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RESUMEN

Las plantas representan un reservorio importante de endofitos bacterianos. Los endofitos
al ser capaces de habitar los tejidos internos, mantienen una interaccion mas estrecha, que
repercute positiva o negativamente en la salud, desarrollo y supervivencia del hospedero.
Entre las funciones beneficiosas atribuidas a las bacterias endéfitas esta la promocién del
crecimiento por suministro de nutrientes, la proteccidén contra estrés abidtico y bidtico, la
desintoxicaciébn de compuestos dafinos y la produccién de compuestos bioactivos.
Actualmente, varios enddfitos se utilizan en la formulacibn de productos como
biofertilizantes o biocidas, sin embargo, el estudio y el aprovechamiento de la gran
diversidad de bacterias endéfitas sigue siendo limitado. El objetivo de este trabajo fue hacer
bioprospeccién de endofitos bacterianos en dos cultivos de importancia agricola bajo
diferentes escenarios: 1) se evalué el impacto del estrés por sequia sobre las comunidades
bacterianas en savia de Carica papaya y 2) se comparé la influencia del tipo de cultivar de
Saccharum officinarum en la composicién de enddéfitos, en el que también se abordé el
potencial metabdlico de las bacterias enddfitas en cafia. Se observd que la diversidad
taxondmica encontrada esté ligada intrinsecamente al genotipo y condiciones. Ademas, una
gran variedad de especies bacterianas con caracteristicas de interés fue resuelta, mientras
que otras resultaron novedosas al no estar reportadas previamente en tales cultivos, como:
Aquabacterium, Blastococcus y Gaiella en Carica papaya; y Kocuria y Tumebacillus en
Saccharum officinarum. La comprension en las interacciones endofito-planta es clave para

el desarrollo de productos o estrategias que mejoren el rendimiento de los cultivos.




ABSTRACT

Plants represent an important reservoir of bacterial endophytes. The endophytes, being able
to inhabit the internal tissues, maintain a closer interaction, which has a positive or negative
impact on the health, development and survival of the host. Among the beneficial functions
attributed to endophytic bacteria are the promotion of growth by supply of nutrients,
protection against abiotic and biotic stress, detoxification of harmful compounds and the
production of bioactive compounds. Currently, several endophytes are used in the
formulation of products such as biofertilizers or biocides, however, the study and exploitation
of the great diversity of endophytic bacteria remains limited. The aim of this work was to
bioprospect bacterial endophytes in two crops of agricultural importance under different
scenarios: 1) the impact of drought stress on bacterial communities in sap of Carica papaya
was evaluated and 2) the influence of the type of cultivar of Saccharum officinarum on the
composition of endophytes was compared. The metabolic potential of endophytic bacteria
in the host plant was also addressed. It was observed that the taxonomic diversity found is
intrinsically linked to the genotype and adverse conditions. In addition, a variety of bacterial
species with characteristics of interest were resolved, while others were novel because they
were not previously reported in such crops, such as Aquabacterium, Blastococcus and
Gaiella in Carica papaya; and Kocuria and Tumebacillus in Saccharum officinarum.
Understanding endophyte-plant interactions is key to developing products or strategies that

improve crop yield.
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La interaccion planta-microbio es un area considerablemente estudiada y se remonta al
siglo XIX. El espectro de interacciones planta-microbio es altamente complejo y comprende
especies microbianas filogenéticamente diversas, ya que las plantas interactian
constantemente con una amplia variedad que van desde la rizésfera hasta la propia planta
(Evangelisti et al., 2014). La mayoria de las investigaciones relacionadas con la interaccion
planta-microbio se han centrado en la tipica simbiosis entre plantas y micorrizas
arbusculares, la fijacién de nitrégeno por rizobios dentro de los nédulos de las raices de las
leguminosas, asi como el manejo de enfermedades de las plantas por el uso de
microorganismos antagonistas naturales (Sang et al., 2013). Sin embargo, el papel de los
enddfitos, aln no se ha explorado en todo su potencial. Actualmente, los microorganismos
endofitos y su papel en la salud de los cultivos ahora estan atrayendo el interés de los
investigadores.

Aunque se proponen diferentes definiciones, los enddfitos se definen como
microorganismos que viven dentro de las plantas huésped durante al menos parte de su
vida y no causan ningun sintoma aparente de enfermedad. Estos microbios establecen una
asociacion intima dentro de sus plantas hospedadoras, establecen una comunidad en la
endosfera y estan presentes en diferentes partes de la planta (Hardoim et al., 2015). El
impacto de los enddfitos incluye la biorremediacion, la herbivoria, la sintesis de metabolitos
bioactivos contra patégenos de plantas, la resistencia sistémica inducida, ademas de
mejorar caracteristicas biométricas/atributos de rendimiento, asi como el control de
enfermedades. No obstante, la naturaleza o el tipo de endéfitos que reside en las plantas
varia y se diversifica segun el habitat del cultivo. Los diferentes nichos u origenes de los
endofitos incluyen raices (rizosfera), tallo (caulosfera), zona del suelo que rodea los tallos
de las plantas subterraneas (laimosfera), hojas (filésfera), flores (andsfera), frutos

(carposfera), semillas (espermdsfera), etc.

Existen diferentes aspectos como los factores climaticos o los edaficos que determinan la
naturaleza de los enddfitos en las plantas y su contribucién a la agricultura. Para aprovechar
los beneficios de los enddfitos en los cultivos agricolas, es un requisito previo comprender

los simbiontes microbianos cominmente asociados en un cultivo particular, las condiciones
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de crecimiento a nivel ambiental para su establecimiento exitoso en el sistema fisiolégico
de las plantas y su rol en la promocién del crecimiento de las plantas, en el control de

enfermedades y su capacidad para producir metabolitos bioactivos.

El objetivo general de los investigadores del &rea agricola es identificar posibles enddfitos
gue no solo son posibles endosimbiontes en un cultivo en particular, sino que también
prosperan bien en diversas condiciones climaticas en las que se cultiva o que inclusive se

adapten a otros tipos de cultivos.
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1.1. Microorganismos benéficos en las plantas

Los microorganismos pueden proporcionar efectos favorecedores en las plantas, de manera
directa al mejorar la nutricién de los cultivos o indirecta al reducir el dafio causado por patdégenos
0 por condiciones de estrés. Las plantas viven en asociacion intima con microorganismos que
cumplen funciones importantes en los ecosistemas, sobre todo en los agricolas. Las bacterias
pueden existir como organismos de vida libre en los suelos, encontrarse en la superficie de las
raices y otros tejidos, o bien internalizarse en los tejidos y establecer de esta forma una efectiva

relacién simbidtica (Trivedi et al., 2017).

El crecimiento de las plantas por efecto de determinados microorganismos es evidente y se han
identificado algunos con estas caracteristicas. En el caso particular de bacterias, se cita el efecto
positivo de Bacillus mojavensis sobre el crecimiento del maiz (monocotiledénea) y el frijol
(dicotiled6nea), aunque los factores responsables de las mejoras de crecimiento son
desconocidos, se apunta la posible produccion de hormonas, ya que se han demostrado para
varias otras especies (Arshad y Frankenberger, 1991). También se han observado mejoras en el
crecimiento en plantas de maiz cuando son infectadas con Bacillus mojavensis cultivadas en
presencia del patégeno de Fusarium verticillioides. Otros de los beneficios que se obtienen de
los microorganismos son una mayor absorcién de minerales, como la solubilizacién del hierro y
del fésforo del suelo, la produccién de sideréforos y la fijacion de nitrbgeno, por mencionar
algunos (Surette et al., 2003). Por ejemplo, la capacidad de secrecion de sider6foros de Bacillus
mojavensis se ha demostrado, pero el mecanismo de interaccién a nivel de la raiz no se ha

determinado (no publicado).

1.2. Bacterias endoéfitas

El término "endofito" se deriva de las palabras griegas "endon" que significa dentro, y "phyton”
gue significa planta (Kandel et al., 2017). Las bacterias enddéfitas son una clase de
microorganismos endosimbiéticos que viven en las estructuras internas de los tejidos de plantas
hospederas aparentemente sanas. A diferencia de los fitopatdgenos, tales bacterias
normalmente no causan ningun signo de enfermedad significativo (Nair & Padmavathy, 2014).

Algunos autores han propuesto una definicion funcional respecto al comportamiento enddfito,
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considerando a cualquier bacteria como enddfito si es aislado de tejido vegetal que ha sido
desinfectado de su superficie previamente a su aislamiento, o bien, si ha sido extraido desde el
interior de la planta, sin haber generado un dafio visible en su hospedero (Hallman et al., 1997).
En términos de comunidad, no esté claro si residir dentro de los tejidos vegetales es una ventaja
para los enddfitos bacterianos, en oposicion a vivir libremente en areas externas, como sucede
con las bacterias rizosféricas (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2004). Sin embargo, es claro
gue los enddfitos bacterianos pueden ofrecer varios beneficios a la planta huésped, ya que, bajo
diversos escenarios ambientales por la condicion de ser enddfitos, pueden comunicarse e
interactuar con la planta de manera mas directay eficiente que el resto de las bacterias asociadas
(Santoyo et al., 2016).

Los enddfitos colonizan a la planta en diferentes compartimentos (Figura 1.1) como el apoplasto,
gue incluye las paredes celulares y espacios intercelulares, también son encontradas en menor
frecuencia intracelularmente y en los elementos del sistema vascular como el floemay xilema de
las raices, tallos y hojas, también se encuentran en los tejidos de flores, frutas y semillas, sin
embargo, es importante sefialar que la colonizacion exitosa de endéfitos también implica la
posible interaccion con una planta huésped compatible (Lodewyckx et al., 2002; Miliute et al.,
2015). Siguiendo el contexto, se ha visto especificidad en arroz, donde la bacteria Azoarcus sp.
cepa BH72, es un enddfito obligado fijador de nitrégeno, que dentro de las raices expresa los
genes de la nitrogenasa (nif), facilitando la asimilacién de nitr6geno a la planta. En ese mismo
cultivo se encontré que hay algunos endofitos como Novosphingobium sp. PS5, Klebsiella sp.
SS2 y Burkholderia sp. SS5 que se movilizan desde la raiz hasta el tejido foliar, ocasionando una
extendida colonizacién y por tanto favoreciendo algunos procesos fisiol6gicos de su huésped
(Rangjaroen et al., 2017). Otro ejemplo de enddfito que coloniza los espacios inter e
intracelulares desde la superficie de la raiz a los tejidos aéreos de la vid es Burkholderia sp. PsJN
(Waghunde et al., 2017).

Por otro lado, independiente de la especie del hospedero, aunque los enddfitos son ubicuos, es
comun encontrar una mayor densidad de poblaciones endofitas en raices y otros tejidos
subterraneos en comparacion con los que se encuentran en los tejidos del sistema aéreo, de
esta manera se ha establecido que las raices son el principal punto de entrada de los endofitos,
ya que proporcionan un alojamiento base para la colonizacion de otros 6rganos. No obstante, se

ha visto que las bacterias endofitas también se internalizan a través de los estomas, lenticelas
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(poros para el intercambio gaseoso) e hidatodos (poros que secretan agua), los cuales se
distribuyen en hojas y a lo largo del tallo de la planta (Lata et al., 2018).

