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RESUMEN

El reciente auge del secuenciamiento de siguiente generacion ha facilitado su aplicacion
en una gran cantidad de estudios del microbioma asociado al suelo y plantas. Sin embargo,
varios de estos estudios se limitan a describir la abundancia de los diversos grupos de
organismos sin considerar la funcionalidad que estos puedan tener. Esto ha motivado el
desarrollo de programas bioinformaticos que usan la informacidon de bases de datos para
predecir las funciones de un microbioma secuenciado. Por ende, el objetivo de este estudio es
predecir las funciones de las comunidades de hongos asociadas al suelo, por medio de
algoritmos que simplifiquen la informacion del secuenciamiento de siguientes generacion y asi
facilitar su interpretacion. Para crear el algoritmo se utiliz6 un set de datos de secuenciamiento
de ITS proveniente de muestras de la rizosfera y el suelo de tres variedades de rosas. Se decidid
utilizar el programa FUNGuild para la prediccion de las funciones de los hongos de las
muestras. El programa se creo en el lenguaje de programacién R. El algoritmo resultante se
implemento6 de manera exitosa, permitiendo generar los diferentes outputs para el set de datos
utilizado. La informacion de estos outputs mostré ser de utilidad en cuatro aplicaciones
discutidas que fueron el monitoreo de patogenos, la asistencia en el diagnoéstico, el analisis de
tratamientos con hongos benéficos y la formulacion de hipdtesis. Por otro lado, se encontraron
limitaciones como la pérdida de taxones en las limpiezas, la asignacion de maltiples gremios
en ciertos taxones y la naturaleza del programa que limita su aplicacién a un uso predictivo. A
pesar de esto, se concluye que esta nueva herramienta es extremadamente (til para facilitar la
interpretacion de los datos provenientes del secuenciamiento de ITS, y asi poder aplicar esta

informacion en diversos contextos cientificos y practicos.

Palabras clave: prediccién, FUNGuild, gremio, gremio funcional, bioinformatica,

microbioma, hongos, ASV



ABSTRACT

The recent boom in next-generation sequencing has facilitated its application in a large
number of studies of the soil and plant-associated microbiome. However, many of these studies
are limited to just describing the abundance of the various groups of organisms without
considering the functionality these may have. This has motivated the development of
bioinformatics programs that use database information to predict the functions of a sequenced
microbiome. Therefore, the objective of this study is to predict the functions of soil-associated
fungal communities by means of algorithms that simplify the next-generation sequencing
information and thus facilitate its interpretation. An ITS sequencing dataset from rhizosphere
and soil samples of three rose varieties was used to create the algorithm. It was decided to use
the FUNGuild program for the prediction of fungal functions of the samples. The program was
created in the R programming language. The resulting algorithm was successfully
implemented, allowing to generate the different outputs for the data set used. The information
from these outputs proved to be useful in four applications discussed, which were pathogen
monitoring, diagnostic assistance, analysis of treatments with beneficial fungi and hypothesis
formulation. On the other hand, limitations were found such as the loss of taxa in the cleanups,
the assignment of multiple guilds in certain taxa and the nature of the program that limits its
application to a predictive use. Nevertheless, it is concluded that this new tool is extremely
useful to facilitate the interpretation of ITS sequencing data, and thus to be able to apply this
information in diverse scientific and practical contexts.

Key words: prediction, FUNGuild, guild, functional group, bioinformatic,

microbiome, fungi, ASV
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INTRODUCCION

En los afios setenta se da uno de los mayores avances para la genética que corresponde
al desarrollo de un método de secuenciamiento de ADN desarrollado por Sanger y Coulson
(1978). A partir de este momento, el fundamento de la técnica de Sanger se sigui6 utilizando
por mas de 30 afios para elaborar sistemas cada vez mas poderosos que incrementaban la
capacidad de secuenciamiento de la época (Schuster, 2007). Sin embargo, una vez terminado
el “Proyecto Genoma Humano” en 2004, se concluyd que era necesario el desarrollo de
técnicas mas rapidas, con mayor capacidad y de menor precio que permitieran facilitar el
secuenciamiento de ADN (Grada y Weinbrecht, 2013). Por esto, el Instituto Nacional de
Investigacion del Genoma Humano (National Human Genome Research Institute, NHGRI)
empezd un programa de financiamiento lo que permitié el surgimiento de las técnicas de
secuenciamiento de siguiente generacion (Next Generation Sequencing, NGS). Estas nuevas
técnicas ofrecen el beneficio de no requerir clonar los fragmentos en bacterias, la cantidad de
reacciones que ocurren es mucho mayor y el producto del secuenciamiento se puede leer sin la
necesidad de una electroforesis que revele los resultados (Van Dijk et al., 2014).
Adicionalmente, estas reacciones ocurren en paralelo de manera que se pueden secuenciar
millones y millones de muestras al mismo tiempo, reduciendo el costo y tiempo que toma
secuenciar cada muestra (Reis-Filho, 2009).

Mas aun en los altimos afios, el bajo costo que se ha alcanzado con las tecnologias
emergentes ha provocado un auge del uso del secuenciamiento de siguiente generacion en
diversos estudios de microbiomas de suelos. En el pasado, para analizar un microbioma se
recurria a técnicas clasicas de cultivo para intentar extraer e identificar los microorganismos
que componen a dicho microbioma. Sin embargo estos métodos solian ser sesgados, poco

replicablesy, en general, poco confiables para la caracterizacion de microorganismos. Ademas,
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existen ciertas limitaciones para este enfoque como ciertos organismos o estructuras que son
muy dificiles de cultivar como los biofilms u organismos que simplemente no pueden ser
cultivados bajo condiciones normales de laboratorio (Hodkinson y Grice, 2015). Por estas
razones, el secuenciamiento ha sido la técnica preferida en varios estudios de microbiomas ya
que supera muchas de las limitaciones mencionadas al no requerir el cultivo de
microorganimos, ademas de que toma menos tiempo y recursos.

De este modo, los beneficios que ofrece el secuenciamiento ha permitido desarrollar
nuevas investigaciones capaces de determinar la composicion, abundancia y diversidad de las
poblaciones microbianas se los suelo. Esto es Gtil en particular para tener un conocimiento mas
comprensivo acerca de la influencia que tienen diversos factores en la forma en que se
ensamblan las comunidades microbianas (Fierer, 2017). Sin embargo, muchos de estos
estudios pasan por alto o no ahondan en el tema de la funcionalidad de dichas comunidades
(Douglas et al., 2020). Esto ha motivado el desarrollo de programas bioinformaticos que
permiten predecir las funciones que tendrian los microorganismos de una muestra utilizando
los datos de secuenciamiento de marcadores genéticos como el 16S ARN o los ITS. Ejemplos
de estos programas son “PICRUSt2” (Douglas et al., 2020) y “FUNGuild” (Nguyen et al.,
2016), disefiados para bacterias y hongos respectivamente. Estas herramientas tienen una
utilidad fundamental al revelear informacion adicional y complementaria sobre una muestra lo
cual ayuda a comprender mejor las funciones presentes en un microbioma (Zhu et al., 2019).
Adicionalmente, los resultados obtenidos del secuenciamiento son tan extensos que se vuelven
dificiles de comprender lo cual, en definitiva, expone la necesidad apremiante de encontrar
formas de simplificar la informacion para facilitar su manejo e interpretacion.

