarcoding.
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Los Objetivos especificos son:

e Determinar la abundancia relativa microbiana de hongos micorricicos arbusculares
y oomicetos en suelos de diferentes sitios de bosques de Panama Centro
mediante metabarcoding.

e Analizar la diversidad alfa microbiana de muestras (cantidad asv o secuencias
diferentes).

e Analizar la diversidad beta microbiana

e Conocer como las variables gradiente de precipitacion y pH del suelo influyen en

la abundancia y la diversidad de estos microorganismos.
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Materiales y Métodos

Muestras

Las muestras de este estudio fueron tomadas de 56 sitios o plots de bosques dentro de
la regiéon de Panama Central desde la zona del Pacifico hasta la zona del Caribe (Figura
No.1) y para ello se recolectaron de unas 5 a 12 muestras de cada sitio siendo en total
para este estudio unas 609 muestras. Las muestras son parte de otro estudio y se
encontraban previamente extraidas. En la extraccion se tomaron 0.25g y se procesaron
con el kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN) y estos extractos, se conservaron en congelacion
en el Laboratorio de Genética Evolutiva y Ecologia de NAOS del Instituto Smithsonian de
Investigaciones Tropicales de Panama. Para estos plots se conocia sus caracteristicas
generales del suelo principalmente pH y Zona de Precipitacion mediante otros estudios
previos (Pyke et al., 2001; Condit et al 2001; Condit et al., 2013; Schappe et al., 2017).

Center for Tropical Forest Science (CTFS)
Plot Locations in Panama

Figura No. 1: Mapa de ubicaciones plots de bosques en la Republica de Panama. En el recuadro
celeste se observa puntos de recolecta de Panama Central y se observan todos los plots

existentes recuperado de archivos Smithsonian GIS Data Portal (https://stridata-

si.opendata.arcgis.com/documents/ctfs-localization-plots-pdf/explore)
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PCR

A partir de los extractos de ADN, se realizaron dos tipos de amplificaciones basadas en
cada una de las regiones especificas, para cada uno de los microorganismos, el cual se
llamé PCR1. Para los AMF se utilizé un locus especifico, la subunidad pequefia SSU de
18S DNA ribosomal (Figura No. 2), segun Van Geel et al., (2014) y se siguieron protocolos
establecidos por el laboratorio. Los primers fueron AMV4.5NF (cebador directo 5’
AAGCTCGTAGTTGAATTTCG 3’) y AMDGR (cebador inverso 5
CCCAACTATCCCTATTAATCAT 3’), que ademas contenian secuencias con
adaptadores de lllumina en el extremo 5’. Asimismo se utilizdé phased primers (Wu et al.
2015). Se preparo la PCR, que contenia: 3.7 yL de agua ultrapura grado molecular, 5 pL
de Platinum Hot Start PCR Master Mix 2X (Invitrogen-ThermoFisher, Estados Unidos),
0.15 yL de cada primer a 10 mM, y 1 yL de extracto de ADN. Se realizé una preparacion
para seis placas y medio, de 96 pocillos de PCR, incluyendo controles positivos y
negativos de reaccion. Se utilizaron los siguientes parametros: 94°C, por tres (3) minutos
para la desnaturalizacion; seguido de treinta y tres (33) ciclos de 94°C, durante cuarenta
y cinco (45) segundos, 56° C, durante 1 minuto y 72° C, durante minuto y medio (1:30) y
una extension final a 72° C por diez (10) minutos. Todas las muestras se corrieron en un

termociclador MiniAmp Plus (ThermoFisher, Estados Unidos).

AMLL NS31 AMV4.5NF Glo454FLR3
— — — — —
Small subunit 5.88 D1 D2 Large subunit
ITS1 ITS2
d— A—— — —
AMDGR AMI1 AML2 NDL22 LSUmBr
AMV4 SNF-AMDGR- |- -===---~ Glo454-NDL22 ----=-nrmmmnnn >

NS31-AMI,NS31-AML2 [#--=-===--}---momemm- FLR3-LSUmBr  --=-=-=-=-=-=---- >
190 bp

Figura No. 2. Combinacién de primers para amplificacion de regiéon SSU de AMV4.5NF-AMDGR
mostrado por Van Geel et al (2014).

En relacion con los oomicetos se utilizaron cebadores (primers) especificos para
oomicetos y con el fin de amplificar la region del espaciador transcrito interno 1 (ITS1) del

ADN ribosomal, recomendado por (Robideau et al., (2011) y Riit et al., (2016) (Figura No.