Las bacterias endofitas cumplen con diversos papeles durante su estancia en las plantas, por
ejemplo, promueven la disponibilidad y la captacion de nutrientes, lo que mejora el crecimiento y
desarrollo de su hospedero. Estas bacterias suelen ser conocidas como endéfitos promotores
del crecimiento vegetal (PGPE; Hassan et al., 2017). Entre sus habilidades destacan solubilizar
el fosfato, solubilizar potasio, fijar nitrégeno (lo que les permite convertir el dinitrbgeno gaseoso
(N2) en formas utilizables de nitrogeno como el amonio y el nitrato) y producir sideréforos, por
citar algunas (Hamilton et al., 2012). Aquellos fila que estan relacionados con estas
caracteristicas incluyen a Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes. Se sabe del
incremento en la biomasa y la talla de plantas como resultado de la colonizacion de miembros
en los géneros: Azoarcus, Burkholderia, Gluconobacter, Klebsiella, Pantoea, Herbaspirillum,

Rahnella y Pseudomonas (Kendel et al., 2017).

Entre otras cualidades, los enddfitos influyen sobre la modulacién de la sefalizaciéon de
fitohormonas. Se ha visto que son capaces de sintetizar hormonas vegetales como las
citoquininas y el &cido indol acético, y regular otras como las auxinas, el &cido abscisico, las
giberelinas y el etileno (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Tamosiune et al., 2017). Se ha
demostrado que estos microorganismos también ofrecen a su huésped proteccion ante
enfermedades al producir compuestos como antibiéticos y enzimas liticas que inhiben el

crecimiento de fitopatdégenos.

1.3. Vias de colonizacion de los endoéfitos

La colonizacion endofitica puede ocurrir de dos maneras, puede adquirirse del medio ambiente,
con cada nueva generacion (transmision horizontal) o de generacion en generacién a través de

las semillas (transmision vertical), pero también pueden darse ambas situaciones.

A continuacion, se mencionan las rutas potenciales de transmision que siguen los enddfitos
(Figura 1.1). La transmision vertical de bacterias a través de la semilla 'y el polen probablemente
ocurra, ya que se han identificado bacterias dentro de la semilla de muchas especies de plantas.
Los enddfitos que se transfieren de manera consistente entre generaciones deben tener una ruta

desde las semillas a los 6rganos reproductivos, ya sea a través de los vasos del xilema o
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mediante el meristemo apical del brote que se diferencia en 6rganos reproductivos. Por otra
parte, el suelo se considera el medio dominante del que parten los enddfitos bacterianos (del
suelo a laraiz es la ruta de transmision horizontal més estudiada). Las bacterias del suelo pueden
colonizar el interior de la semilla (espermdsfera) cuando ésta se encuentra en proceso de
germinacion, o bien durante los diferentes estadios de la planta, ya sea cuando son plantulas o
adultas. Por otro lado, la superficie de la planta (filosfera) se coloniza con una comunidad diversa,
siendo los estomas una ruta de entrada alternativa, pero menos estudiada, ya sea que los
enddfitos provengan del agua de lluvia, de bioaerosoles, del suelo circundante o del polvo, asi
como de otras particulas en el entorno. Es posible que los estomas sirvan como una ruta de
transmisién para plantas en todas las etapas de la vida, pero pueden ser especialmente
importantes para los enddfitos foliares de los arboles. Ademas, los insectos u otros artrépodos

pueden servir como vectores para las bacterias que colonizan el interior de las plantas.

En muchos casos, cuando los simbiontes son transmitidos verticalmente, el endéfito es obligado
y pasa todo su ciclo de vida dentro del hospedero, y es incapaz de sobrevivir en el medio externo.
Las relaciones ecoldgicas y evolutivas afectan el modo de transmision y viceversa, por ejemplo,
se postula que la transmisién vertical evoluciona cuando los socios simbiéticos son mutualistas,
como una forma de asegurar la transmision fiel del simbionte beneficioso de una generacion a la

siguiente (Herre et al., 1999).
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Figura 1.1 Esquema de las posibles rutas de colonizacién y transmisién de los endéfitos. A)
Mediante semillas, B) Durante la germinacion de la semilla, C) A través del meristemo, D)
Mediante la raiz, E) Mediante las estomas. F-G) Mediante vectores. Tomado de Frank et al.,
2017.

La transmision vertical de simbiontes bacterianos de progenitores a la descendencia es, de
hecho, comun en sistemas donde el simbionte proporciona una funcion indispensable, como en

las simbiosis nutricionales ampliamente estudiadas entre bacterias e insectos.

La transmisiéon horizontal de bacterias beneficiosas puede ser lo mejor para la planta. La
capacidad de reclutar un conjunto diverso de simbiontes del ambiente puede ser ventajosa para
organismos sésiles como las plantas, proporcionando un medio para responder a un entorno
cambiante (Schlaeppi et al., 2015). De hecho, se sugiere que las plantas parecen ser capaces

de albergar una gran diversidad de endofitos generalistas cuya presencia o ausencia en un




CAPITULO I

momento determinado depende mucho més del entorno de la planta que su genotipo (Bulgarelli
et al., 2012), sin embargo, se requieren méas estudios que lo sustente.

Es probable que algunos endoéfitos bacterianos se transmitan tanto vertical como
horizontalmente. También es probable que si un enddfito resulta beneficioso para su huésped en
una circunstancia particular (por ejemplo, estrés bi6tico) puede transmitirse a la descendencia a

través de la semilla (Shahzad et al., 2018).

1.4. Clasificacion de los endo6fitos

La asociacion de los enddfitos en la planta suele ser obligada, facultativa o pasiva, dependiendo
del tipo de tejido vegetal que requieren para vivir y reproducirse (Figura 1.2). En el caso de los
enddfitos obligados, estos dependen estrictamente de la planta huésped para su crecimiento y
supervivencia, siendo que la transmision de estos ocurre verticalmente, a través de vectores o
mediante las semillas, a diferencia de los facultativos quienes pueden mantener o cumplir con
alguna etapa de su ciclo de vida fuera de su hospedero (Hardoim et al., 2008), de manera que
los facultativos permanecen dentro de la corteza, pero algunas también entran en el floema
central y el xilema (Compant et al., 2010). Las bacterias que carecen de la capacidad de colonizar
e infectar por si mismas, pero pueden ingresar a la planta a través de heridas y grietas en la

planta, se les conoce como endéfitos pasivos.
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Figura 1.2. Los enddfitos pueden clasificarse como obligados, facultativos y pasivos,
dependiendo del tipo de tejido o de las circunstancias que le permitan colonizar al
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hospedero. Los enddfitos pueden internalizarse practicamente en todos los tejidos
vegetales. Tomado de Liu et al., 2017.

1.5. Funciones de las bacterias endéfitas en las plantas

Las bacterias enddfitas son una fuente rica y particular de metabolitos, donde se estima una
considerable cantidad de metabolitos bioactivos que influyen en el rendimiento y supervivencia
tanto de ellas como del hospedero, sin embargo, su potencial metabdlico ha sido poco
investigado, comparado con los hongos u otras bacterias no enddfitas, por ejemplo. Las bacterias
enddfitas se han adaptado a un entorno especifico de la planta, y es probable que difiera con la
contraparte que habita en el suelo, hablando en cuanto a la competitividad por recursos. La
rizosfera representa un ambiente extremadamente competitivo, y en un medio asi, rico en
competencia y en depredadores (tanto para el endéfito como para la planta huésped), las
bacterias necesitan sobrevivir, por ello es mas que probable que la microbiota de la rizosfera
produzca un arsenal considerable de compuestos como antibiéticos y otros metabolitos a
diferencia de los endofitos, los cuales aunque se enfrentan a una menor competencia y por tanto
ofrecen una cantidad menor de metabolitos, también pueden producir otro tipo de metabolitos
especificos que son requeridos para la interaccion con el hospedero. Ademas, dichos metabolitos
también podrian mediar procesos de sefalizacion a nivel intra y interespecies (Davie et al., 2008;
Raaijmakers et al.,, 2012). Es importante sefialar que algunos metabolitos so6lo pueden
encontrarse en nichos especificos o0 a bajas concentraciones dentro de la planta, ello dificulta su
identificacion o deteccion, sin embargo, los analisis genémicos y otros enfoques pueden apuntar
hacia genes potenciales y ser de gran utilidad para la prediccién de esos metabolitos o rutas

metabdlicas involucradas.

1.6. El rol de los endd6fitos en larespuesta al estrés

El estrés es entendido como una restriccién en las funciones normales que un organismo
confronta en algin momento durante su ciclo de vida (Ferreira et al., 2017). Por ejemplo, en el
caso del estrés por déficit hidrico o por sequia que se produce en las plantas en respuesta a un
ambiente escaso en agua, el crecimiento y la productividad de las plantas se ven marcadamente
afectados, por lo que, la obtencién de plantas con mayor capacidad de supervivencia y
crecimiento, o con mejor capacidad de adaptacion durante estas condiciones sigue siendo un

objetivo a perseguir.
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Las bacterias enddfitas mejoran la adaptacion al estrés abiético en efecto conjunto con otras de
sus propiedades; al estimular el crecimiento, inducir una respuesta en el metabolismo de las
plantas y modular la sefializacién de fitohormonas. Dentro de este contexto, la aplicacion de
enddfitos para mejorar los rendimientos en los cultivos bajo situaciones de estrés como frio,
sequia, salinidad o contaminacién por metales, resulta de especial interés para mejorar el manejo

de los sistemas agricolas (Tamosiune et al., 2017; Waghunde et al., 2017).

Ejemplos sobre como los enddfitos bacterianos enfrentan situaciones adversas incluyen a la cepa
Burkholderia phytofirmans PsJN, la cual mejora la tolerancia al frio en las plantas de vid,
promoviendo un menor dafio celular, una mayor actividad fotosintética y la acumulacién de
metabolitos relacionados con el estrés, como almiddn, prolina y compuestos fendlicos (Barka et
al., 2006). Del mismo modo, se ha demostrado un efecto positivo de esta bacteria sobre plantas
de trigo cultivadas en condiciones de riego limitadas (Naveed et al., 2014). Verma et al. (2015)
constataron el efecto positivo de Bacillus amyloliqguefaciens (aislada de trigo y crecida en el
Noreste del Himalaya) en plantulas de trigo expuestas a condiciones de frio. Asi también, se
demostré que la bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes induce la acumulacién de mayores
concentraciones de glicina, aliviando significativamente el estrés por salinidad (Jha et al., 2011).
Por otra parte, Kim et al. (2014) probaron el in6culo de Enterobacter sp. EJO1 aislado de Dianthus
japonicus (una planta que crece en suelos salinos), sobre plantas de Arabidopsis y tomate
dispuestas en condiciones de salinidad, en donde se observo el incremento en la produccion de
ACC desaminasa y acido indol acético, aumento en la altura, aumento del peso fresco y seco,

gue fue visiblemente relacionado a la tolerancia presentada.