A partir de la problematica planteada, surge la idea de utilizar los programas
bioinformaticos disponibles para predecir las funciones de microbiomas de hongos con el

objetivo de simplificar y sintetizar la informacion, y con esto conseguir facilitar la
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interpretacion de los datos para su uso a nivel préactico y cientifico. Por lo tanto, el objetivo
principal del siguiente trabajo de investigacion es predecir las funciones especificas de las
comunidades de hongos asociadas al suelo y a las plantas por medio de algoritmos que
simplifiquen la informacion del secuenciamiento de siguiente generacién. Para esto se va a
implementar el programa “FUNGuild” dentro de un algoritmo de andlisis de secuencias ITS
de hongos. Luego se utilizard la informacién sobre gremios funcionales de hongos para
identificar taxones especificos e inferir diferencias entre variables de un estudio. Por Gltimo, se
plantea representar graficamente los resultados obtenidos de los andlisis de funcionalidad de
hongos provenientes de datos de secuenciamiento de ITS de rosas. Este proyecto muestra
relevancia el ambito cientifico y agricola ya que provee una nueva herramienta para el

procesamiento e interpretacion de datos de secuenciamiento de hongos.
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METODOS

Set de datos a analizar

Para probar y desarrollar el programa se utilizé un set de datos proveniente del
secuenciamiento de ITSs, obtenidos de muestras de la rizdsfera y el suelo de tres variedades de
rosas injertadas y no injertadas. En la industria floricola se recurre a los injertos para producir
diversas variedades de rosas, utilizando plantas ya enraizadas conocidas como patrones o
“portainjertos” (“rootstocks”). Esta técnica se utiliza ya que se ha observado que, el
rendimiento, nimero y calidad de rosas producidas es mejor en plantas injertadas que en las
plantas normales, en especial cuando estas se siembran en tierra 0 en sustratos a base de tierra
(Cabrera, 2002). Adicionalmente, el uso de diferentes patrones permite controlar y estandarizar
factores como el vigor de la rosa, el area foliar, el rendimiento y calidad de la rosa injertada
(Otiende et al., 2016). En este caso, se obtuvieron muestras del patron “Natal Briar” que es un
portainjertos muy utilizado en el Ecuador (Cabascango, 2008). Las demas muestras se
obtuvieron de dos variedades no injertadas llamadas “Freedom” y “Explorer”. Para las
muestras de suelo se recogié material de la tierra cercana a las raices de la plantas. En el caso
de las muestras de rizosfera, estas se obtuvieron extrayendo la planta, retirando el exceso de
tierra adherida a las raices y luego realizando un lavado para obtener el material pegado a la
raiz de la planta. Se obtuvieron 4 réplicas para cada tipo de muestra utilizando 4 plantas
diferentes. Para la extraccién de ADN y preparacion de librerias se utilizo el protocolo descrito
por Finkel y colaboradores (2019). Se amplifico la region ITS 1 y se secuencio con el
instrumento Illumina MiSeq. Los amplicones se procesaron usando el paquete DADA2
(Callahan et al., 2016) en R y se obtuvo la taxonomia utilizando el clasificador “mothur”

(Schloss et al., 2006) con la base de datos UNITE a manera de referencia. De este
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procesamiento se obtuvieron dos archivos tipicos que son el archivo de conteos en formato
“.tsv”’ y el de taxonomia en formato “.taxonomy”.
Implementacion de “FUNGuild”

Se propuso utilizar el algoritmo “FUNGuild” desarrollado por Nguyen y colaboradores
(2016). El propdsito de este programa es clasificar taxones de hongos diferentes en categorias
“ecologicamente relevantes” llamadas gremios funcionales. Se entiende como un gremio
funcional a las especies de hongos que consumen los mismos recursos (Koch et al., 2019).
Dichos gremios también se pueden entender como la funcion que cumplen dichos hongos en
su ambiente lo cual es relevante para conocer la funcionalidad de las comunidades de hongos
de un microbioma. La razon por la que el programa utiliza esta clasificacion es que los gremios
son una forma muy atil de resumir y agrupar informacién muy compleja sobre un microbioma
de hongos, en unidades ecolégicas que son mas comprensibles y manejables. Esta perspectiva
difiere de las estrategias cominmente utilizadas para describir la composicion microbiana que
son la diversidad y abundancia lo que, en cuestion, facilita el realizar comparaciones entre
comunidades incluso cuando estas no poseen los mismos tipos de hongos ya que realiza la
clasificacion por modo trofico en lugar de taxonomia (Nguyen et al., 2016).

Profundizando un poco mas acerca del funcionamiento del programa, basicamente lo
que realiza es tomar la taxonomia de un hongo y asignarla a diferentes gremios funcionales
con base a la informacién contenida en la base de datos creada para el proyecto la cual se aloja

en la pagina de GitHub del proyecto (https://github.com/UMNFuN/FUNGuild). El programa

realiza tres distinciones principales de gremios que son los patétrofos, saprotrofos y
simbi6trofos. A la primera clasificacion de pat6trofos se asignan los hongos que obtienen los
nutrientes dafiando las células hospedadores. Los hongos que reciben nutrientes
descomponiendo materia se clasificacan en saprotrofos. Finalmente, se clasifican en el grupo

de simbiotrofos a aquellos hongos que obtienen nutrientes al intercambiar recursos con la


https://github.com/UMNFuN/FUNGuild
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célula hospedadora (Nguyen et al., 2016). Una vez que se han clasificado los taxones dentro
de estas tres clasificaciones principales, el programa los va a asignar a cualquiera de los
gremios funcionales que se detallan en el Anexo 1.
Desarrollo del programa

El programa fue desarrollado en el lenguaje de programacion R (version 4.0.4) usando
la terminal de “R Studio” (version 1.4.1106). Durante todo el programa se utilizaron en total
de 22 paquetes que se muestran en el Anexo 2. El programa parte de los archivos de conteos y
de taxonomia y ademas requiere de un archivo metadata en formato “.tsv” el cual contiene toda
la informacion correspondiente a las muestras. El flujo de trabajo del programa se disefié con

base a los objetivos especificos planteados.
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RESULTADOS