3). Asi mismo se utilizd el primer reverse especificos ITS2 para la amplificacién de esta
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region ITS1 y en combinacién se le llam6 PCR1 para oomicetos. También, se siguieron
los protocolos del laboratorio y se llevo un control de cada plato (White y et al., 1990;
Gardes y Bruns, 1993; Riit et al., 2016). Los primers fueron ITS100 (cebador directo 5°
GGAAGGATCATTACCACA 3’) y ITS2R (cebador inverso 5
GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3’), que ademas contenian secuencias con adaptadores

de lllumina en el extremo 5. Asi mismo se utilizé phased primers (Wu et al. 2015).

ITS5/ITS6  ITS1 ITS-0/1751 ITS3 ITS300 1A)
= = " e
185 ITS1 ITS2 285
= |

11S2/IT57 ITs4
Figura No.3. Mapa de la regiéon ITS1 oomiceto-especifico tomado de Riit et al., (2016).

La preparacion de PCR contenia 3.7 yL de agua ultrapura grado molecular, 5 pyL de
Platinum Hot Start PCR Master Mix 2X (Invitrogen-ThermoFisher, Estados Unidos), 0.15
ML de cada primer a 10 mM, y 1 uL de extracto de ADN. Se prepar6 una PCR para seis
placas y medio, de 96 pocillos, incluyendo controles positivos y negativos de reaccion.
Se utilizaron los siguientes parametros: 94° C, por tres (3) minutos para la
desnaturalizacion; seguido de treinta y tres (33) ciclos de 94°C durante cuarenta y cinco
(45) segundos, 55° C durante treinta (30) segundos y 72° C durante un (1) minuto y una
extension final a 72° C por diez (10) minutos. Las muestras se corrieron en un

termociclador MiniAmp Plus (ThermoFisher Estados Unidos)

En relacién con los resultados post-corridas, las muestras se colocaron en una camara
de electroforesis con buffer TAE 0.5X y gel de agarosa al 1.5% marcado con GelRed y a
cada una se le agreg6 Loading Dye 6x (ThermoFisher, Estados Unidos) las muestras una

vez utilizadas se congelaron.

Se corrieron las muestras de PCR1 a 50 miliamperios por cuarenta (40) minutos,
respectivamente. Las bandas esperadas en un rango de 300pb a 400pb, tanto para AMF,
como para ITS1. Las mismas se observaron en un transiluminador UVP GelDoc-IT

Imager (Analytikdena, Alemania), con el software VisionWorks (AnalytikJena, Alemania),
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Preparacion de barcoding y normalizacion

En este punto, una vez tenemos las mil doscientas dieciocho (1,218) muestras
amplificadas y tipificadas por ambas regiones. Se realizé una mezcla de las PCR1 para
cada nuestra de ambas regiones, con 5 yl del PCR1 de AMF y 1 pl de PCR1 de oomicetos
por cada muestra, de acuerdo con los protocolos del laboratorio. Una vez realizada la
mezcla, se preparo la placa llamada PCR2 que conlleva los barcodes para cada muestra

y que contiene adaptadores de lllumina, de acuerdo con protocolos del laboratorio.

La preparacion de PCR2 contenia 2 pyL de agua ultrapura grado molecular, 5 yL de
Platinum Hot Start PCR Master Mix 2X (Invitrogen-ThermoFisher, Estados Unidos), 1 uL
de cada barcode i5 y i7 respectivamente a 2.5 mM, y 1 yL de ADN de la PCR1. Se registro

cada combinaciéon de barcode por muestra.

La purificacion y normalizacién se realizé en placas de 96 utilizando Just a plate ™ PCR
Purification & Normalization Kit (Charm Biotech, Estados Unidos), siguiendo instrucciones
del fabricante. después de esta limpieza, se mezclé un alicuota de 10 ul de todas las
muestras para construir la libreria. Para concentrar esta libreria, se utiliz6 KAPA Pure
Beads (Roche). La calidad y concentracion de la libreria fueron verificadas con
Bioanalizer (AgilentTechologies) y asi mismo cuantificadas con QUBIT High Sensitivity
DNA Kit (ThermoFisher).

