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i 1. Contexto y objetivo

Los incendios forestales pueden alterar la Sitio sin incendio (control)

composicion y diversidad de los microorganismos
enddfitos que habitan en las semillas y en el rizoplano
de plantas nativas de zonas aridas, afectando

su capacidad de germinacidn, establecimiento

y resiliencia.

Objetivo:

Analizar y comparar la diversidad genética

y molecular de la microbiota enddfita de semillas
maduras y de la rizésfera (rizoplano) de especies nativas
de zonas aridas antes y después de un incendio forestal.
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2. Disefio del estudio y muestreo

Ml sitio con incendio {post-incendio) &
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Agave spp.

A. Protocolo de analisis molecular de la microbiota endofita de semillas

e Secuenciacion

o Extraccién de ADN

e Amplificacion por PCR

Semillas maduras

{liberacién de microorganismos) Genas objetiva: : a!f:;:::;ﬂ o4 F(’I:;;f::;;:lﬂugﬁg-;
+ kit de extraccion de ADN 165 RNA (bacterias) jimil
ITS (hongas) o similar

o Andlisis bicinformatico o Interpretacién de resultados
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+ Filtrado y limpieza de secuencias

+ Asignacidn taxendmica

+ Andlisis de diversidad (et y )

» Generacidn de tablas de abundancia

« Comparacién entre sitios (antes/despuss del incendio)
« Identificacién de microorganismos indicadores
« Andlisis de cambios en la estructura de la comunidad

B. Protocolo de analisis del rizoplano

o Limpieza de raices

e Extraccion de ADN e Amplificacidn por PCR

Remacidn de suelo adherido
{agitacion y cepilado suave)

Kit de extraccion
de ADN (suelo/nizoplanc)

Genes ohjetivo:
165 rRMA /TS

o Secuenciacidn y andlisis e Integracion de datos |

» Bivinformatica (QIME / DADAZ)
« Asignacion taxonomica
« Andlisis de diversidad

« Comparacion de comunidades
* Indicadores de cambio

« Correlacién con variables ambientales
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(3. Andlisis dela diveisidad sriicrobiana
{en semillas y rizoplano)

3 (o Bacterias Diversidad genética

Recolecciénde  Muestreo de rizoplano | rocesamiento inicial (hongos filamentosos y tancndmica

semillas maduras  (raices y suelo adherido) = y levaduras)
- Semillas
+
5| = Técnicas principales
+ Secuenciacion de amplicones (165 rRNA /[ ITS)
Rizoplane + Metagendmica (opcional)

) » Analisis de bicinformatica (OTUs/ASVs, taxonomia)
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C. Protocolo de analisis estadistico
o Preparacion de datos

« Normalizacién de abundancias (rarefaccidn, CLR)
‘ - Transformaciones (log, Hellinger)

e Anilisis de diversidad

- g-diversidad: riqueza, Shannon, Simpson

« B-diversidad: Bray-Curtis, jaccard

« Pruebas de diferencias: ANOVA [ Kruskal-Wallis

© Anatisis muttivariado

« PERMANOVA (diferencias entre sitios)

+ PCoA / NMDS {ordenacién)

« Anilisis de componentes principales (PCA)
I'l
| o Modelos y pruebas adicionales

+ Modelos lineales/mixtos (facteres: incendio, especie, sitia)
| = Pruebas post hec (Tukey, Dunn)
| + Correlaciones (Spearman)

o Software

Resultados esperados
+ |dentificacion de microorganismos clave

* Cambios en la diversidad tras el incendio
+ Relacion con la salud de las plantas y la restauracion del ecosistema

Contribucion al manejo y conservacion
de la biodiversidad vegetal y microbiana

en ecosistemas aridos.
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