A continuacidn se describe el funcionamiento del algortimo creado, que consta de seis
pasos principales como se indica en el fujograma de la Figura 1.
Paso 1: Acceso a las tablas de datos

Para esto, el programa accede desde el directorio de trabajo a los archivos de conteos,
taxonomia y metadata, que se muestran en la Figura 2. En primer lugar, el archivo de conteos
consta de una primera columna con los nombres de las muestras y varias columnas
independientes que corresponden a los ASVs encontrados en la muestra con su respectivo
conteo. Se entiende a un ASV como una secuencia representativa Unica entre todos los
amplicones, producto del proceso de denoising realizado por DADAZ2. Por lo tanto esta tabla
muestra cuantas veces se conto cada ASV en cada muestra. La tabla de taxonomia muestra los
ASVs en la primera columna y la taxonomia asignada por “mothur” en la segunda columna.
Finalmente el archivo metadata muestra en una primera columna los nombres de las muestras
de igual forma que lo hace el archivo de conteos. En las columnas posteriores se registra la
informacion sobre cada muestra lo cual, para el set de datos utilizado, corresponden a la
variedad a la que pertenecen las muestras y la fraccion de la que fueron obtenidas.
Paso 2: Primera limpieza de taxones

Siguiendo con el objetivo de la implementacion del “FUNGuild”, se procede a realizar
una primera limpieza. El proposito de este paso es eliminar todos los taxones que no pertenecen
al reino “Fungi”. En este caso se eliminan los ASVs cuya taxonomia contenga patrones no
deseados como: “mithocondria”, “chloroplast”, “Eukaryota”, ‘“unknown”, “Fungi-
unclassified”, entre otros. De esta manera se descartan los taxones que no son de interés y asi
se disminuye el tiempo de procesamiento del programa. El programa exporta la tabla resultante

de la limpieza en un archivo de nombre “1_asv_1clean_RFUNGuild.txt”.
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Paso 3: Analisis con “FUNGuild”

En este paso culmina el primer objetivo especifico que consiste en realizar la prediccion
de los grupos funcionales para cada taxon insertado. Para esto se aplica el paquete de R llamado
“FUNGuildR” creado por Ferneaux y Song (2021) que corresponde a una adaptacion del
programa originalmente creado en el idioma Python por Nguyen y colaboradores (2016). En
el proceso, se inserta la tabla previamente filtrada y el paquete acude a la base datos de
“FUNGuild” para asignar la informacion pertinente a cada taxon que se pueda encontrar en los
registros. Esta informacion se adjunta como columnas al final de la tabla original como se
observa en el Anexo 3, las cuales describen caracteristicas como el gremio, los rasgos, modo
trofico y la referencia de dicha informacidn. Los resultados crudos de la asignacion se exportan
en un segundo archivo de nombre “2_raw_output_ FUNGuild.txt”.

Paso 4: Segunda limpieza: taxones no asignados y nivel de confianza

Algo que se aprecia claramente en el Anexo 3 es que varios taxones no recibieron
asignacion lo que se ve como valores “NA” en las columnas de informacién. Por lo tanto, el
siguiente paso, consiste en una segunda limpieza donde se eliminan estos taxones sin
asignacion. Adicionalmente, también se filtran los taxones segln su nivel de confianza. El
programa predictivo “FUNGuild” establece tres niveles de confianza para las asignaciones que
son “Highly Probable”, “Probable” y “Possible”. La primera asignacion es la de mayor
confianzay se establece cuando la informacion de referencia proviene de fuentes primarias que
permiten establecer, con absoluta seguridad, que dicho hongo cumple la funcidén especificada.
El segundo es un nivel intermedio de confianza, que se establece cuando la informacion sobre
un hongo no proviene de fuentes primarias. El Gltimo nivel es el de menor confianza y se
establece cuando la informacion provista no ha sido probada o cuando existen estudios
contradictorios respecto a estos datos. En la préctica y creacion del programa se observo que,

eliminando este dltimo nivel de confianza, se consiguen datos mas relevantes y concisos para
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los andlisis por lo que para el ejemplo se programo al algoritmo para eliminar todos los taxones
con este nivel de confianza. En este sentido, se recomienda dejar este pardmetro por defecto,
sin embargo cada usuario puede elegir cuéles niveles de confianza conservar. Al final de esta
etapa se obtiene una tabla totalmente limpia, la cual es exportada por el programa con el nombre
“3.1_asv_2clean_RFUNGuild.txt”.
Paso 5: Adaptacion de tablas para su analisis

Para este paso, primero se observan los resultados de las limpiezas en la Figura 3. La
seccién A de esta figura muestra el nimero de ASVs resultantes de cada etapa. Para el ejemplo,
se comenzd con 7936 taxones, valor que se redujo a tan solo 2958 después de la primera
limpieza. Al final quedan 1632 taxones que corresponde a aquellos que si recibieron
asignacion. A continuacion, en la seccién B se observa que de los 1632 asignados, 491 se
eliminan por el nivel de confianza en su asignacion, de forma que luego de todas las limpiezan
quedaron solo 1141 ASVs. La grafica C muestra la informacion sobre la asignacion de gremio
de los taxone sobrantes. Esto proviene de que varios de los taxones no caen exclusivamente en
una sola clasificacion de gremios, sino que puede pertenecer a 2 0 mas gremios al mismo
tiempo. Por lo tanto, lo que se puede interpretar de la grafica C es que una mayoria de los
taxones se les asignd un solo gremio. Como resumen se establece que, en promedio, a cada
ASV se le asign6 1.902 gremios funcionales. Esta figura es exportada por el programa con el
nombre “3.2_cleaning_stats” en formato “.png” y en formato “.tiff”” a conveniencia del usuario.

A continuacién, el programa va a crear una tabla que resume las abundancias de cada
gremio segun las muestras. Para esto, el programa filtra los ASVs segun la asignacién de
gremio, creando una lista contendra los ASVs filtrados. A continuacion, el programa suma los
conteos para cada muestra lo que resulta en la generacion de la Tabla 1, la cual se exporta en
un archivo llamado “4_guild_counts.tsv”. Esta tabla muestra la sintesis de los conteos de cada

gremio con relacion a las muestras. De igual forma, el programa implementa pasos similares a
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los anteriores pero esta vez para extraer los taxones pertenecientes a cada gremio. Es decir, va
a filtrar los ASVs segun su gremio y en esta ocasion va crear tablas que muestren los taxones
que componen a cada gremio funcional. Cabe mencionar que estos taxones se colapsan hasta
el nivel de género para poder resumir la informacién. El producto de este paso se muestra en
la Tabla 2, que se exporta como un archivo Excel llamado “5_composition_guilds_by_taxons.
xIsx”, el cual posee una pestafia por cada gremio. De esta forma, cada usuario pueda navegar
entre estas pestafias viendo los taxones que se asignan dentro de cada gremio junto con su
abundancia.