A pesar de que bacterias enddfitas estan adaptadas para vivir dentro de genotipos especificos
de plantas, estudios indican que la estructura de la comunidad enddfita esta influenciada por
factores abibticos y bioticos, asi como por las interacciones planta-microbio y las interacciones

microbio-microbio.

La mayoria de las investigaciones sobre bacterias asociadas a plantas se ha centrado en
fitopatdgenas, diazotréficas (fijadoras de nitr6geno) y en bacterias asociadas a la rizosfera, el
interés en conocer la diversidad de organismos asociados con las plantas se ha incrementado a

medida que las herramientas tecnoldgicas para evaluarla se han actualizado (Beattie, 2007).

10



CAPITULO |

1.7. Estrategias para el estudio de las comunidades bacterianas de endéfitos

Las plantas se asocian naturalmente con un continuo de microorganismos, de los cuales la
mayoria son endoéfitos bacterianos. Las densidades de poblacién de estas bacterias varian
considerablemente de acuerdo a la especie hospedera, asi como del tipo de tejido que se trate
(Chi et al., 2005). Y aunque las comunidades de endéfitos pueden colonizar a la planta entera,

usualmente las raices tienen el mayor nimero de especies.

Los primeros estudios de diversidad de las comunidades endéfitas se basaron principalmente en
técnicas clasicas de cultivo microbiano, en tanto que, el aislamiento de las bacterias enddfitas de
cultivos de importancia agronémica fue a partir del uso de métodos de desinfeccion superficial
como paso preliminar (Rakotoniriana et al., 2013). No obstante, hoy en dia, el uso de las
tecnologias de secuenciacion masiva a través de un enfoque metagendémico, permiten explorar
desde una perspectiva mas amplia a las comunidades microbianas que se encuentran in planta,
lo que permite profundizar en los conocimientos de composicion y estructura de las putativas
bacterias enddfitas.

Recientemente, una gran cantidad de informacion sobre la diversidad de la microbiota enddfita
en diferentes especies vegetales se ha recopilado derivado de este enfoque, sobre todo al
acceder a aquellos microorganismos enddfitos que no son cultivables. Con ello, la amplificacion
directa de ADN de bacterias a partir de muestras vegetales, usando las regiones hipervariables
del gen ARN ribosomal (16S ARNr) de la subunidad pequefia y la aplicacion de herramientas
bioinformaticas, resultan ser un compendio Gtil para la secuenciacion y andlisis de los grupos

funcionales bacterianos (Turner et al., 2013).

Los métodos para el enriquecimiento microbiano de los tejidos vegetales pueden llevar a una
sobre representacion de especies bacterianas que se encuentran en gran abundancia y una
representacion reducida de especies de baja abundancia. Por lo tanto, una combinacién en el
uso de técnicas convencionales de cultivo microbiano y métodos independientes de cultivo como
el andlisis metagenémico proporciona una perspectiva mas completa de la diversidad de

enddfitos (Tamosiune et al., 2017).

11
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1.8. Bioprospeccién de bacterias endofitas

La bioprospeccién es una actividad dirigida hacia la busqueda de aquellos microorganismos con
caracteristicas interesantes o bien, deseables, que puedan ser aplicados en los diferentes
sectores, y que ademas podria otorgarsele un valor comercial o potencial.

Los enddfitos pueden ser utilizados en forma de bioinoculantes o biocidas en la agricultura como
alternativa para promover el crecimiento y la salud de las plantas. Una cantidad de patentes
registradas estan relacionadas principalmente con la aplicacién de bacterias endodfitas para
promover el crecimiento, mientras que en menor cantidad se encuentran aguellos que mejoran
la resistencia a patégenos y a estreses ambientales (Mei & Flin, 2010). Aunque los enddéfitos
asociados a las plantas son una fuente atractiva y prometedora para este fin, no han sido
explorados y explotados. La bioprospeccion de microbiomas de plantas cada vez esta ganando
mas atencién, ya que representan una reserva genética altamente especializada y co-

evolucionada, ademas de albergar un rico repertorio de actividad metabdlica (Muller et al., 2016).

El uso de “Omicas” representa un enfoque combinatorio robusto hacia los descubrimientos de
varias entidades biolégicas que no se pudieron descubrir en las ultimas décadas debido a la
cobertura limitada y la resolucion de los métodos convencionales. El efecto combinado de estos
métodos garantiza el cribado de alto rendimiento y el descubrimiento de nuevas entidades
biol6gicas con una vision de sus diversidades filogenéticas, abundancia, distribucion y funcion
ecolégica de cada miembro de la comunidad, incluyendo aquellos que antes dificiimente podrian

cultivarse.

12
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JUSTIFICACION

Resulta sugestivo explorar las comunidades de endofitos bacterianos provenientes de cultivos
de importancia agricola y comercial, con el propdsito de identificar endofitos clave, asi como
funciones metabdlicas de interés para ser empleados como estrategias en pro del desarrollo de
un sistema de produccién agricola mas amigable, o bien para ser aprovechados con otros fines
biotecnoldégicos. Aunque se tiene conocimiento de wuna considerable cantidad de
microorganismos con caracteristicas deseables, aun es poca la informacién que se tiene sobre
los enddfitos, sus dindmica, funciébn y mecanismos de interaccion, por lo que la busqueda y

bioprospeccién de éstos, resulta un area atractiva de estudio.

OBJETIVO GENERAL

Bioprospeccion e identificacion de comunidades de enddfitos bacterianos en cultivos de

importancia agricola mediante herramientas metagendmicas y bioinformaticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar bacterias endofitas clave asociadas con la respuesta al estrés por sequia moderada y
severa en savia de Carica papaya, las cuales podrian tener potencial para ser empleadas en el

desarrollo de biofertilizantes.

Identificar y comparar las comunidades bacterianas endofitas presentes en tres cultivares
mexicanos de cafia de azlcar, con el fin de ser implementados en la elaboraciéon de
bioinoculantes, asi como inferir las capacidades metabdlicas de los endéfitos encontrados y su

posible rol en cafa.

13
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 1.3. Estrategia experimental general del proyecto.
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CAPITULO Il

Alteraciéon de la microbiota asociada a savia de Carica papaya en respuesta
al estrés por sequia

2.1. INTRODUCCION

Las bacterias endofiticas habitan en los tejidos internos de las plantas hospedadoras y
generalmente no causan enfermedades (Lundberg et al., 2012). Una bacteria puede ser
considerada un enddfito si: a) se aisla del tejido vegetal desinfectado, o, b) se extrae de la
parte interna de la planta, sin haber generado dafio visible en su huésped (Hallmann et al.,
1997). En términos de comunidad, no esta claro si residir dentro de tejidos vegetales tiene
una ventaja para los endoéfitos bacterianos, a diferencia de los que crecen libres en areas
externas (Rosenblueth y Martinez-Romero 2006). Los enddfitos bacterianos pueden
proporcionar varios beneficios a la planta huésped ya que tienen una interaccién mas intima

y cercana que otras bacterias asociadas (Santoyo et al., 2016).

Los enddfitos pueden desempeniar varias funciones, incluyendo la mejora de la absorcion
de nutrientes, la produccion de sideréforos, la solubilizacién de fosfatos, la fijacion de
nitrogeno y la modulacion/produccion de fitohormonas. Estas caracteristicas pueden
mejorar el crecimiento y desarrollo de la planta anfitrion (Rosenblueth y Martinez-Romero
2006; Hamilton et al., 2012; Hassan 2017; Tamosiune et al., 2017). Los enddfitos estan
presentes en diferentes compartimentos de las plantas, como el apoplasto y los elementos
vasculares, y con menor frecuencia en las partes internas de las células (Luo et al., 2019).
Para lograr una colonizacion exitosa, los enddéfitos requieren una planta huésped
compatible (Miliute et al., 2015).

La intensidad y duracién del estrés por sequia juega un papel importante en el crecimiento,
desarrollo y metabolismo de las plantas, pero también podria influir en la microbiota
asociada a las plantas (Naylor et al., 2017; Jones et al., 2019). Es probable que la microbiota
endofitica vegetal se ajuste en respuesta al estrés hidrico, contribuyendo a la fisiologia y el
rendimiento de la planta. En las angiospermas, la sequia reduce la diversidad bacteriana
en la endosfera radicular y la rizosfera, aumentando la proporcion de Proteobacterias y
Actinobacterias (Fitzpatrick et al., 2018). En el sorgo, la falta de riego causa alteraciones en

la microbiota asociada a la raiz, reduciendo su diversidad, pero llevando a un aumento
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considerable en la abundancia relativa de Actinobacteria y Firmicutes (Xu et al., 2018). En
este contexto, la aplicacién de enddfitos para la proteccion de cultivos en condiciones de
estrés es una estrategia prometedora. Se han publicado ejemplos de su uso exitoso (Ruiz-
Herrera et al., 2015; Gagné-Bourque et al., 2016; Esmaeel et al., 2018; Ribeiro et al., 2018).

Sin embargo, tales trabajos se basan en la seleccién aleatoria de microorganismos
previamente identificados y los datos sobre el ajuste de la microbiota endofitica son
escasos. La planta de la papaya (Carica papaya L.) es un cultivo frutal sembrada en
regiones tropicales y subtropicales. Aunque la escasez de agua puede limitar su
rendimiento, las plantas de papaya se consideran relativamente resistentes a la sequia
(Mahouachi et al., 2006, 2007, 2012).

En el presente estudio, se empled una estrategia metagendmica para estudiar la dinamica
de la microbiota asociada a la savia en plantas de papaya después de 22 y 32 dias de
estrés por sequia. El objetivo fue identificar bacterias clave asociadas con la respuesta al
estrés por sequia, que podrian ser Utiles para el desarrollo de fertilizantes basados en el

uso de algunos de estos enddfitos.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material vegetal y disefio experimental

Las semillas de papaya (Carica papaya var. "Maradol" roja de Semillas del Caribe,
Guadalajara, México), se germinaron en algodén durante 5 dias y luego fueron
trasplantadas a macetas llenas de una mezcla 1:1 de tierra de la regién local y sustrato
Sunshine Mix 3 (Sun Growth Horticulture). Las plantulas de papaya se cultivaron en
condiciones de invernadero a 33-38 °C y 70% de la luz solar. El riego se aplicé cada 2 dias.
La sequia se impuso a plantas de cuatro meses de edad por retenciéon de agua durante 22
y 32 dias, mientras que las plantas bien regadas de la misma edad se utilizaron como
controles. Estas condiciones sirvieron para analizar el efecto de una exposicion intensiva a
la sequia, pero representan condiciones en las que las plantas siguen siendo activas. En

todos los tratamientos se utilizaron cuatro plantas para cada condicion.
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Se registraron las evaluaciones visuales y mediciones fisioldgicas. Las mediciones
fisiologicas incluyeron: tasas de fotosintesis (A), transpiracion (T) y determinacién del
contenido relativo de agua (RWC). Todas las mediciones se realizaron en la segunda hoja
completamente expandida. Ay T se determinaron con un sistema portétil Li-6400 (Li-Cor,
Lincoln, NE, EE.UU.). RWC fue estimado siguiendo el protocolo de Barrs y Weatherey
(Barrs y Weatherley, 1962). La significacién estadistica se estim¢ utilizando una prueba de

Tukey con un valor p <0.05 en cada caso.