Secuenciacién y procesamiento de datos

La secuenciacion se realizé en la plataforma lllumina con el Equipo MiSeq usando un kit
de 2x300 ciclos V3 en modo paired-end. La plataforma de manejo de datos fue R
utilizando Rstudio. Las secuencias no deseadas y los indices fueron eliminados
utilizando Cutadapt v4.1 (Martin, 2011). Para las secuencias resultantes se procesaron
con DADA2 (Callahan et a.l, 2016) generando ASVs. Las secuencias se observaron y se
quitaron quimeras y se asignaron las secuencias para taxonomia. Con relacion a AMF lo
comparamos con base de datos de referencia SILVA v. 128 (Quast et al., 2013) y para
los oomicetes fue comparado con base de datos nacional con estudios previos (Broders
y Saltonstall, 2022). Posteriormente los datos se importaron utilizando la herramienta

Phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013). Se calcul6 la abundancia relativa a nivel de género
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para AMF y también género y especies para los oomicetos. Se utilizaron las pruebas de
Kruskal-Wallis y el analisis discriminante lineal (Lefse) para buscar diferencias
clsignificativas en la abundancia relativa entre las variables ambientales. Por ultimo,
llevaron a cabo los calculos para Diversidad Alfa con Shannon y Beta mediante ANOSIM
en R (Clarke, 1993) para diferencias de pH y zona de precipitacion. Los resultados se
graficaron utilizando ggplot2 (Wickham, 2016).
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Resultados

PCR electroforesis

Las amplificaciones de PCR1 fueron exitosos por los dos microbios. Sin embargo,
algunas muestras no se observaron bandas para los oomicetos. Se obtuvieron bandas
como indicaron los autores, entre 300pb a 400pb una banda tanto de las muestras
amplificadas para 18S ADNr (AMF; Fig. 4A) y también para la regién ITS1 (oomiceto; Fig.
4B).

---a--u----k_ﬁ_u----. -

L
-
—
= - —

)

’

-
—
—

-
—N"N"'H:-—~--.uu-~.
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Figura No. 4. Gel de agarosa que muestra bandas de la region SSU 18S ADNr (AMF) (A). Bandas
para la region ITS1 de oomiceto (B) Los productos de PCR fueron visualizados utilizando Gel Red
con luz ultravioleta. Las columnas 1, 12 y 24 contienen marcador de peso molecular de 100pb. Se

incluyeron controles positivos y negativos.

Visién general de la Secuenciaciéon

Se obtuvieron en total 12,379,085 secuencias de AMF y 1,337,212 secuencias de
oomycetos. después de la filtracion de calidad de DADA2, quedaron 2,183,111
secuencias y 1181 ASVs de AMF. Para oomicetes de 1024697 secuencias y 2342 de
ASVs de oomycota.



Smithsonian

Tropical Research Institute

. )
==~ UNIVERSIDADE DA CORUNA

Abundancia y Diversidad

AMF
Abundancia Relativa de hongos AMF

Los resultados de la abundancia relativa de género de los AMF presentes en muestras
de suelos de diferentes sitios de Panama Centro (Figura No. 5) se observa que el numero
de géneros identificados fueron cuatro y en mayor representacion Glomus seguido de
RhizopHagus, Sclerocystis y Septoglomus y estos en su mayoria representados en todas
las muestras con excepciéon de Septoglomus. Por otro lado, nos indica la mayoria de los
ASVs clasificadas como no cultivado o uncultured, representado en todos los suelos que
no pueden ser identificadas por género y otras solo pueden identificadas hasta Familia
que en su mayoria es Familia Glomeraceae. Las muestras con mayor prevalencia de
ASVs clasificadas como no cultivadas pertenecen a la muestra identificada como Campo

Chagres seguido de Cerro Pelado y Clayton.
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Figura No. 5. Abundancia Relativa del género de AMF en suelos de diferentes sitios de Panama

Centro.
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En relacién a los datos obtenidos de la abundancia relativa de género de los AMF
presentes en suelos de diferentes sitios de Panama Centro con relacion a la zona de
precipitacion y al pH (Figura No. 6 A,B ) podemos observar que de los cuatro géneros
Glomus seguido de Rhizophagus, Sclerocystis y Septoglomus, con respecto a la zona de
precipitacion, se mantienen en una abundancia relativa similar entre ellos. Sin embargo,
los con respecto a los suelos y la abundancia de Rhizophagus su cantidad varia (Figura
No. 6A). Los resultados de la abundancia de ASVs identificadas al género Glomus y
Rhizophagus en relacién al pH nos indica que son mas abundantes en pH neutrales (entre

5.0 — 8.0) que en los suelos mas acidos o alcalinos (LDA 2.0, p<0.05; Figura No. 6B).