Finalmente, el programa procede a realizar la inferencia estadistica por cada taxon
tomando en cuenta las variables de interés. Para esto utiliza la Tabla 2 generada previamente y
se realiza un ANOVA en conjunto con una prueba de Tukey para cada taxon Unico encontrado.
Esta figura permite observar si existen diferencias significa en la abundancia de un taxon con
respecto a las variables de interés. Para el ejemplo, esta accion implicé que el programa realice
630 ANOVAs independientes para generar el archivo Excel de nombre
“7_anova_by_taxons.xlIsx”, el cual se ve como se muestra en la Tabla 3.

Paso 6: Presentacion de resultados

Cumpliendo con el dltimo objetivo, el programa elabora un heatmap a partir de los
datos de la Tabla 1. Esta grafica muestra, segun la intensidad de color, la abundancia relativa
de las muestras con respecto a las variables de interés. También aplica una prueba ANOVA
para cada gremio de interés de forma que se obtienen las letras de significancia de Tukey lo
que permite comparar si existe diferencias significativas en la abundancia de gremios con
relacion a las variables. Esta gréfica se exporta con el nombre “8_heat_map” en formato ““.png”

y “tiff.
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DISCUSION

Se logrd implementar el algoritmo de manera exitosa y obtener los diferentes productos
para el set de datos utilizado. Este presentd beneficios como que esta totalmente automatizado
lo cual facilita su uso ya que el usuario solo debe definir los parametros deseados en la primera
seccién y el programa va a ejecutar todos los pasos de manera autonoma. En este sentido, el
algoritmo permite customizar los analisis que se desean realizar sin la necesidad de modificar
el cédigo ya escrito. Otro beneficio observado es la rapidez del programa, tomando alrededor
de 7 minutos en procesar el ejemplo mostrado, desde la carga de tablas hasta los resultados
finales. Por lo tanto, cualquier usuario puede procesar los datos de un microbioma de hongos
en menos de 10 minutos y obtener una serie de archivos y graficas de facil interpretacion que
detallan la funcionalidad de los datos insertados. Asi pues, con el set de datos de rosas se logré
obtener dos productos principales. El primero es el archivo “.xIsx” que muestra la abundancia
de diferentes géneros de hongos, separados segun su gremio (Tabla 3). El segundo es el
heatmap que muestra la abundancia relativa de cada gremio segln las variables de interés
(Figura 4). Estos dos archivos puede ser usados para diferentes aplicaciones como el monitoreo
de patogenos, la asistencia en el diagnostico de enfermedades con base a sintomatologia, el
analisis de tratamientos con hongos benéficos y la formulacion de hipotesis en el ambito
practico y cientifico (Tabla 4). La primera aplicacion consisten en el monitoreo de la
abundancia diversos patdgenos conocidos con respecto a las variables de interés. La utilidad
de estos monitores es que permiten conocer los taxones patdgenos que se encuentran
abundantes en un microbioma y asi se pueden tomar decisiones acertadas para su tratamiento.
Como ejemplo para este set de datos, en la Tabla 3 se observa que el género Alternaria sp. esta
enriquecido en la variedad “Natal Briar”. Esto es importante considerar ya que este género de

hongos es conocido por causar lesiones en los pétalos de las rosas que se evidencian como
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manchas negras (Abbas et al., 2017). Utilizando esta informacidn, se pueden aplicar
tratamientos preventivos a los cultivos de esta variedad de rosas y asi evitar pérdidas. Una
opcidn propuesta por Mazur y colaboradores (2019) es la aplicacion de hongos micorrizicos,
los cuales mejoran significativamente la resistencia de las plantas ante Alternaria alternata que
es la principal especie causante de enfermedades.

La segunda aplicacion consiste en el uso de la informacion de abundancia para agilizar
el diagnostico de enfermedades con base a su sintomatologia. Esto permite deducir cuéles
taxones podrian estar causando la enfermedad y rechazar aquellos que no son relevantes, lo
cual es particularmente Gtil al momento de diagnosticar enfermedades que estan asociadas a
varios hongos, algo que es comun en las rosas (Ghosh y Shamsi, 2014). Dado que en este
estudio se recolectaron plantas sanas, no es posible relacionar los datos directamente con cierta
sintomatologia. No obstante, si se hallaran indicios de alguna enfermedad como la pudricién
blanda en las rosas, se puede acceder al documento que se muestra en el Anexo 3y filtrar los
taxones segun los sintomas que producen al infectar una planta, que en este caso corresponderia
a “Soft Rot”. Entre los taxones resultantes se puede encontrar el género Torula. A continuacion
se puede encontrar la abundancia de este taxdn en la pestafia de “Patdgenos del plantas” dentro
del documento de la Tabla 4, donde se puede ver que la abundancia de Torula es muy baja en
todas las muestras. Por lo tanto, en el diagndstico se puede descartar el género Torula como
posible causante de sintomas de pudricion blanda ya que su abundancia es muy baja, lo cual
permite ahorrar recursos y reducir el tiempo de diagndstico.

Otra aplicacion consiste en el andlisis de la efectividad de tratamientos con hongos
benéficos. Por medio de la Figura 4 se determin6 que la variedad de la rosa influye sobre la
abundancia de micorrizas arbusculares, que son hongos con un papel fundamentales en la
defensa y proteccion contra insectos herbivoros y otros patogenos (Frew et al., 2021). Se

observo que la variedad “Freedom” presenta una alta abundancia de estos hongos mientras que
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“Natal Briar” presenta una baja abundancia. Este factor debe ser considerado al momento de
aplicar tratamientos con micorrizas ya que un tratamiento disefiado para una variedad podria
no ser efectivo en otras variedades. Por ejemplo, si queremos aplicar el tratamiento propuesto
en la primera aplicacion para combatir Alternaria, es posible que dicho tratamiento aplicado
en “Freedom” sea mas efectivo que en “Natal Briar”.

La ultima aplicacion relevante del programa es para generar hipotesis sobre el
microbioma en cuestion. Como ejemplo, se puede cuestionar por qué razon las variedades
reclutan diferente nimero de micorrizas arbuscules y cuales son los mecanismos que rigen
sobre este fendmeno. De igual forma, se podria hipotetizar que la razén por la que la variedad
“Natal Briar” tiene mayor abudancia de Alternaria (Tabla 3) es porque tiene menor abudancia
de micorrizas (Figura 4). Como se observa, la informacion de diferentes resultado se puede
utilizar para formula hipotesis cientificas.