2.2.2. Procesamiento de las muestras y preparaciéon de las librerias metagendmicas

Con el fin de identificar la microbiota bacteriana presente en la savia de las plantas de
papaya, los brotes fueron esterilizados en la superficie por tres lavados de alcohol (70% de
etanol), seguido por la quema con fuego utilizando etanol al 96%. Las muestras de savia se
obtuvieron de cada planta por corte % de la parte superior del brote. Luego, la savia se
recogié pipeteando y se fij6 inmediatamente en 1 ml de reactivo de TRIzol (Invitrogen,
EE.UU.) en una proporcion de 1:10. De esto, el gADN fue aislado siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los gADN aislados fueron resuspendidos en agua libre de
nucleasas y repurificados con el Kit Universal Zymo Research Quick-DNA (Zymo Research,
EE.UU.). La integridad del gADN fue verificada por electroforesis de gel de agarosa al 1%
y cuantificado usando un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA).

Para el analisis del metabarcoding, una amplificacién de la region V3-V4 del gen bacteriano
16S rARN del gADN aislado fue realizada de cada muestra usando el 16S rRNA Forward
Primer = 5' TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AGA CAG CCT ACG GGN GGC
WGC AG y el 16S rRNA Reverse Primer =5 GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT ATA
GAC AGA AGG ACT ACH VGG GTA TCT AAT CC, para generar amplicones de 550 bp
(Klindworth et al. 2013). Se realizaron reacciones de PCR 25-uyL que contenian
12.5 yL de DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific , EE.UU.), 125 nM
cada uno de los cebadores de genes rARN 16S hacia adelante y reversos y 2 ul (65-140
ng) de gADN. Los PCR se ejecutaron en un C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories
Inc., EE.UU.) con un programa de ciclos térmicos como sigue: desnaturalizacion inicial

durante 3 min a 95 °C; 30 ciclos de desnaturalizaciéon de 15 s a 95 °C, alineamiento de 30
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s a 53 °C, extensién de 60 s a 72 °C, y una extensién final de 7 min a 72 °C. Los productos

de PCR se resolvieron en electroforesis de gel de agarosa al 1,8%.

2.2.3. Preparacion de las librerias para secuenciacion

La preparacion de las bibliotecas se llevé a cabo siguiendo las instrucciones de acuerdo al
kit 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation de Illumina. La concentracion de las
bibliotecas fue evaluada mediante el Fluorémetro Qubit 2.0 (Thermo Scientific, EE.UU.). La
limpieza de los amplicones se realiz6 utilizando perlas AMPure XP. Los amplicones fueron
indexados con los adaptadores de secuenciacién lllumina utilizando el Nextera XT Index Kit
(llumina, EE.UU.), purificados y cuantificados como se describié anteriormente. La calidad
de cada biblioteca se evalu6 con el Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Scientific
Instruments, EE.UU.). Los amplicones indexados se secuenciaron en un formato de
enfriamiento por pares (2x300 bp) con un kit de reactivo MiSeq V3 (600 ciclos), utilizando
la plataforma MiSeq (lllumina, EE.UU.). La secuenciacion fue realizada por la Unidad de
Secuenciacion y Deteccion de Polimorfismos, INMEGEN, México.

2.2.4. Andlisis de datos

Las lecturas pareadas 2x300 se procesaron con el pipeline de QIIME2 (2019.1; Bolyen et
al., 2018). Los archivos fastg demultiplexados fueron procesados con el plugin DADA2
(Callahan et al., 2016), recortando en la posicién 20 en el extremo 5', y truncando en la
posicion 270 en el extremo 3' tanto del forward y del reverse en ambas secuencias. Después
se realiz6 el deinosing de las lecturas, los amplicones de secuencia variante (ASVs) fueron
resueltas, y las secuencias quiméricas fueron eliminadas con el método "consenso". La
taxonomia de las secuencias representativas de los ASVs fue asignada usando el plugin
giime feature-classifier classify-consensus-vsearch (v 2.9.0), usando la base de datos
SILVA como referencia (v. 132; Quast et al., 2013). Se eliminaron los ASVs de mitocondria
y cloroplasto, y la tabla de caracteristicas se normaliz6 con el método de escala de suma
acumulada (Paulson et al., 2013) o por presencia-ausencia. La tabla de caracteristicas se
exporté al ambiente R (http://www.R-project. org/), y se realizaron los analisis estadisticos
con phyloseq (McMurdie y Holmes 2013) y el paquete ggplot2 (Ginestet, 2011). El arbol

exportado fue visualizado con iTOL v3.4 (https://itol.embl.de/). Se calculd la riqueza con el
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indice de Shannon, y la significacion estadistica se estimo utilizando la prueba de Wilcoxon

con un valor p <0.05.

2.3. RESULTADOS

El flujo de savia proporciona un mecanismo para la sefializacién a larga distancia, el
transporte de nutrientes y el movimiento de microorganismos en las plantas. Se evaluo el
impacto del estrés por sequia en plantas de papaya de cuatro meses de edad y su

microbiota asociada a la savia.
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sobre la altura de la planta de papaya c, el contenido relativo de agua (RWC); d, la
asimilacion de CO: y e, las tasas de transpiracion de las plantas de papaya. Graficos
con barras de error, se representan las medias y la desviacion estandar (s.d.) de cuatro
plantas independientes (n =4). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (Tukey p <0.05).

Bajo condiciones de irrigacién, la apariencia de las plantas era saludable, con hojas
turgentes, vigorosas, de color verde oscuro. A los 22 DAS, las plantas adn conservaban la
mayoria de sus hojas, pero estaban rizadas y marchitas. A los 32 DAS, las plantas de
papaya presentaban una reduccion de altura, y habian perdido la mayoria de sus hojas,
mientras que las hojas que quedaban estaban muy rizadas y marchitas (Figura 2.1a). En
ambos tratamientos, también se observé una reduccion significativa de los parametros de
RWC (Figura 2.1c), y las tasas de asimilacion de CO- (A) y transpiracion (T) mostraron
alteraciones draméticas (Figura 2.1de).

2.3.1. Cambios en la composicion de la microbiota influenciados por la sequia

En este estudio se observo una reduccion de la diversidad de microbios inducidos por el
estrés (Figura 2.2). La reducida diversidad alfa encontrada en las plantas estresadas puede
reflejar la implicacion de la comunidad bacteriana en la respuesta al estrés. La microbiota
central (géneros identificados en todas las condiciones) estaba compuesta por los géneros
Bacillus, Nesteronkonia, Sphingomonas, Phyllobacterium, Bradyrhizobium,
Stenotrophomonas,  Paraburkholderia,  Aquabacterium, Pseudomonas, Serratia,
Staphylococcus y Mycoplasma. Fue interesante que varias especies no fueron detectadas
en condiciones de riego, mientras que otras fueron detectadas solo en condiciones
estresantes, sin embargo, las alteraciones no parecen estar relacionadas con una clase

bacteriana especifica (Figura 2.3).
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Shannon index

2.0-

Control 22DAS 32 DAS
Treatment

Figura 2.2. Alteraciones en la diversidad alfa (indice Shannon) en respuesta al estrés por
sequia. El estrés por sequia induce una reduccién en la composiciéon de la comunidad
bacteriana a medida que avanza el estrés. * diferencias significativas para la prueba de
Wilcoxon (valor p <0.05).

2.3.2. Géneros bacterianos asociados al estrés por falta de agua

Se ha informado de que varios grupos bacterianos identificados en este estudio tienen un
efecto beneficioso en las plantas hospedadoras bajo estrés por sequia. Los miembros de
los géneros Nesterenkonia, Novosphingobium, Achromobacter, Sphingomonas,
Halomonas, Acinetobacter, Serratia, Blastococcus y Vibrio fueron identificados
exclusivamente en 22 DAS. A su vez, algunos miembros de los géneros Streptococcus,
Bacillus, Nesteronkonia, Vibrio, Herbaspirillum y Stenotrophomatum fueron identificados
Unicamente en 32 DAS. Una explicacion podria ser que los cambios en los subconjuntos
de los géneros identificados, ocurren debido a alteraciones en las condiciones de sus

huéspedes, afectando la colonizacién por los diversos endofitos.
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Figura 2.3. Efectos de la sequia en las plantas sobre la microbiota endofitica de savia en

papaya. Segun el analisis de presencia/ausencia y su relacion filogenética no hay un

22



CAPITULO II

enriquecimiento claro de un grupo bacteriano especifico, pero a medida que el estrés
avanza, se observa una reduccion continua de las especies de bacterias, mientras que

varias especies bacterianas aparecen.

2.4. DISCUSION

2.4.1 El estrés por sequia induce un proceso disbidtico sobre la microbiota asociada
a savia

A nivel fisiologico, las plantas de papaya, sometidas a estrés por sequia mostraron una
reduccién en su altura, hojas rizadas y pérdida de vigor (medida como RWC), asi como una
reduccién en sus parametros fisiol6gicos. Tales alteraciones son consecuencias tipicas del
estrés hidrico (Zamora-Brisefio y de Jiménez, 2016; Pereira-Santana et al., 2017; Gamboa-
Tuz et al., 2018). La reduccién de la tasa de asimilacion exhibida en las plantas estresadas
indica la disminucién en la fijacion de carbono (Lafta y Lorenzen, 1995), mientras que la
reduccion de la tasa de transpiracion es una consecuencia directa del cierre de estomas.
Estas son comunes respuestas al estrés por sequia (Brodribb y Holbrook, 2003). Estas
respuestas fisiolégicas indican que las plantas estresadas estaban respondiendo al estrés,
pero todavia eran bioldgicamente funcionales. Como parte del core microbiano, varios
enddfitos interesantes con actividades biol6gicas ya demostradas en plantas fueron
encontrados, como los géneros Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, y Serratia, que
han sido reportados para suprimir el crecimiento de patégenos (Kandel et al., 2017).
Pseudomonas y Sphingomonas son géneros con miembros que tienen caracteristicas de

bacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPB) (Ali et al., 2018).

Dos géneros principales encontrados fueron Staphylococcus y Burkholderia. Muchas
especies de Staphylococcus han sido reportadas colonizando diferentes especies de
plantas. Algunos ejemplos son S. warneri, S. equorum, S. cohnii y S. hominis que se
encuentran en el arroz y poseen genes implicados en las respuestas al estrés osmotico y
oxidativo, asi como genes relacionados con la biosintesis de auxinas y sideréforos
(Chaudhry et al., 2017). También se identific6 el género Agquabacterium, pero no hay
informacion sobre el papel de este enddfito (Sauvétre y Schroder, 2015). Mientras tanto,
Burkholderia puede fijar el nitrgeno como simbionte en las raices y las hojas. Algunas

cepas también tienen actividad antifingica y las plantas que los albergan muestran
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tolerancia a la mejora contra la sequia, estrés por frio, calor y sal, porque producen
osmolitos y compuestos fenélicos compatibles (Fernandez et al., 2012; Frank et al., 2017;
da Silva et al., 2018; Esmaeel et al., 2018; Pacifico et al., 2019).