Genus
Family_Glomeraceae
Family_Glomerales
Glomus
Rhizophagus
Sclerocystis
Septoglomus
uncultured

Relative Abundance of AMF - Genus Relative Abundance of AMF - Genus

1.00- 1.00-
Genus
0.75~ :
Family Glomeraceae (75~
Family_Glomerales
Glomus
' Rhizophagus |
Sclerocystis
Septoglomus
uncultured
0.25-
0.00-
N ' . ' v
& 0.00-

a
A Precip Zone -
B pH_range

=
~

Abundance
=
3
Abundance
o
3

=]
N
&

2

€
L o,

o'v-S
S0
0SSV

0002-0051L
00¥2-0002
0062-00¥2
00SE-000€
S'S-0'S
09-9'S
5'9-0'9
0459
SL-0L
08-SL
sSg-08

Figura No. 6: Abundancia Relativa del género de AMF en suelos de diferentes sitios de Panama

Centro con relacion a (A) la Zona de Precipitacién (mm/afio) y (B) rango de pH.

Diversidad alfa de AMF

Se determiné que la diversidad alfa varia dentro de las muestras de suelo y que esta
diversidad baja a medida que el suelo se vuelve menos acido. Los suelos mas acidos
tienen una diversidad mas alta que los otros (Kruskal-Wallis, p<0.05) Se observa que en
el rango de pH 5.5 - 6.0 comienza a tener un efecto significativo en la diversidad (Figura
No.7).
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Figura No.7: Boxplot de Diversidad alfa de Shannon con relacién a las muestras con el pH. Las

letras indican diferencias significativas entre los rangos de pH (p<0.05)

Por otro lado, los resultados obtenidos del boxplot sobre las muestras con relacion a la
zona de precipitacion indican que la diversidad sube con mas precipitacion (Figura No.
8). Hemos llamado tres grupos (A, B, C) en donde en A no hay diferencias entre ellos sin

embargo vemos que en el grupo B hay una diferencia entre la zona de precipitacion de-

2500-2700 y los otros grupos (Figura No.8).
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Figura No.8. Boxplot de Diversidad alfa de Shannon con relacion de AMF con la cantidad media de
precipitaciéon por afio. Las letras indican diferencias significativas entre las zonas de precipitacién
(p<0.05).
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Diversidad Beta de AMF

Los resultados obtenidos arrojaron una diferencia significativa para las comunidades de
AMF entre dos 0 mas grupos de muestreo mostrando una significancia. Hay diferencia
significante (ANOSIM, p < 0,05) entre las muestras de pH y Zonas de precipitacion por lo
que tanto el pH como la zona de precipitacion (MAP) parecen influir en la diversidad de
la comunidad. El valor resultante de R es mas alto para la evaluacion y correlacién con
el pH (R=0.3549) por lo que es probable que tenga mas influencia que la Zona de
Precipitacion (MAP; R=0.1146) (Figura No.9).
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Figura No.9. Andlisis de Coordenadas Principales de diversidad Beta de los AMF entre suelos con

relacién al (A) pH y (B) Zona de precipitacion. Cada punto representa una muestra.

Oomicetos
Abundancia Relativa de Oomicetos

En los resultados de la abundancia relativa de especies de los Oomicetos presentes en

suelos de Panama Centro (Figura No. 10) es importante destacar que el numero de
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géneros abundantes fue de cinco, en su mayoria representados en la mayor parte de los
suelos por: Phytopithium seguido de PhytopHthora, Phythium, Halophytopthora y
Saprolegnia. Por otro lado, la mayoria de los ASVs fueron clasificadas hasta Familia, que
en su mayoria pertenecen a la Familia Pythiaceae y a su vez solamente hasta Clase

Oomycota.
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Figura No.10. Abundancia Relativa de género y especies de Oomicetes en diferentes suelos de

Panama Centro.

Los resultados de Zona de Precipitacion no arrojaron una variacion entre abundancia de
muestras (Figura No. 11A.). En esta linea con relacion al pH para Phytopithium podemos
observar que no es tan abundante en todos los suelos con rangos de pH bajos siendo el
mas favorable de 7.5 a 8.0. Las diferencias y resultados mas significativos se observan
enrelacion a los cambios de pH. En general, a menor pH mas abundantes son los
oomicetes identificados solamente hasta clase y, a medida que aumenta el pH, son
menos abundantes y los mas abundantes a pH mas altos fueron clasificados hasta

Familia Phythiaceae (Figura No. 11B)
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Figura 11: Abundancia Relativa de género de Oomicetes en diferentes suelos de Panama Centro

con relacion a (A) la Zona de Precipitacion y (B) rango de pH.