Si bien el algoritmo presenta varios beneficios, a lo largo del desarrollo también se
pudieron observar algunas limitaciones. Primero se observo que una gran parte de los taxones
iniciales se eliminan con las limpiezas (Figura 3 A). En el ejemplo se inici6 con 7936 taxones
y al final quedaron tan solo 1141 taxones. La razén de esta gran pérdida es que, debido a que
el marcador ITS estd presente otros taxa ademdas de hongos (Rivers et al., 2018), el
secuenciamiento va a generar varias lecturas provenientes de organismos como plantas,
nematodos e insectos, las cuales se deben descartar. Adicionalmente, en la segunda limpieza
se elimina muchos taxones de interés que no recibieron asignacion, producto de la ausencia de
informacion en la base de datos lo que limita la profundidad con la que se puede caracterizar
el microbioma. En la misma Figura 3 A se observa que de los 2958 taxones de hongos
analizados, el 44.8% no recibieron asignacién lo cual es comparable a los resultados obtenidos
Nguyen y colaboradores (2016) quienes obtuvieron un porcentaje de no asignados de entre

41% al 59% utilizando FUNGuild con diferentes sets de datos. A pesar de esto, la base de datos
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del proyecto esta en constante crecimiento lo que podria mejorar el nivel de asignacion a largo
plazo.

Otra limitacion que se encuentra en el programa es la asignacion de varios gremios a
un mismo ASV. Esto provoca que algunos ASVs se figuren en 2 o0 mas listas de conteos al
mismo tiempo. La consecuencia de esto es que se van a sobreestimar las abundancias de
algunos gremios. Esta limitacion proviene de la complejidad funcional que puede tener algunos
hongos (Wagg et al., 2019). Aqui también se encuentra otro problema que consiste en que,
dependiendo del set de datos con el que se trabaje, algunos hongos tendran una asignacion
irrelevante o incorrecta. Para demostrar esto se puede tomar de ejemplo a Trichoderma el cual
es un organismo enddfito cominmente encontrado en las raices de plantas donde se ha
observado que puede presentar actividad en contra de patdgenos (Hanada et al., 2010). Este
género también puede ser patdgeno al causar pudricion blanda en algunas plantas (Seehan et
al., 1975) no obstante, no hay reporte de este hecho en rosas. A pesar de esto, en los resultados
de la Tabla 3 igual se puede encontrar este taxon en el gremio de patégenos de plantas. Por lo
tanto, este tipo de incongruencias van a ocurrir dependiendo de las muestras con las que se esté
trabajando. La dltima limitacion radica en la naturaleza predictiva de los programas como
“FUNGuild”. Dentro de los suelos, la biodiversidad es muy elevada y el funcionamiento de los
microbiomas esta liderado por interacciones de competencia, intercambio y antagonismo entre
todos los microorganismos presentes (Saleem et al.,, 2019). Esta relaciones son
extremadamente complejas por lo que es imposible conocer si los resultados obtenidos de este
programa representan fielmente la realidad del microbioma. Debido a esto, no se debe usar
“FUNGuild” como una herramienta confirmatoria, sino como una herramienta para generar
hip6tesis con la informacion obtenida sobre de la funcionalidad de hongos. A pesar de esto,
“FUNGuild” ha demostrado su utilidad para facilitar la interpretacion de la informacion de

secuenciamiento de ITS, especialmente en el contexto agricola y cientifico.
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CONCLUSIONES

Mediante el programa se logro predecir las funciones del microbiomas de hongos de
rosas utilizando el algoritmo FUNGuild. Este demostr6 ser muy util para obtener
clasificaciones ecologicamente relevantes e inferir las diferencias entre las variables de los
datos utilizando métodos estadisticos. Finalmente, se presentaron estos resultados mediante
graficos y tablas de facil interpretacion para cada usuario. Por lo tanto, se cumplié con el
objetivo principal de predecir la funcionalidad de comunidades de hongos y generar resultados
de facil interpretacion que resumieron de forma sencilla los resultados de un secuenciamiento
de ITS.

Se destacan beneficios de este programa como la automatizacion lo que facilita su uso,
la rapidez en la obtencién de resultados y la generacion de resultados faciles de interpretar.
También se examinaron cuatro potenciales aplicaciones del programa que son: el monitoreo de
microorganismos, asistencia en diagnostico de enfermedades con base a sintomatologia,
analisis de tratamientos con hongos beneéficos y la formulacion de hipotesis en el ambito
practico y cientifico. Por otro lado, se encontraron limitaciones como la pérdida de taxones en
las limpiezas, la asignacion de mdltiples gremios en ciertos taxones y la naturaleza del
programa que limita su aplicacion a un uso predictivo.

En conclusion, se logré crear un programa capaz de analizar, procesar y resumir los
datos del secuenciamiento de ITS de hongos, utilizando el algoritmo predictivo “FUNGuild”.
Se probo la aplicabilidad de esta nueva herramienta en el ambito préactico y cientifico lo cual
corrobora la utilidad de este proyecto para interpretar los datos de secuenciamiento de ITS y

obtener informacidn valiosa sobre un microbioma de hongos.
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TABLAS

Tabla 1. Abundancias de cada gremio por cada muestra. Aqui se observan los conteos de
algunos gremios con los que trabaja el programa lo que representa su abundancia en la muestra.

Plant Pathogen Animal Pathogen Bryophyte Parasite Clavicipitaceous Endophyte Fungal Parasite Lichen Parasite Algal Parasite
ROERh1 1112 1254 473 1] 3722 205 473
ROERh2 3565 980 328 1] 1250 189 886
ROERK3 888 965 108 o 901 a1 104
ROERh4 1164 1455 222 0 930 67 222
ROESol 1119 1203 282 0 1196 127 261
ROESo2 950 585 142 0 545 73 137
ROES03 2085 1740 130 1] 1363 279 127
ROES04 1215 1034 225 1] 1035 106 220
ROFRh1 463 522 39 0 2448 63 39
ROFRh2 1389 3177 517 0 3620 222 518
ROFRh3 1415 1502 385 o 3053 a1 379
ROFRh4 5401 4246 1638 0 6305 310 632
ROFSol 4300 344 4501 1] 3433 a1 4494
ROFS02 2026 826 77 1] 1669 243 74
ROFSo4 13788 3220 210 0 5939 430 138
RONRK1 1672 1439 36 o 644 619 26
RONRhK2 3756 1130 73 o 1994 1070 98
RONRh3 7793 3821 3201 0 4709 A020 3201
RONRh4 3734 336 133 1] 258 2821 133
RONSol1 3444 2346 226 1] 2718 1462 245
RONSo3 3252 2437 119 1] 2457 523 129

Tabla 2. Taxones contenidos en el gremio “Patogeno de plantas”. Se observan varios de los
taxones que se clasificaron dentro de este gremio funcional con su respectivo conteo para 5 de
las 22 muestras totales. La ultima columna muestra los nombres de los ASVs que pertenecen
y contribuyen a los conteos de cada taxonomia.