En el presente estudio se observd una importante reduccién de la biodiversidad alfa a
medida que avanzaba la sequia. Este es un hallazgo muy importante, ya que la pérdida de
diversidad de la microbiota (estimada por la diversidad alfa) parece ser el dato mas
consistente de disbiosis (alteraciones en la estructura de la comunidad microbiana), al
menos en modelos no vegetales (Mosca et al., 2016; Lezutekongetal et al., 2018). Por lo
tanto, consideramos que el estrés por sequia produce una disbiosis en la microbiota
endofitica, que puede asociarse con disfunciones sistémicas. La disbiosis podria ser la
causa de varios procesos fisiopatol6gicos que afectan el bienestar del huésped (Kamo et
al., 2017; Lezutekong et al., 2018). Sin embargo, en las plantas, la contribucion colectiva a
nivel comunitario de la microbiota sobre el crecimiento, el desarrollo y la salud de las plantas
aun no esta bien comprendido (Chen et al., 2020).

Hay dos vias complementarias para explicar la alteracién en la diversidad alfa. En primer
lugar, bajo condiciones de sequia, las condiciones bioquimicas podrian ser alteradas
provocando cambios en el interior de las plantas que, a su vez, podrian modificar la
microbiota per se. Por otro lado, el hospedador de la planta también puede promover la
seleccién de ciertas especies bacterianas modulando la composicibn microbiana. Esto
ultimo es posible desde el hecho que gran parte de las bacterias en la enddsfera de la planta
tienen un estilo de vida opcional, lo que implica que alguna etapa de su ciclo de vida
transcurre fuera de su anfitrion (Hardoim et al., 2008). Esto hace que la entrada de los
endofitos sea un proceso altamente dindmico. En este sentido, la colonizacion endofitica y
el movimiento de los microorganismos pueden influir en su microambiente, asi como en el

desarrollo y otros factores ambientales (Marag y Suman, 2018; Deyett y Rolshausen, 2019).

2.4.2 Géneros bacterianos asociados con el estrés por sequia y su potencial
biotecnolégico

Se identificaron varios géneros que pueden contribuir a la respuesta al estrés causado por
la sequia. Por ejemplo, se han investigado bacterias enddfitas pertenecientes a los géneros

Herbaspirillum, Stenotrophomonas, Bacillus, Sphingomonas y Serratia en otras especies
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de plantas por sus actividades beneficiosas en términos de disponibilidad de nutrientes,
hormonas de crecimiento y control de patégenos (Compant et al., 2005; Asaf et al., 2017,
Khan et al., 2017). Algunas cepas de Sphingomonas acumulan Zn y producen &cido
giberélico y acido indol acético (IAA) durante el estrés salino en tomates (Asaf et al. 2017).
Sphingomonas sp. Cra20 afecta la arquitectura de la raiz en Arabidopsis, aumentando la
capacidad de absorcion de agua, y promoviendo la formacién de hojas (Luo et al., 2019);
Serratia sp. solubiliza el fosfato y produce IAA (Khan et al., 2017). Algunas especies de
Bacillus aisladas de savia, hojas y raices de maiz pueden disolver complejos de Ca-P y Fe-
P, producir sideréforos e IAA (Ferreira et al., 2018; de Lima et al., 2019). Bacillus también
puede mejorar el crecimiento de las plantas bajo estrés por sequia (Ullah et al., 2019). Dos
géneros son particularmente interesantes: Blastococcus, que se ha identificado en los
manglares (Rhizophora apiculata Blume; Golinska et al., 2015) y en la planta happy tree
(Camptotheca acuminata Decne; Dinesh et al., 2017), y Gaiella, que se ha encontrado en
cacahuate (Arachis hypogaea L.; Chen et al., 2014). Estos géneros no han sido reportados
como parte del microbioma de ninguna otra planta. Por lo tanto, se fomenta la investigacion

adicional.

Dado que cada taxén bacteriano probablemente realiza funciones biol6gicas especificas, y
gue el perfil funcional general de una comunidad bacteriana surge de su composicién, una
reduccion en la diversidad alfa podria implicar una pérdida generalizada de funciones. En
este sentido, la comunidad bacteriana presente en condiciones de estrés podria ser
controlada por la comunidad central, bacterias oportunistas, y por los géneros bacterianos
gue mejoran la aptitud fisioldgica de la planta en tales condiciones. Una serie de candidatos
podrian someterse a pruebas con fines biotecnolégicos, como el desarrollo de

biofertilizantes o bioestimulantes.

Varios estudios han intentado identificar los biofertilizantes apropiados utilizados en
especies bacterianas que pertenecen a los géneros Bacillus, Azospirillum, Pseudomonas,
Rhizobium, Ralstonia, Burkholderia y Klebsiella con el fin de mejorar los efectos del estrés
abiotico en muchas especies de plantas como maiz, tomate y trigo, ya que muchas de estas
especies actian como promotores del crecimiento y potenciadores de la tolerancia al estrés
(Bhardwaj et al., 2014; Bokhari et al., 2019; Dong et al., 2019).
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2.5. CONCLUSION

La estrategia que se plantea es la de ofrecer una plataforma responsable, basada en datos
para el rapido descubrimiento de un gran nimero de candidatos nuevos y especificos que
podrian ser Gtiles como biofertilizantes. Un aspecto importante que debe ser tratado en un
futuro trabajo es la caracterizacion de las redes metabdlicas de la microbiota vegetal
afectadas por tensiones abidticas, utilizando enfoques del tipo transcriptémico,

metatranscriptémico y metabolomico.
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CAPITULO Il

Primera descripcion de los endoéfitos bacterianos de tallos de tres cultivares
mexicanos de Saccharum officinarum

3.1. INTRODUCCION

Las plantas albergan una microbiota taxondmicamente diversa, incluyendo bacterias,
hongos, arqueobacterias, oomycetes, protozoos, algas, nematodos y virus (Dastogeer et
al., 2020). Sin embargo, las bacterias estan entre las comunidades més abundantes que se
encuentran en las plantas. La interaccion entre plantas y bacterias puede ser positiva,
negativa o neutra. Los efectos positivos surgen de las relaciones simbioticas, donde las
plantas proporcionan recursos en forma de fuentes de carbono como alimento, mientras
que las bacterias proporcionan beneficios que van desde facilitar la adquisicion de
nutrientes, promover el crecimiento de las plantas, estimular la produccién de hormonas,
aumentar la tolerancia a diferentes tensiones abioticas, o proporcionar defensa contra
patdgenos (Liagat & Eltem, 2016; Kendal et al., 2017; Eid et al., 2019; Papik et al., 2020).
Especificamente, la participacién de los enddfitos bacterianos (microorganismos que se
alojan dentro de las plantas; Hardoim et al, 2015) es de especial interés, ya que mantienen

una interaccion intima con la planta huésped.

Los enddfitos bacterianos se han definido como aquellas bacterias que viven en el interior,
se aislan de érganos vegetales esterilizados en superficie o se extraen de tejidos internos
y que no causan dafio aparente a la planta huésped (Lacava & Azevedo, 2013; Hardoim et
al., 2015; Liagat & Eltem, 2016), sin embargo, estudios indican que los endofitos se definen
en términos del nicho ecol6gico que ocupan, siendo que algunos enddfitos pueden ser
patégenos o beneficiosos dependiendo de la especie vegetal y circunstancia en cuestion
(Brader et al., 2017; Hardoim et al., 2018). Las interacciones entre los endéfitos y las plantas
hospedadoras son complejas, por lo que explorar la diversidad y la dinamica de las
comunidades bacterianas que componen al hospedador es util para entender como estos
enddfitos contribuyen a la funcién de la planta hospedadora (Vandenkoornhuyse et al.,
2015; Fitzpatrick et al., 2018).

La diversidad de endofitos bacterianos ha sido reportada en diferentes especies de plantas,
particularmente aquellas con interés agronémico (Souza et al., 2014; Bertani et al., 2016;

Ali et al., 2018; Zaho et al., 2018; Kuzniar et al., 2020). La estructura comunitaria de las
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bacterias endofitas en una planta es multifactorial, dependiendo del tipo de enddfita (cepa
0 especie), los rasgos vegetales (especie, cultivar, etapa de crecimiento, tejido vegetal y
ubicacién geogréfica) y el medio ambiente (clima, tipo de suelo, estacion, factores abidticos
y bibticos; Afzal et al., 2019; Wu et al., 2021). El crecimiento de los enddfitos resulta
fuertemente restringido por las plantas, sin embargo, el huésped recluta aquellas bacterias
gue los benefician en un determinado nicho o situacién (Dudeja et al., 2012; Afzal et al.,
2019).

La cafia de azucar (Saccharum spp.) es uno de los cultivos econdmicamente mas
significativos debido a su uso generalizado en la industria alimentaria y bioenergética. Poco
mas del 85% de la produccion mundial de azucar estd dada por la cafia de azlcar
(Kruasuwan & Thamchaipenet, 2016). Los principales productores y consumidores son
Brasil, India, China, Tailandia, Pakistan, México y Colombia (de Miranda & Fonseca, 2020).
Por otra parte, en el pais se ha realizado un trabajo previo en el que se evaluaron 56
cultivares mexicanos de cafia de azlcar bajo las condiciones edafocliméaticas de
Campeche, México (Carrillo et al. 2008). Se encontré que las variedades MEX69-290 y
CP72-2086 (que son dos de los principales cultivares de cafia de aztUcar mexicanos) fueron
las mas productivas bajo condiciones de manejo agronémico (120 a 200 toneladas/ha),
adaptabilidad al suelo local (vertisol), y tolerancia a la Ustilago scitaminea. Aqui se describe
a los enddfitos bacterianos presentes en MEX69-290 y CP72-2086 -cultivados en
condiciones de campo en comparacion con un cultivar local menos productivo ATMEX69-
79 (CONADESUCA 2016).

La creciente demanda de este y otros cultivos comerciales lleva a la implementacion de
estrategias que ayuden a aumentar los rendimientos o mantener la integridad de las plantas,
y el desarrollo de bioformulaciones es una de esas herramientas complementarias. Aunque
se han explorado comunidades bacterianas endofiticas en otras especies de gramineas
(Naylor et al., 2017), se sabe poco sobre la naturaleza y composicion de las bacterias
endofiticas en la cafia de azlcar, ya que la mayoria de las bacterias endofiticas han sido
aisladas e identificadas por métodos dependientes de cultivo. En la cafia de azUcar se han
aislado endofitos con caracteristicas prometedoras, principalmente especies diazotréficas
(Boddey et al., 2003; Muangthong et al., 2015; Dos Santos et al., 2020).
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Los enfoques cultivo-independiente, como las técnicas de nueva generacién en conjunto
con las herramientas bioinformaticas, permiten profundizar en la composicion de las
comunidades bacterianas, detectar endofitos clave y dilucidar el posible papel que tienen
en la planta huésped. Segun lo anterior, el objetivo de este trabajo es localizar endéfitos
con valor biotecnolégico que puedan ser utilizados para el desarrollo de nuevas
formulaciones microbianas y su aplicacion en el campo agricola de la cafia de azucar y

otras especies agronémicas.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Germoplasma de cafiay colecta de muestras

Se recolectaron tallos de tres cultivares comerciales de cafia de azucar (MEX69-290,
ATMEX69-79 y CP72-2086) en el Banco de Germoplasma COLPOS en Champotdn,
Campeche, México (19° 498' 068" N, 90° 546' 334" O). El campo experimental consiste en
un suelo Luvisol, que se fertiliza con triple 17 una vez al afo, justo después de la cosecha.
El riego dado a las plantas de cafa de azUcar es cada dos dias. La cosecha se realiza una
vez al afio, en el mes de diciembre y la recoleccion de plantas se llevé a cabo en el afio de

2018, correspondiendo a la segunda "resoca".