Diversidad alfa de oomicetos
La diversidad alfa permite determinar la variabilidad dentro de las muestras de suelo. Se

observa que existe menos diversidad con pH mas bajos y el pH ideal para ellos ha
mostrado ser 5.5-8.0 (; (Kruskal-Wallis, p<0.05; Figura 12).
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Figura No. 12. Boxplot de Diversidad alfa de Shannon con relacion a oomicetos con el pH. Las

letras indican diferencias significativas entre los rangos de pH (p<0.05).
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Por otro lado, los resultados obtenidos del boxplot sobre las oomicetos con relacion a la
zona de precipitacion indican que la diversidad no se ve afectada por la precipitaciéon
(Figura No. 13).
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Figura No. 13. Boxplot de Diversidad alfa de Shannon con relacién a oomicetos con el promedio
de preciptaciéon annual.

Diversidad beta de oomicetos

Los resultados obtenidos arrojaron una diferencia significativa para los oomicetos entre
dos 0 mas grupos de muestreo mostrando una significancia de (p < 0,05) entre las
muestras de pH y Zonas de precipitacion por lo que tanto el pH como el las
precipitaciones (MAP) parecen influir en la diversidad de la comunidad, aunque el valor
resultante de R es mas alto para la evaluacion y correlacidon con el pH y parece que tanto
el pH como la precipitacion influyen en las comunidades. Pero la estadistica ANOSIM es

mas alta para el pH, por lo que tiene mas impacto. (Figura 14 A,B).
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Figura No. 14. Analisis de Coordenadas Principales de diversidad Beta de los oomicetos entre

suelos con relacion al (A) pH y (B) Zona de precipitacion. Cada punto representa una muestra.

Por otro lado, para los oomicetos se llevd a cabo el calculo Lefse, observandose
diferencias en los diferentes grupos taxondmicos. El género Phytopithium se distinguid
significativamente entre las muestras, encontrandose diferencias entre categorias de pH
en el suelo. Los suelos mas acidos (pH 4.0 — 5.0) y mas basicos (8.0 — 8.5) tienen menos
Phytopithium que los pH mas neutrales (5.0 — 8.0) (LDA2.0, p<0.01) por lo que si son

significativas las diferencias con respecto al pH (Figura No. 15).
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Figura No. 15. Diferencias de género Phytopithiumcon sus especies vs pH
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Discusion

Con el estudio logramos caracterizar los microrganismos que no fueron cultivados a partir
de muestras de suelos de diferentes sitios de Panama. Nuestros resultados han arrojado
elementos importantes para entender el comportamiento de la biodiversidad, tanto de los
arboles neotropicales como la comunidad. Asimismo, contiene informacion
complementaria que se ha arrojado de otras investigaciones como habia sido propuesto
por Condit et al., (2013) y Schappe et al, (2017).

Los resultados obtenidos sobre la secuenciacién por metabarcoding y comparacion con
bases de datos para las asignaciones taxondémicas nos indican que el protocolo para
amplificar la region 18S DNA ribosomal propuesto por Van Geel et al., (2014) y Riit el al.,
(2016) para los dos microorganismos ha funcionado correctamente, tanto para la region
pequefia (SSU) para identificacion de hongos micorricicos arbusculares, como la region
del espaciador transcrito interno 1 (ITS1) para los oomicetos. Dentro del estudio incluimos
controles positivos y la secuenciacion de muestras previamente secuenciadas con otras
regiones y se mantenia la observacion de que existiria AMF y oomicetos, lo que indica

que es altamente reproducible.

El género de AMF con la mayor abundancia relativa en las muestras de suelos de
diferentes sitios de Panama Central corresponde al género Glomus, pero también se
encuentran en gran abundancia los no cultivados que se observan en muchas de estas
muestras. Algunos autores como Opik et al., (2013) destacan la abundancia de Glomus
en sus muestras y, por otro lado, verificaron que las comunidades de AMF entre
diferentes zonas y las condiciones climaticas conllevan a la variacion global de estas
comunidades. Los resultados de diversidad alfa obtenidos para los AMF, muestran que
en los suelos de pH mas bajos hay mayor diversidad que en suelos alcalinos y en pH
neutral hay otros factores que aun no podemos predecir porque no fueron parte de este
estudio pero que afectan a la diversidad de este grupo. Con relacién a la zona de
precipitacion, hacia la Zona del Caribe los AMF son significativamente mas diversos en

101 muestras de: Portobelo, Santa Rita Ridge y Sherman. Estos lugares siguiendo el
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patron de referencia de estudios anteriores y su ubicacion, se encuentran en la Zona

Norte Caribefia de Panama y estos manejan una zona de precipitacion de 3000-3500mm.