Taxonomy ROERh1 RONRh4 RONSo1 ROMNS03 ROMNS04 ASVs
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Botryosphaeriz o o 0 7 0 ASVA364
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Capnodiales;M 160 64 243 71 162 "ASV164", "ASV1913", "AS
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Capnodiales;M ] ] 0 0 0 ASV2872
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Capnodiales;Te 1] 1] 0 4 0 ASVE654
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;C ] ] 0 0 0 "ASWABA3", "ASW5256", "4
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;C 1] 1] 104 17 0 "ASV1524", "ASVT351", "R
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;D ] ] 0 0 0 ASV5364
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;D 3 ] 0 5 0 "ASV3103", "ASV5232", "4
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;D 27 33 30 56 92 "ASV1203", "ASVA166", "A
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;D 7 9 12 23 35 "ASV1406", "ASV1975", "A
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;D 20 ] 10 0 0 "ASW3393", "ASVATA2"
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;Ls 5 ] 0 0 0 "ASV1819", "ASVS021", "2
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;Li ] ] 3 0 0 ASVT175
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;L 54 27 14 35 38 "ASV1035", "ASV106", "AS
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;h ] ] 0 0 0 "ASW2826", "ASV3069"
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;P ] ] 2 0 65 ASV1420
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;P ] ] 12 0 0 ASVA3RT7
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;P 0 0 0 0 0 ASV7783
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;P ] ] 13 0 0 "ASVA234", "ASVTS08"
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Pleosporales;P ] ] 8 0 0 "ASV2015", "ASVETTI", "A
Fungi;Ascomycota;Dothideomycetes;Plecsporales;P ] ] 0 5 0 "ASWV36e73", "ASVS336"
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Tabla 3. Resultados del analisis estadistico de los taxones contenidos en el gremio “Patdgeno de plantas”. Se muestran los taxones de cada gremio
en funcion de las combinaciones de las variables, y se muestran los resultados de los ANOVAs realizados por cada taxon mediante las letras de
significancia de la prueba de Tukey. Se sefialaron dos taxones correspondientes a hongos patdgenos de interés en la agricultura que son Alternaria
sp. y Botrytis sp. De esta manera se puede observar si existen diferencias significativas entre las muestras con respecto a las variables de interés.

. Explorer/Rizsfera _ Explorer/Suelo
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Pleomassariaceae.unidenti 0 (a) 0 (a)
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Pleosporaceae.Alternaria |1.68290170335339 1.74147071576043
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Pleosporaceae.Bipolaris  0.597733776775845 (a.0 (a)
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Pleosporaceae.Curvularia 0.194537812595911 (a}0.269795311511906 (a)
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Pleosporaceae.Drechslera 0.677317490243958 (a) 1.07993262358256 (a)

Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Torulaceae.Dendryphion 0 (a) 0 (a)
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes.Pleosporales.Torulaceae.Torula 1.34374204657481 (a) 1.4724878143205 (a)
Fungi.Ascomycota.Eurotiomycetes.Eurotiales.Aspergillaceae.Penicillium 0 (a) 0.238560627359831 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Erysiphales.Erysiphaceae.Podosphaera 0 (a) 0 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Chaetomellaceae.Pilidium 0 (a) 0.150514997831991 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales. Dermateaceae.Mollisia 0 (a) 1.05735646198017 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Calyptrozyma 0 (a) 0.386017011087569 (a)

Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Crocicreas
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Fontanospora 0 (a) 0 (a)

Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Geniculospora 0 (a) 0.119280313679916 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Helotiaceae_unclas 0 (a) 0.788682051860039 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Meliniomyces 0 (a) 0.533384727092554 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Pseudoclathrosphae 0 (a) 0.418024464483929 (a)
|Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes. Helotiales.Helotiaceae.Scytalidium 05 (a) 0.33055482368348 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Helotiaceae.Tetracladium 0 (a) 0.225772496747986 (a)
Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes.Helotiales.Sclerotiniaceae. Botrytis |1.08341218912868 1.45445478240664
‘Fungi.Ascomycota.Pezizomycetes.Pezizales.Rhizinaceae.Rhizina 0 (a) 0 (a)

0.150514997831991 (a;0.389075625191822 (a)

Freedom)Rizdsfera

Freedom/Suelo
0 (a) 0 (a)
1.94942309512739 [{ab)] 2.20871834491482[(b]]

0 (a) 0.371314450768946 (a)
0 (a) 0 (a)
0.639075625191822 (a) O (a)

0 (a) 0 (a)
0.53653200891956 (a) 1.13031170236779 (a)
0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)
0.498908798649387 (ab.0 (b)

0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)
0.319688400238207 (a) O (a)

0 (a) 0 (a)
0.174742501084005 (a) 0.866990965228916 (a)
0 (a) 0 (a)

0.87301540112815 (a) 0.653013797440365 (a)
0.389075625191822 (a) 0.23299000144534 (a)
0.345052810427901 (a) 0.159040418239887 (a)

0.834139610642882 2.48501836635743

0 (a) 0 (a)

Natal Briar/Rizosfera

Natal Briar/Suelo
0 (a) 0.200686663775987 (a)
3.20680362141713 3.04862816813529@
0.211274510003564 (a) 0.347130895052742 (a)
0.150514997831991 (a) 0.433676665221327 (a)
0.225772496747986 (a) 1.56659523714578 (a)
0 (a) 0.159040418239887 (a)
0.286532008919559 (a) 1.42484243479868 (a)

0 (a) 0.501716659439969 (a)
0.433098439955742 (a) 0.736505004847544 (a)
0 (a) 0 (a)

0 (b) 1.3169829047998 (b)

0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)

0 (a) 1.23966654595957 (a)
0 (a) 0 (a)

0 (a) 0 (a)

0 (a)
0 (a)

1.77918380614346

0 (a)

0.651414169813108 (a)
0.301029995663981 (a)
1.46799265455645
0.534019997109321 (a)




Tabla 4. Posibles aplicaciones del programa creado.

datos obtenidos
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Se resumen las cuatro posibles aplicaciones del programa con los respectivos ejemplos en los

condiciones que permitan tomar
decisiones respecto a la necesidad
de tratamientos preventivos para
ciertas enfermedades

Aplicacién Utilidad Ejemplo en el estudio
Monitoreo de | Conocer la abundancia de hongos | En la Tabla 3 se observé que el taxdn Alternaria sp. esta enriquecido en la variedad “Natal Briar”.
patdgenos patdgenos de interés bajo diversas | Este hongo es conocido por causar lesiones en las rosas que se ven como manchas negras (Abbas

et al., 2017). Por lo que se podria enfocar el uso de tratamientos preventivos para esta variedad
especifica. De igual forma, Botrytis sp. es un hongo patégeno de importancia para las rosas el
cual no aparenta estar aumentado en ninguna de las muestras, lo que significa que se puede aplicar
el mismo tratamiento en todas las variedades.