Para cada cultivar se seleccionaron tres plantas y se tomaron tres muestras de tallo de cada
planta. Los tallos fueron cortados con solucién de Tween 20 al 0,05% y lavados con agua
destilada tres veces. Luego, los tallos fueron esterilizados superficialmente por tres lavados
de alcohol (70% de etanol), seguido por la quema de fuego con etanol al 96%. Se tomd
tejido interno de la porcion media del tallo y se procesd en condiciones estériles. Las
muestras para andlisis de secuenciaciébn se congelaron en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.2.2. Extraccion de ADN, preparacion de librerias y secuenciacion

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, Carlsbad, CA)
de acuerdo con las directrices del fabricante. La region V3-V4 del 16S rARN fue amplificada
usando como Forward primer: 5' - TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA
CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG - 3'y Reverse primer: 5' -GTC TCG TGG GCT CGG
AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C - 3!, generando

amplicones con una longitud ~ 550 pb (Klindworth et al., 2013). Las reacciones de PCR se
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realizaron en un volumen de 25 pL que contenia 12,5 yl de Dream Taq Green PCR Master
Mix (2X; Thermo Scientific), 125 nM cada uno de los cebadores de ARNr 16S y 2 uL (150
ng) de plantilla, y las reacciones se realizaron en C1000 TouchTM thermalcycler (Bio-Rad
Laboratories). El rendimiento y la calidad de los productos de PCR se comprobaron
mediante electroforesis en gel de agarosa (1,8%) y la relacion OD260/280 se midio

mediante espectrofotometria.

Los amplicones del gen rARN 16S fueron procesados con protocolos estandar y
secuenciados usando la plataforma MiSeq lllumina en el formato de 300 bases

emparejadas en la unidad de Servicios Gendmicos de Langebio, México.

3.2.3. Andlisis de datos

Las secuencias fueron procesadas con el pipeline Quantitative Insights into Microbial
Ecology 2 v2021.2 (QIIME 2; Boylen et al., 2019). El demultiplexado de las lecturas de
secuenciacién se realizé con CASAVA (Consensus Assessment of Sequence and Variation)
y los archivos fastq demultiplexados se procesaron con el plugin Amplicon Denoising
Algorithm 2 (DADA 2) para obtener variantes de secuencia de amplicén (ASVs; Callahan et
al., 2016). Las lecturas secuenciales fueron descartadas con puntuaciones de calidad
promedio de <20. En este contexto, las lecturas recortadas, las lecturas combinadas y las
guimeras eliminadas se llevaron a cabo utilizando el método "consenso". Las lecturas
fueron truncadas en la posicion 260 y 240 en el extremo 3" rio abajo y arriba,
respectivamente, y en la posicion 25 en el 5° extremo en ambos. Las secuencias
representativas de ASVs fueron asignadas taxonémicamente con la herramienta classify-
sklearn del plugin clasificador de caracteristicas QIIME2 (Bokulich et al. 2018), usando la
base de datos SILVA v138 99% como referencia. La tabla de caracteristicas se filtr6 para
los ASVs mitocondriales, cloroplastos y eucariotas. Los ASVs representativos se alinearon
con el algoritmo MAFFT (Katoh, 2002) y la filogenia se realiz6 con el algoritmo FastTree2
(Price et al., 2010).

Las métricas de diversidad se calcularon utilizando el paquete QIIME2. Se detecto
abundancia relativa de cada ASV entre las muestras con una prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis y se utilizaron valores alfa de 0.05.
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La prediccion metagendmica se realiz6 con la Investigacion Filogenética de Comunidades
por Reconstruccién de Estados no Observados 2 (PICRUSTZ2; Douglas et al., 2019). Las
predicciones funcionales de los enddfitos hallados fueron comparadas usando una prueba
no paramétrica de dos grupos de White en STAMP para detectar el metabolismo

enriguecido entre cultivares de cafia de azUlcar.

3.3. RESULTADOS
3.3.1. Influencia del tipo de cultivar sobre la estructura de las comunidades endoéfitas

Este estudio analiz6 la diversidad y composicion de endofitos bacterianos en tres cultivares
de cafia de azUcar muestreados en condiciones de campo natural y actualmente
comercializados en México. Un total de 541 ASVs se resolvieron con una secuencia de
identidad del 99% correspondiente al nivel de filo. El andlisis de todas las secuencias
registré la presencia de 7 filos principales (Figura 3.1A). Los filos predominantes en orden
descendente fueron Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria para todos los cultivares
(Figura 3.1A). Se observo que el tipo de cultivo tiene una influencia significativa en los
perfiles de las comunidades microbianas identificadas. Los valores de diversidad alfa se
obtuvieron sobre la base de la tabla OTU. En general, el indice de Shannon alcanzé valores
mas altos para los cultivares CP72-2086 y MEX69-290 en relacion al cultivar ATMEX69-79
(Figura 3.2C), por lo que el cultivar con menos diversidad fue ATMEX69-79. Asimismo, los
otros parametros aplicados como diversidad observada (Figura 3.2A), Chao (Figura 3.2B)

y Simpson (Figura 3.2D), indicaron resultados similares.
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Figura 3.1. Métricas de diversidad alfa. A) Diversidad observada. B) indice de Chao.
C) indice de Shannon. D) indice de Simpson. Los cultivares MEX69-290 y CP72-2086
presentan los mas altos valores de diversidad. Todas las medidas son similares. Se

utilizé un nivel de significacion p<0.05.

El analisis de la estructura microbiana endofitica a nivel de géneros indicé la presencia de
27 géneros diferentes de bacterias en general (Figura 3.1B). El heatmap en azul oscuro y
azul claro indica la abundancia relativa de baja a alta, respectivamente. Dentro del phyla
Proteobacteria, los mas representativos fueron Sphingomonas, Acinetobacter,
Pseudomonas, Halomonas, Herbaspirilum, Rhodobacter, Ralstonia, Salmonella, Vibrio,
Escherichia coli, Legionella, Francisella, Moraxella, y géneros Maritalea. También se
identificaron bacterias endofiticas como Lactobacillus, Lactococcus, Bacillus, Tumebacillus
y Streptopcoccus pertenecientes a phyla Firmicutes. Mientras que los clasificados en
Actinobacteria fueron Corynebacterium, Kocuria y Thermobifida. Otros géneros como
Leptotrichia, Fusobacterium, Verrucomicrobium y Gramella fueron descifrados. El patron de

abundancia de cada taxdn se asocio con el tipo de cultivar (Figura 3.1B).
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azucar. B) Abundancia relativa de bacterias endofiticas de diferentes comunidades a

nivel de género.

3.3.2. Endéfitos representativos e identificados en cada cultivar de cafia

Una mayor abundancia de endofitos pertenecientes a los géneros Halomonas,
Pseudomonas, Lactobacillus, Kocuria, Bacillus, Tumebacillus, Thermobifida, Vibrio y
Streptoccocus se relacion6 con el cultivar MEX69-290. Ademas, el cultivar CP72-2086
mostr6 una mayor abundancia en la mayoria de los endofitos detectados, como
Acinetobacter, Verrumicrobium, Gramella, Rhodobacter, Sphingomonas, Streptococcus,
Bacillus, Kocuria, Lactobacillus, Salmonella, Maritalea, Pseudomonas y Vibrio. Aunque
ATMEX69-79 mostré6 menos abundancia en la mayoria de los géneros en comparacion con
los otros cultivares, se observé que los géneros Salmonella, Vibrio, Lactococcus,
Fusobacterium, Francisella, Lactobacillus y Kocuria tenian un ligero predominio.
Finalmente, bacterias como el género Verrucomicrobium fue observado con una
abundancia en orden creciente: ATMEX69-79> MEX69-290> CP72-2086. Varios estudios
han reportado que los distintos rasgos genéticos y morfolégicos del cultivar vegetal pueden
afectar la estructura y composicion de las diferentes comunidades bacterianas (Compant et
al., 2010; Manter et al., 2010; Hardoim et al., 2011; Shi et al., 2014; Ding y Melcher, 2016).
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3.3.3. Andlisis de prediccioén funcional de las comunidades endéfitas

Los enddfitos bacterianos son una fuente de diversidad genética y funcional no descubierta
(Wozniak et al., 2019), por lo tanto, el origen del microbioma, la dinamica y los patrones de
ensamblaje son importantes para la elucidacién de su rol putativo en la planta huésped (de
Souza et al., 2016). Mediante la prediccién funcional de genes PICRUSt2 y el analisis
STAMP, fue posible identificar algunas vias metabdlicas que podrian estar asociadas a la
presencia y actividad de los endéfitos en los diferentes cultivares de cafia. Todos los
procesos fueron estadisticamente representativos con una p<0.05, y el heatmap muestra la
abundancia relativa de las funciones con cambios de color, que aumenta (azul oscuro) o
disminuye (azul claro) (Figura 3.3). En este estudio se identificaron 53 vias diferentes. Este
analisis también sugiere rasgos metabdlicos que podrian reportar efectos beneficiosos

sobre la planta, como la via Glucosa-1 (Figura 3b).
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Figura 3.3. Analisis de prediccion funcional basado en el gen 16S de ARN ribosomal de
las comunidades microbianas en tres cultivares de cafia de azlcar. a) Perfil de abundancia
relativa de las 53 principales rutas metabélicas predichas a partir del analisis 16S. b)
Barplot de la ruta Glucose-1 enriquecida para cada cultivar. Dicha ruta se enriquece en el
cultivar CP72-2086.

3.4 DISCUSION

3.4.1. Bacterias endofiticas con caracteristicas interesantes

Muchas de las comunidades bacterianas encontradas en este estudio podrian tener una
funcion biolégica importante y propiedades beneficiosas en la planta huésped. Fue

interesante identificar endoéfitos como Acinetobacter, Bacillus, Sphingomonas vy

35



CAPITULO I

Pseudomonas, que poseen rasgos Promotores del Crecimiento de las Plantas (PGP)
(Manter et al., 2010; Khan et al., 2017; Pacifico et al., 2019; Orozco-Mosqueda et al., 2021;
Vandana et al., 2021).