Por otro lado, un aporte significativo es que los estudios de Condit et al., (2013) sustentan
la necesidad de establecer mas informacién con parametros fisioldgicos y genéticos que
ayuden a entender el mecanismo de diversidad de bosques tropicales y asi mismo han
mencionado que la presencia de micorrizas ayudan a las plantas en condiciones de estrés
y al mantener esta condicion las micorrizas tratan de buscar fésforo y mas nutrientes del

que normalmente las plantas no podrian conseguir solas.

En relacion con nuestros resultados los AMF estan presentes en todas las condiciones
de zonas de precipitacion (1500mm a 3500mm) lo que conlleva a establecer que ellos

estan otorgando un beneficio en los Bosques Tropicales de Panama.

La mayoria de los oomicetos representados en las muestras de suelos de diferentes sitios
de Panama Central corresponden a Phytopithium. Phytopithium es un grupo nuevo que
esta estrechamente relacionado con los géneros Pythium y Phytophthora, con estructura
y biologia similares (Tkaczyk, 2020). Podemos mencionar que en estudios de Rossmann
et al., (2021) identificaron mayormente el género Phythium y Phytopthora en sus
muestras de suelos horticulturales, sin embargo, en nuestros resultados también
logramos identificar estos dos géneros y estan representados en la mayoria de las
muestras de suelos de diferentes sitios de Panama. Por otro lado, con relacién a
Phytopithium, observamos que existen diferencias en la abundancia relativa sus especies

con relacion al pH; es decir a diferentes especies le gustan tanto pH acido y neutral.

Las muestras que se analizaron en este estudio fueron colectadas en octubre y
noviembre, en pleno apogeo de la temporada de lluvia en Panama. Seria muy interesante
realizar las mismas investigaciones en la estacion seca y compararlas con las obtenidas
en este estudio para comprobar si existen algunas diferencias entre la abundancia y
diversidad de los microorganismos basadas en resultados de la diversidad de los arboles
por nutrientes de Condit et al., (2013).
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Otro importante hallazgo es que pudimos identificar el oomiceto Saprolegnia parasitica.
Este microorganismo fue identificado en la mayoria de nuestras muestras, pero en poca
representacion. Se trata del primer oomicete al que se le ha secuenciado todo el genoma
Jiang et al., (2013) y, como se ha referenciado, los oomicetes pueden ser patdégenos de
plantas y animales (Robideau et al., 2011). En este caso, no es nuestro objeto de estudio
principal, pero puede representar un dato en futuros estudios y correlacion dentro de
zonas del Canal de Panama ya que varios paises han identificado ser patégeno en
animales como peces y anfibios, pero aun no se conoce que un oomiceto sea patégeno
en plantas y animales a su vez, sino que se han adaptado con variantes especificas para

lograr estas clasificaciones (Sarowar et al., 2019; Costa y Lopes, 2022).
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Conclusion

El uso de metabarcoding para caracterizacion de AMF y oomicetos es una alternativa
para la identificacion masiva de microorganismos. Conocer como las variables gradiente
de precipitacion y pH del suelo influencian en la abundancia de AMF y oomicetos nos ha
ayudado a comprender el comportamiento de estos microorganismos. En el presente
estudio se observa que los AMF muestran mayor tolerancia a suelos con pH bajo que los
oomicetos y que la cantidad anual de precipitacion afecta a la diversidad de AMF pero no
a la de los oomicetos. Los resultados apoyan que la precipitacion influye en la
composicién de la comunidad de oomicetos, aunque no cambia su diversidad, Por el
contrario, el pH influye significativamente en la diversidad de los oomicetos de los suelos
de Panama. La abundancia de AMF aumenta con la precipitacion y en este caso el pH
tiene mas influencia en la diversidad, encontrandose mayor diversidad en suelos con pH
bajo que en aquellos suelos con pH neutro o alto. Por ultimo, en vista de futuras lineas
de investigacion, es necesario tener en cuenta que las muestras de suelos son
independientemente distintas a las temporadas de recoleccion por lo que se hace
necesario tomar otras muestras en temporada seca y verificar si afecta o no a la

abundancia y la diversidad de los AMF y los oomicetos.
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