Asistencia en
el diagnostico
con base a
sintomatologia

Analizar la abundancia de
diversos hongos asociados a una
enfermedad para agilizar el
diagndstico y ahorrar recursos

Para este estudio se tomaron muestras de plantas sanas por lo que no es posible relacionar los
datos directamente con sintomatologia. Sin embargo, si es que existiera alguna sintomatologia,
es posible acudir a la informacion de abundancias para deducir los posibles taxones causantes de
la enfermedad o descartar aquellos que no son relevantes. Por ejemplo, si se encontraran rosas
con  sintomatologia de  pudricion blanda, se puede usar el archivo
“3.1_asv_2clean RGUNGuild.txt” (Anexo 3) para filtrar los taxones segun sus rasgos (“trait”) y
obtener los ASVs relacionados con la enfermedad de “Soft Rot”, encontrado géneros como
Torula. Luego, en el archivo correspondiente a la Tabla 4, llamado “7 anova by _taxons.xlsx”,
se puede ver que la abundancia de Torula es muy baja por lo que se descarta este género del
diagnostico de la podredumbre blanda. La utilidad radica en que se logra ahorrar recursos y
reducir el tiempo de diagnostico, en especial cuando se trata con enfermedades asociadas a varios
hongos, lo cual ocurre mucho en rosas (Ghosh y Shamsi, 2014).

sobre algun fendmeno de interes
en el &mbito préactico y cientifico

Analisis de | Determinar la influencia de | Por medio de la Figura 4 se determind que la variedad influye en la abundancia de micorrizas

tratamientos | diversos factores en la efectividad | arbusculares en la rizésfera, de manera que la variedad “Freedom” presenta una abundancia

con hongos | de los tratamientos con hongos | significativamente mayor de micorrizas. Estos hongos cumplen un papel importante en la defensa

benéficos benéficos. contra insectos y patdgenos (Frew et al., 2021) por lo que conocer la influencia de factores puede
ayudar a implementar correctamente los tratamientos.

Formulacién La informacion puede ser | Para el ejemplo, se observo que la variedad aparenta tener un efecto en el reclutamiento de

de hipotesis utilizada para formular hipdtesis | ectomicorrizas y micorrizas arbusculares, que se evidencia en la Figura 4. Por lo tanto, se

establece la hipétesis de que la variedad de las rosas determina el modo en que se articulan y se
reclutan las comunidades microbianas en la rizosfera de la planta. Esto da paso a la elaboracion
de estudios que puedan probar esta hipotesis.
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Figura 1. Flujograma del programa creado en R. Este resumen las etapas que el programa sigue al momento de procesar los datos.
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A B < ) E F G H | J K
AsSV2 ASV3 Asva ASV5 ASV6 ASV7 ASVE ASVS ASV10 ASV11 C A B C D
2 ROERh1 4001 1 426 1769 493 0 945 2291 2a 2286
3 ROERN2 5698 a5 325 1520 780 0 3255 5527 [ 637 1 'n_muestra factorl factor2 factor3
4 ROERh3 365 879 456 1108 669 5 83 1239 24 30
5 ROERN4 54 mo s 1437 9256 2549 7 1106 1 8 2 'Muestra Variedad Fraccion Proveniencia
6 ROESo1 767 125 435 5469 3399 o 232 2578 [ o
7 RoEso2 217 1214 s1s 948 3961 u a2 992 ) ) 3 |ROERh1 Explorer Rizosfera Rosa
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Figura 2. Muestra de las tablas para importacion. (A) tabla de conteos: se ven los nombres de
las muestras en la primera columna y los conteos de cada ASV en las columnas posteriores.
(B) tabla de taxonomia: muestra los nombres de ASVs en la primera columna y su taxonomia
en la segunda columna. (C) metadata: se observan los nombres de las muestras en la primera
columnay los diversos factores de la muestra en las columnas posteriores.
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Figura 3. Resultados de las limpiezas y procesamiento. (A) se observan la cantidad de ASVs
restantes luego de cada etapa. En el ejemplo se comenz6 con 7636 como “Datos brutos”; luego
de la primera limpieza sobraron 2968 de los cuales 1632 se asignaron en el analisis predictivo.
(B) se muestra la calidad de asignacion de los ASVs asignados, de los cuales 491 se van a
eliminar como parte de la limpieza. (C) muestra el nimero de gremios asignados por ASV,
producto de la redundancia donde un taxon puede tener asignado mas de un gremio. Se observa
que 584 ASVs recibieron una sola asignacion de gremio y cada ASV recibié en promedio 1.902
asignaciones de gremio.
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Figura 4. Abundancia de gremios en funcion de la combinacion factores. En el heatmap se
observa, con base a la intensidad de color, la abundancia relativa de cada gremio con relacién
a la combinacion de los factores de interés. También se figuran las letras de significancia de la
prueba de Tukey a partir de los ANOVAs realizados para cada gremio.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de gremios funcionales

Gremio principal

Gremio funcional

Patétrofos Plant Pathogen, Animal Pathogen, Bryophyte Parasite,
Clavicipitaceous Endophyte. Fungal Parasite, Lichen Parasite,
Algal Parasite, Insect Parasite

Saproétrofos Dung Saprotroph, Leaf Saprotroph, Plant Saprotroph, Soil

Saprotroph, Wood Saprotroph, Litter Saprotroph, Undefined
Saprotroph

Simbiotrofos

Ectomycorrhizal, Ericoid Mycorrhizal, Endophyte, Epiphyte,
Lichenized, Arbuscular Mycorrhizal, Animal Endosymbiont,
Endomycorrhizal
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Anexo 2. Paquetes utilizados por el programa

Paquete Referencia

devtools Wickham, H., Hester, J., Chang, W. y Bryan, J. (2021). devtools: Tools to Make Developing R Packages Easier. R package version 2.4.3. https://CRAN.R-
project.org/package=devtools

FUNGuildR Nguyen, N. H., Song, Z., Bates, S. T., Branco, S., Tedersoo, L., Menke, J., Schilling, J. S. y Kennedy, P. G. (2016). FUNGuild: An open annotation tool for parsing
fungal community datasets by ecological guild. Fungal Ecology, 20, 241-248. doi:10.1016/j.funeco.2015.06.006

ggplot2 Wickham, H. (2016). ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. New York: Springer - Verlag

BiocManager

Morgan, M. (2021). BiocManager: Access the Bioconductor 1.30.16.