Se identificaron enddfitos pertenecientes al filo Proteobacteria como Halomonas,
Pseudomonas, Sphingomonas, Acinetobacter y Herbaspirillum en todos los cultivares.
Estas bacterias tienen actividad ACC deaminasa; producen acido indolacético (IAA),
auxinas, exopolisacéaridos y sideroforos; solubilizan fosfato y fijan nitrogeno (Cura et al.,
2017; Mukherjee et al., 2019; De Hita et al., 2020; Wang et al., 2021; Eid et al., 2021).
Recientemente se ha demostrado que este tipo de bacterias podria aliviar el dafio de la
sequia en las plantas de Arabidopsis y promover el crecimiento en condiciones salinas en
el sorgo (Rolli et al., 2015; Gamalero et al., 2020). También se demostr6 en plantas de
pimienta que tienen la capacidad de activarse a si mismas hasta que el huésped entra en
una situacion de estrés (Rolli et al. 2015). De manera similar, en un estudio de la savia
vegetal de Carica papaya se observdé que estas mismas comunidades bacterianas
prevalecen o aparecen cuando el hospedante esta sujeto a condiciones severas de sequia
(Reyes-Hernandez et al., 2020). Ademas, estos enddfitos también pueden tolerar el estrés
por metales y otras tensiones oxidativas (Farh et al., 2017; Lee et al., 2015; Cura et al.,
2017; Bilal et al., 2018; Etesami et al. 2018; Mukherjee et al., 2019). Microbios bacterianos
como el Rhodobacter llevan a cabo la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos, la
remediacién de metales pesados, el secuestro de CO, incluyendo la mitigacion de las
emisiones de metano (Sakarika et al., 2019; Kang et al., 2020). Thermobifida es una
bacteria termofilica con actividad antioxidante y capaz de mejorar el crecimiento de las
plantas a través de la sintesis de sider6foros como las fuscachelinas (Huang et al., 2013;
Shivlata y Satyanarayana, 2015). En este sentido, MEX69-290 y CP72-2086 son cultivares
desarrollados con alta y media tolerancia a la sequia, por lo que este fenotipo también

podria estar asociado con la composicién intrinseca de las comunidades endéfitas.

La presencia de Actinobacteria podria potencialmente mejorar la salud y la resistencia de
la planta huésped (Zhao et al., 2018; Ou et al., 2019). En este trabajo, se determin6
Corynebacterium y Kocuria. Particularmente, se observd una alta abundancia de Kocuria
en cultivar MEX69-290. Los endofitos de Kocuria muestran una influencia significativa en la
promocién del crecimiento de las plantas, la produccién de fitohormonas y la acumulacion

de metales (Haidar et al., 2018; Mukherjee et al., 2018; Husain et al., 2019), sin embargo,
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hasta este momento no se habia reportado en cafla de azlcar. Los endofitos de
Corynebacterium pueden actuar como antagonistas de algunos patégenos como
Xanthomonas, Ralstonia, Cercospora y Helminthosporium, y se han localizado en frutos de

rambutan, plantas de maiz, tubérculos de patata y raices de limén(Suhandono et al., 2016).

Dentro del filo Firmicutes, los miembros de Lactobacillus y Lactococcus se han distinguido
por una adaptacion temprana a ambientes nutritivamente ricos. Son productores de
compuestos antimicrobianos que les permiten sobrevivir en comunidades microbianas
complejas (Sharmin et al., 2013; Khalaf et al., 2018). Tumebacillus es un género
recientemente descrito y localizado en el suelo y las raices, pero sus funciones en la
endosfera de las plantas son desconocidas (Wemheuer et al., 2017; Carper et al., 2020).
Un gran namero de endofitos pertenecian al género Bacillus promoviendo el crecimiento de
las plantas y proporcionando proteccién contra enfermedades y plagas vegetales. Las
especies de bacilos forman esporas y resisten condiciones desfavorables (Lopes et al.,
2018; Khan et al., 2020), por lo que han sido uno de los géneros de bacterias que mas

atencion ha recibido.

Por otro lado, algunas bacterias como Moraxella se han encontrado previa y Gnicamente en
la endosfera de las hojas de citricos, sin embargo, su papel todavia se desconoce (Munir
et al., 2020), mientras que otras especies como Maritalea y Gramella se han detectado en
entornos marinos o regiones costeras (Fukui et al., 2012; Tang et al., 2017), pero no habian
sido reportados en las plantas hasta ahora. Sobre Verrucomicrobium, hay pocos estudios
relacionados con el papel ecoldgico o sus adaptaciones a determinado nicho de acuerdo a
las interacciones microbio-planta, y un nimero muy pequefo de cepas estan disponibles
(Wertz et al., 2012; Navarrete et al., 2015; Biinger et al., 2020).

3.4.2. Metabolismo enriquecido de los endofitos encontrados en los cultivares de
cafa

Acorde al andlisis de funcionalidad que arrojo la actividad de 53 rutas metabdlicas, se
distinguié que las mas abundantes incluyen el metabolismo de carbohidratos, compuestos
aromaticos y metabolismo de acidos grasos; aminoacidos, folatos, biotina, vitamina B12 y
la biosintesis de novo de purinas; ademas de los asociados a la fermentacion, glicolisis,
ciclo de Calvin, procesos celulares y vias de sefializacion. Entre otras de las funciones estan

las relacionadas con la sintesis de clorofila, el metabolismo del corismato, la via de la N-
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acetilglucosamina, el proceso de desnitrificacion, la degradacion del azlcar, la produccién
de exopolisacéaridos, la degradacion de compuestos aromaticos y la produccion de
sideréforos como enterobactina y aerobactina, principalmente. Se observé que los perfiles
metabdlicos involucrados también varian dependiendo del tipo de cultivar de cafa de

azucar.

La prediccién metabdlica de las bacterias endofiticas presentes en los cultivares de cafia
indicé la existencia de rasgos de interés que podrian tener un efecto beneficioso sobre la
planta. Por ejemplo, el corismato se ha considerado como un "nodo metabdlico en accion”
(Dosselaere y Vanderleyden, 2001), ya que representa un importante punto de ramificacion
gue conecta el metabolismo primario y secundario en bacterias, hongos, arqueas y plantas
(Hubrich et al., 2021). El corismato esta implicado en la sintesis de ubiquinona,
menaquinona, sider6foros como la enterobactina, folatos y aminoacidos aromaticos; por
ejemplo, triptéfano, fenilalanina y tirosina. Otros derivados reportados recientemente a partir
del corismato son el antibiético estravidina, el inmunosupresor rapamicina, y los agentes
anticancerigenos como las antimicinas, y los terpenoides como el merosterol (Hubrich et
al., 2021). Haciendo énfasis en aquellos procesos donde se observdé mayor abundancia,
también destaca la sintesis de folatos, los cuales sirven como donantes y aceptores en
reacciones de transferencia de un carbono (Cl), y participan en la biosintesis de
aminoacidos, acidos nucleicos y vitamina B5 (Gorelova et al., 2017). En las plantas por
ejemplo, los folatos son importantes para la biosintesis de biomoléculas como la lignina, los
alcaloides y la clorofila (Jha et al., 2020). Otro de los procesos identificados fue el ciclo de
Calvin, el cual es utilizado por algunos endoéfitos encontrados en este trabajo, tales como
Rhodobacter, Herbaspirilum y Ralstonia (Gayathri et al., 2021). Endéfitos de este tipo
pueden ayudar a incrementar la fotosintesis en las plantas, al incrementar el secuestro de
CO., lo que podria verse reflejado en plantas con mejor salud y rendimiento (Harman et al.,
2021). También se ha reportado que especies pertenecientes al género Bacillus tienen la
capacidad de mejorar la integridad celular a nivel de estructura del cloroplasto y mitocondria,
fomentando el aumento en el contenido de clorofila, los parametros fotosintéticos y la

eficiencia en el uso del agua (Zhang et al., 2019).

Particularmente, uno de los procesos con mayor preponderancia fue el de la Glucosa 1
fosfato, esto podria indicar una alta actividad metabdlica por parte de los endodfitos

bacterianos presentes en los cultivares de cafia, siendo més notorio en el cultivar CP72-
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2086. En este contexto, es posible que la glucosa existente en el medio junto con otros
azucares ademas de ser la principal fuente de carbono usada por los enddfitos, también
actiuen como moléculas sefializadoras durante la interaccién endéfito-planta, que permiten
el mantenimiento de esta misma (Jang & Sheen, 1997; Ramoén et al., 2008; Rho et al.,
2018). Relacionado con lo anterior, en un estudio que implico el uso de dos cepas enddfitas
con caracteristicas PGP e inoculadas en un hospedero hald6fito, se observé que el
metabolismo de la glucosa 1 fosfato se incrementé considerablemente (Kataoka et al.,
2021). Los enddfitos tienen preferencia por los monosacaridos y oligosacéaridos, por lo que
el tipo de comunidades que se establezcan en la planta dependera de la capacidad
adaptativa de las vias metabdlicas de estas en favor del aprovechamiento de la fuente de
carbono (Gunina & Kuzyakov, 2015). Se ha observado que la aplicacion de endoéfitos en
forma de biofertilizantes puede estimular la microbiota nativa e intesificar la conversion de
los carbohidratos, segun las necesidades metabdlicas de los enddfitos (Macik et al., 2020).
Analisis en genomas bacterianos indican que los reguladores transcripcionales de la familia
Lacl se enriquecen durante la interaccion planta-endoéfito, lo que se asocia con un aumento
en el control de regulones, los cuales estan implicados en el metabolismo y transporte de
carbohidratos (Levy et al., 2018).

3.5 CONCLUSION

Este trabajo es el primer acercamiento en el estudio de endofitos bacterianos en variedades
mexicanas de cafia de azlUcar que actualmente son usadas para su cultivo y
comercializacion. La identificacibn de comunidades microbianas con caracteristicas
atractivas podria tener el potencial para ser usadas en el disefio de nuevas formulaciones
microbianas e implementarlas con fines biotecnolégicos. Una mayor comprension de la
interaccion planta-enddfito es vital para la introduccion viable de endéfitos clave con miras
a mejorar las condiciones y caracteristicas de los cultivos, o que podria resultar en un

aumento tangible de la salud y el rendimiento.

39



CAPITULO IV

CAPITULO IV

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

4.1. DISCUSION GENERAL

Gran parte de los estudios hechos sobre enddfitos en cultivos de importancia agronémica
estan centrados en conocer y describir aquellos encontrados en raiz, o en aislar y
caracterizar bacterias diazétrofas. Si bien es cierto que la raiz representa la principal
entrada de éstos, es necesario abordar otras secciones de la planta para saber como esta
selecciona o decide cuales comunidades endofiticas le aportan un beneficio o cémo los
endofitos colonizan y se adaptan a un nicho determinado. La denominacién de los endoéfitos
se ha hecho de acuerdo con el lugar, zona o tejido que alberga dentro de una planta, por
ejemplo, enddfitos radiculares, enddfitos de brotes, enddfitos foliares, etc. Un enddfito de la
raiz, aunque prevalece en la zona de la raiz, también puede existir en otras partes de la
planta o puede desencadenar impactos beneficiosos en la salud de la planta huésped en
lugares distantes de su nicho. Ejemplo de esto es que se ha encontrado que algunos
enddfitos foliares exclusivos, regulan la expresion génica del huésped afectando las
respuestas fisiologicas y las vias de defensa de ésta en todos los tejidos de la planta (Khare
et al., 2018). Cabe recalcar también que entre las variables que inciden de manera
importante sobre la composicién microbiana de endéfitos son el genotipo de la planta
huésped y las condiciones de estrés a la que se ve expuesta, sin embargo, el proceso de
transicion/adaptaciéon a una condicion determinada de estrés es ademas un factor a

considerar durante la formacion de las comunidades de enddéfitos (Walitang et al., 2018).

En Carica papaya se ha investigado poco sobre enddfitos. Hasta ahora, uno de los primeros
estudios acerca de enddfitos bacterianos que han empleado métodos de secuenciacion
masiva fue hecho a partir de semilla (Patil et al., 2021), mientras que otros estudios en este
mismo cultivo han consistido solamente en el aislamiento y secuenciacion parcial del 16S
de algunas cepas bacterianas de brotes in vitro, de mesocarpio del fruto y de hojas (Thomas
et al., 2007; Krishnan et al., 2012; Sarjono et al, 2020). De manera general, los analisis
hechos en savia de papaya en estado basal y en sequia mostraron que los grupos
taxonémicos predominantes fueron Gamaproteobacteria, Bacilli y Alphaproteobacteria,
destacando la presencia de enddfitos con propiedades beneficiosas sobre las plantas como
Sphingomonas, Halomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Bacillus y Pseudomonas,

por citar algunos. De manera similar Patil y colaboradores (2021) observaron que las
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principales clases que se encontraron en semilla fueron Betaproteobacteria, Bacilli y
Alphaproteobacteria, e hicieron énfasis en el género Bacillus debido a que se ha
demostrado que un gran nimero de especies de estas bacterias tienen una participacion
crucial durante las primeras etapas de desarrollo del hospedero y durante situaciones de

estrés.

De acuerdo a los tratamientos evaluados en savia, gran parte de las comunidades
endofiticas de los diferentes grupos taxondémicos identificados podrian tener una
contribucién positiva en la planta. Conforme avanzoé el tiempo de exposicion a la sequia, la
reduccion de la diversidad se asocié a una disbiosis notable, y aunque la actividad
microbiana pudo verse comprometida por este hecho, es posible que la simbiosis de los
grupos de endofitos aln presentes en savia de papaya podrian haber ayudado a disminuir
la distancia en el transporte de moléculas, lo que aumentaria la posibilidad y frecuencia del
envio de sefales, y por ende podria mejorar la respuesta al estrés impuesto, asi como
mantener o inducir la formaciéon de biomasa y/o conseguir una mayor eficiencia en el uso

del agua.

Por otra parte, en el caso de Saccharum officinarum los resultados de secuenciacion
evidenciaron que el tipo de cultivar repercute sobre la abundancia de las comunidades de
bacterias enddfitas en tallo, tratandose de plantas colectadas en campo. Las principales
comunidades microbianas encontradas para todos los cultivares pertenecen a los fila
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. De acuerdo a los perfiles de abundancia y
composicion de las comunidades microbianas observados, estos podrian influir en los
rasgos fisiol6gicos y adaptativos de los cultivares de cafa analizados, ya que MEX69-290
y CP72-2086 (cultivares mas productivos) fueron las que tuvieron una mayor abundancia
de enddfitos con atributos deseables, y mostraron una mayor actividad en el metabolismo
de éstos. La mayoria de los estudios en cafia al igual que los hechos en otros cultivos, se
han remitido al aislamiento e inoculacion de cepas ya conocidas. Sin embargo, el interés
por ahondar en este rubro ha incrementado y para ello, se han implementado nuevas
estrategias de secuenciacion, las cuales han permitido discernir una parte de la vasta
diversidad de bacterias endéfitas que aun se encuentran sin explotar, y que da pauta a
continuar con la busqueda de nuevos prospectos. Por ejemplo, Souza y colaboradores
(2016) exploraron las comunidades microbianas de bacterias y hongos en el cultivar

brasilefio SP80-3280, no obstante, el enfoque estuvo dirigido a aquellas asociadas a los
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procesos de fermentacion. Parte de los datos arrojaron que los miembros de las familias
Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae son los colonizadores preferenciales de tallos y
hojas. Hasta ahora, existen otros trabajos siguiendo la misma perspectiva, en la que se
contempla la busqueda de bacterias descomponedoras con miras a ser usadas en la
produccién de bioenergia (Weiss et al., 2021). Otros trabajos se han enfocado en
profundizar sobre la estructura microbiana de la filésfera (Khoiri et al., 2021), asi como el
impacto del manejo agricola sobre el cultivo (Teheran-Sierra et al., 2021). Finalmente,
dichos estudios en el microbioma de distintos cultivares de cafia demuestran que la
diversidad de bacterias endoéfitas sigue siendo desconocida o indeterminada, lo que

representa un recurso biotecnolégico valioso.

En cuanto a la caracterizaciéon a nivel funcional que se realiz6, muchas de las rutas
enriquecidas estuvieron relacionadas con procesos biolégicos comunes y componentes
estructurales, sin embargo, el perfilado metabdlico también indic6 una considerable
abundancia de posibles genes involucrados en rutas del metabolismo secundario que
podrian repercutir positivamente en el huésped, tales como el ciclo de Calvin, el
metabolismo de la glucosa, de la clorofila, del corismato, entre otros, en el que algunos de
los cambios y diferencias observados podrian deberse al cultivar per se. El uso de Picrust2
como método de inferencia resulté muy Util ya que a través de las composiciones
taxonémicas permitié discernir una aproximacion del comportamiento endofitico de los

cultivares.

Resulta esencial comprender a los endoéfitos asociados en un cultivo particular, las
condiciones de crecimiento a nivel ambiental o microambiental para su establecimiento
exitoso en el sistema fisiolégico de los huéspedes vegetales y su rol en la promocién del
crecimiento de las plantas, en el control de enfermedades y su capacidad para producir
metabolitos bioactivos. El objetivo a perseguir de las investigaciones de este tipo en el
sector agricola es identificar posibles endéfitos que no solo puedan adaptarse a un cultivo
en particular, sino que también tengan la habilidad para prosperar adecuadamente en otros

tipos de cultivos o bien, se adecuen a diversas condiciones climaticas.

En su conjunto, los enfoques metabdlicos y metagendémicos pueden revelar puntos de
comunicacion y respuesta criticos entre la planta huésped y las comunidades enddfitas (Xia

et al., 2022). Aunque se tienen en cuenta los beneficios de los endodfitos en las plantas es
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importante sefialar que muchos de ellos no se han aislado e identificados, no se tienen
disponibles bases de datos exhaustivas sobre endéfitos y sus metabolitos, no se conoce a
precision los mecanismos moleculares que se da en la interaccion enddfito-planta y
finalmente, falta un mayor entendimiento en el manejo de los efectos de los endoéfitos a nivel
de campo, por lo que es necesario aumentar la bioprospeccién de los enddfitos y sus
metabolitos a nivel multidmico como parte de una investigacién holistica y prometedora.
Ademas, resulta interesante descubrir entre sus mecanismos de interaccion cuéles son las
estrategias que emplean las plantas para distinguir y seleccionar a los endéfitos
beneficiosos de los que no lo son. En este contexto, se ha hecho la sugerencia que plantea
un sistema inmunitario innato de la planta, el cual podria reclutar o permitir la entrada a los
tejidos vegetales y descifrar los mecanismos de como los endéfitos prosperan dentro de la
planta huésped (Fessel & Zuccaro, 2016; Uroz et al., 2019; Xia et al., 2022).

Este es el primer estudio que emplea tecnologias de secuenciacion masiva para elucidar la
composicion de enddfitos en savia de Carica papaya, asi también representa el primer
acercamiento sobre la estructura y caracterizacion funcional de las comunidades bacterias
endofiticas de cultivares de Saccharum officinarum comercializados en el pais. Cabe
mencionar que estos trabajos podrian ser Utiles para entender la naturaleza de las bacterias
endofitas que residen dentro de las plantas modelo usadas aqui, ya que pueden servir como
un indicador de la medida adaptativa para incorporar rasgos deseables en las variedades
cultivadas de cafia, papaya u otras especies vegetales. Asi como hacer bioprospeccién en
estos cultivos resulta promisorio para el desarrollo de bioformulaciones a base de enddfitos

determinados o consorcios de éstos en un futuro inmediato.

4.2. CONCLUSIONES GENERALES

En el presente estudio se analizaron dos cultivos de importancia agronémica y comercial
en el pais. Bajo dos escenarios distintos se evalué la diversidad de enddfitos, la
composicion y su posible rol. En el primer escenario se determinaron los cambios que sufren
las comunidades bacterianas de endofitos en Carica papaya bajo estrés por sequia,
evidenciando una disbiosis como consecuencia. No obstante, resulté interesante observar
las diferencias entre las especies de enddfitos presentes en savia segun el grado de
exposicion a sequia, asi como la funcién que cumplen en el hospedero, encontrando que

gran parte de las comunidades microbianas podrian proveer de beneficios a la planta. En
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el caso de cafia de azlcar, se constaté principalmente que la abundancia de enddfitos esta
en funcion del tipo de cultivar, y que aquellos cultivares con las mejores caracteristicas por
mejoramiento genético convencional poseen una mayor abundancia en la totalidad de los
endofitos bacterianos determinados, pero sobre todo de los endéfitos con propiedades
benéficas, por lo que se especula que parte del desempefio de los cultivares de cafia

mejorados también se deba a las comunidades de endéfitos que albergan.

En Carica papaya se distinguieron especies de endoéfitos que no habian sido reportados
con anterioridad en plantas, tales fueron las bacterias pertenecientes a los géneros
Aquabacterium, Blastococus y Gaiella. Por otra parte, en Saccharum officinarum, los
géneros Kocuria y Tumebacillus, aunque ya habian sido identificados en algunas otras
especies vegetales, este es la primera vez que se identificé en cafia de azucar, no obstante,
para todos estos nuevos grupos bacterianos, el papel que tienen en su hospedero auin
resulta desconocido. De esta manera, indagar sobre el posible rol de estos enddfitos

novedosos es de particular atencion.

Este estudio representa el primer acercamiento de la microbiota endofitica de las principales
variedades de cafia de azUcar y papaya que se cultivan en México. La identificacion de
bacterias con influencia positiva en estos cultivos es pauta para adentrarse en su estudio,
especialmente con el fin de aprovecharlas como potencial alternativa en forma de
biofertilizante, asi también, este trabajo contribuye como base en el entendimiento de su

interaccion.

4.3. PERSPECTIVAS

La descripcion de los endéfitos encontrados en Carica papaya y cultivares de Saccharum
officinarum puede ayudar a la seleccién de candidatos bacterianos Utiles para la obtencién
de nuevas bioformulaciones. De acuerdo a estudios en el area, la contribucion de los
enddfitos como fertilizantes biolégicos es altamente favorable debido a sus propiedades y

su aclimatacion metabdlica en la planta huésped.

Asi también, se sugiere realizar un estudio holistico que implique el uso de otros enfoques
del tipo multiomico para profundizar en la caracterizacion de las redes metabdlicas de la

microbiota enddfita y su impacto sobre el metabolismo de la planta huésped (y viceversa),
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sobre todo de las comunidades microbianas que estan expuestas a tensiones abibticas o
en la que la planta o cultivo posee una cualidad atractiva como ser altamente productivo o

ser tolerante a una condicion dada.
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