project.org/package=BiocManager

Project Package Repository. R package version https://CRAN.R-

ggtree Yu, G. (2020). Using ggtree to visualize data on tree-like structures. Current Protocols in Bioinformatics, 69:96. doi: 10.1002/cpbi.96

ohchibi Gonzalez, 1. (2021). ohchibi: ohchibi. R package version 0.0.0.9000

data.table Dowle, M. y Srinivasan, A. (2021). data.table: Extension of “data.frame’. R package version 1.14.2. https://CRAN.R-project.org/package=data.table

Xxcms Smith, C. A, Want, E. J., O'Maille, G., Abagyan, R. y Siuzdak, G. (2006). XCMS: processing mass spectrometry data for metabolite profiling using nonlinear
peak alignment, matching, and identification. Analytical chemistry, 78(3), 779-787.

dplyr Wickham, H., Francois, R., Henry, L. y Miller, K. (2021). dplyr: A Grammar of Data Manipulation. R package version 1.0.7. https://CRAN.R-
project.org/package=dplyr

dbplyr Wickham, H., Girlich, M. y Ruiz, E. (2021). dbplyr: A 'dplyr' Back End for Databases. R package version 2.1.1. https://CRAN.R-project.org/package=dbplyr

tidyverse Wickham et al., (2019). Welcome to the tidyverse. Journal of Open Source Software, 4(43), 1686. https://doi.org/10.21105/j0ss.01686

pals Wright, K. (2021). pals: Color Palettes, Colormaps, and Tools to Evaluate Them. R package version 1.7. https://CRAN.R-project.org/package=pals

DSR “First Last” (2021). DSR: Data sets for Data Science with R. R package version 0.1.

NLP Hornik, K. (2020). NLP: Natural Language Processing Infrastructure. R package version 0.2-1. https://CRAN.R-project.org/package=NLP

ggpmisc Aphalo, P. J. (2021). ggpmisc: Miscellaneous Extensions to ‘ggplot2'. R package version 0.4.4. https://CRAN.R-project.org/package=ggpmisc

patchwork Pedersen, T. L. (2020). patchwork: The Composer of Plots. R package version 1.1.1. https://CRAN.R-project.org/package=patchwork

openxlsx Schauberger, P. y Walker, A. (2021). openxlsx: Read, Write and Edit xIsx Files. R package version 4.2.4. https://CRAN.R-project.org/package=openxlsx

janitor Firke, S. (2021). janitor: Simple Tools for Examining and Cleaning Dirty Data. R package version 2.1.0. https://CRAN.R-project.org/package=janitor

grid R Core Team (2021). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-
project.org/.

agricolae de Mendiburu, F. (2021). agricolae: Statistical Procedures for Agricultural Research. R package version 1.3-5. https://CRAN.R-project.org/package=agricolae

gridExtra Auguie, B. (2017). gridExtra: Miscellaneous Functions for "Grid" Graphics. R package version 2.3. https://CRAN.R-project.org/package=gridExtra

multcompView

Graves, S., Piepho, H., Selzer,
project.org/package=multcompView

L. (2019). multcompView: Visualizations of Paired Comparisons. R package version 0.1-8. https://CRAN.R-




Anexo 3. Tabla de informacién generada por FUNGuild

OTu.ID
ASV1
ASV1000
ASV1001
ASV1002
ASV1003
ASV10nd
ASV1005
ASV1006
ASVIO0L
ASV1010
ASV1013
ASV1014
ASV1017
ASV1013
ASV102
ASV1021
ASV1022
ASV1023
ASV1025
ASV1029
ASV103

Taxonomy taxon guid
Fungi;Ascom NA MNA MNA
Fungi;Ascom NA MNA MNA
Fungi;Ascom NA MA MNA
Fungi;Ascom Cephalothec 1CB1CES8-36
Fungi;Chytrit NA MNA NA
Fungi;Ascom NA MA MNA

Fungi;Ascom Microascace; LCB1CDBA-31
Fungi;Ascom Trichoderma 1CB1CC28-3€
Fungi;Ascom NA MNA MNA
Fungi;Basidi Bolbitiaceae 1CB1CCCD-3I
Fungi;Ascom Sarocladium F23CC1ES-37
Fungi;Chytrii Spizellomyct 1CB1CDDG-31

Fungi;Ascom NA MNA MNA
Fungi;Ascom Herpotrichie 1CB1CD37-3¢

Fungi;Ascom NA MNA MNA
Fungi;Chytrit NA MNA MNA
Fungi;Rozell NA MA MNA

Fungi;Ascom Trichoderma 1CB1CC28-3¢
Fungi;Basidi Tricholomat: 008764C7-3F
Fungi;Ascom Helotiaceae 1CB18C9C-3€
Fungi;Ascom NA MNA MNA

mbNumber taxonomiclevel trophicMode guild

NA

NA

NA
80571

NA

NA
81001
10282

NA
80522
9790
81997

NA
80856

NA

NA

NA
10282
81487
80845

NA

NA NA NA
NA NA NA
MA MNA MA
9 Saprotroph Fungal Paras Probable
MA MNA MA
NA NA NA

9 Pathotroph-5af Animal Pathi Possible

13 Pathotroph-Saf Animal Pathi Probable
NA NA NA

9 Saprotroph Dung Saproti Probable

13 Saprotroph Undefined S Probable

9 Pathotroph Plant Pathog Probable

MNA MNA MNA
9 Pathotroph-Safp Animal Pathi Probable
MNA MNA MNA
MNA MNA MNA
NA MNA NA

13 Pathotroph-Sap Animal Pathi Probable
9 Pathotroph-Syr Ectomycorrh Probable
9 Saprotroph-Syr Ectomycorrh Probable

NA NA NA

confidenceRanking

growthForm trait

NA NA
NA NA
MNA MA
Microfungus MNULL
MNA MA
NA NA

Microfungus MNULL
Microfungus Soft Rot

NA NA
Agaricoid MULL
MNULL MNULL
Microfungus MNULL
NA NA
Facultative Ye NULL
NA NA
NA NA
MNA MA

Microfungus Soft Rot
Agaricoid MULL
Microfungus MNULL
NA NA

38

notes citationSource
NA NA

NA NA

MA MNA

Typically sap Cannon PF, Kirk
MA MNA

NA NA

Saprobicin s Cannon PF, Kirk
Cause of sofi Seehann G, et a

MNA MA
On the soil, 1 Cannon PF, Kirk
NULL TedersoolL, etz
Common in1Cannon PF, Kirk
MNA MA
Mostly saprc Cannon PF, Kirk
MNA MA
MNA MA
NA NA

Cause of sofi Seehann G, et a
Tricholoma s Cannon PF, Kirk
Usually saprt Cannon PF, Kirk
MNA MA



