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RESUMEN

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una de las fuentes de energia mas importantes en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Durante los Gltimos afios su produccion esta siendo afectada debido a
condiciones ambientales extremas. Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) son un tipo
de bacteria que colonizan las raices y establecen una relaciéon simbiética con la planta, favoreciendo su
crecimiento y resistencia ain bajo condiciones de estrés abidtico. En el presente estudio se caracterizaron 124
aislados bacterianos procedentes de plantas de yuca M. esculenta, de los cuales se identificaron 26
rizobacterias aisladas en plantas sometidas a estrés por déficit hidrico por un periodo de 20 dias. Los andlisis
de abundancia mostraron que los géneros que mas predominan fueron: Bacillus, Achromobacter,
Pseudomonas, Sphingomonas y Streptomyces. Estos resultados son importantes para conocer las
comunidades bacterianas asociadas al cultivo de yuca y su relacién con la respuesta de las plantas sometidas
a condiciones de estrés abidtico.

Palabras clave: Manihot esculenta; yuca; PGPR; Rizobacterias; déficit hidrico.



CHARACTERIZATION OF BACTERIA ASSOCIATED TO THE CURL OF YUCA PLANTS (Manihot
esculenta Crantz) STRESSED SUBJECTS FOR WATER DEFICIT.

ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the most important energy sources in the tropical and
subtropical regions of the world. During the last years, its production has resulted in extreme environmental
conditions. Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) are a type of bacteria that colonize the roots and a
symbolic relationship with the plant, favoring their growth and resistance even in conditions of abiotic stress.
In the present study, 124 bacterial components of cassava plants M. esculenta are characterized, of which 26
rhizobacteria are identified in plants over a period of 20 days. The analyzes of the abundance of the most
predominant genera are: Bacillus, Achromobacter, Pseudomonas, Sphingomonas and Streptomyces. These
results are important for bacterial communities such as cassava cultivation and its relationship with the
response of plants to abiotic stress conditions.

Keywords: Manihot esculenta; cassava; PGPR; Rhizobacteria; water deficit.
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1. INTRODUCCION

La yuca (M. esculenta Crantz), es una de las fuentes de energias mas importantes en el mundo [1],
especialmente en paises tropicales y subtropicales de Africa, Asia y América Latina [2], [3]. Ademas, es
considerada el cuarto producto béasico mas importante después del arroz, el trigo y el maiz,
convirtiéndose en un alimento fundamental en la dieta de miles de personas en el mundo [3]. Este
cultivo presenta alto rendimiento en comparacion a otros cultivos de importancia econémica, cuya
produccion puede estar afectada por condiciones ambientales adversas [4], estableciéndolo como un
cultivo elite para la seguridad alimentaria [5].

El cultivo de la yuca presenta una gran adaptacion a diferentes ambientes [1]. Entre los factores que
afectan este cultivo, el déficit hidrico y la salinidad son los que causan pérdidas de alrededor de un 80%
en produccion [6], [7]. A nivel fisiolégico el estrés por déficit hidrico afecta el cultivo de yuca
disminuyendo la disponibilidad y transporte de nutrientes solubles como: nitrato, sulfato, Ca, Mg y Si
[8]-[10], la produccion de biomasa, nodulacién y reduccidn en el desarrollo vegetativo [11]. Para mitigar
el efecto a causa de la sequia en este cultivo, en los Ultimos afios se han evaluado con base a
parametros fisioldgicos, diferentes variedades de yuca que logran desarrollarse en ambientes extremos,
lo que ha permitido establecer cultivares elite con gran capacidad de tolerar el déficit hidrico [4]. Estas
variedades pueden modificar mecanismos fisiolégicos como: retraso en el tiempo de floracion,
reduccion de la tasa de transpiracion, aumento de metabolitos primarios, secundarios, sistemas
radiculares, regulacion del desarrollo vegetativo mediado por hormonas y ajuste osmético [12], [13]. Sin
embargo, no se han podido implementar estas variedades en los programas de mejora en Colombia
[14].

Ademas del desarrollo de variedades resistentes a ambientes extremos, en la naturaleza existen
microorganismos que habitan la rizosfera y que pueden afectar positivamente a las plantas aun en
condiciones de estrés abidtico [15]. Estos microorganismos pueden ser, entre otros, bacterias que
tienen la capacidad de colonizar activamente el sistema radicular para favorecer y/o mejorar el
crecimiento y el rendimiento de las plantas en los cultivos, incluso bajo condiciones de estrés abiotico
[15]. Estas bacterias son conocidas como rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (del inglés
Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR), que pueden formar comunidades ecoldgicas complejas
para aumentar la productividad de cultivos, puesto que son capaces de mejorar el crecimiento de las
plantas a través de uno o mas mecanismos [15]-[17]. En este sentido, las rizobacterias pueden
beneficiar a las plantas incrementando la disponibilidad de nutrientes, crecimiento, nutricién, fijacién de
nitrégeno atmosférico, solubilizaciéon de fésforo, producciéon de sider6foros, produccién de enzimas
como ACC-desaminasa, quitinasa y glucanasa [16], [17]. Ademas, pueden generar estimulos quimicos
gue confieren tolerancia al estrés abidtico, por ejemplo, la fitoestimulacién por la produccién de
hormonas como; acido indol 3- acético (IAA) [18], acido abscisico (ABA), acido giberélico y citocinas
gue aumenta la biomasa de la planta e incrementa la elongacion de la raiz [9]. Por lo tanto, las PGPR
pueden trascender la barrera de la endodermis, cruzando desde la corteza de la raiz al sistema
vascular, y posteriormente prosperan como enddfitos en tallos, hojas, tubérculos y otros 6rganos [19]-
[21]. La extension de la colonizaciéon endofitica de los érganos y tejidos de la planta huésped refleja la
capacidad de la PGPR para adaptarse selectivamente a estos nichos ecolégicos especificos [22].
Estudios previos, han mostrado que algunos géneros como: Achromobacter [9], [23], Arthrobacter [24] y
Azotobacter [25] estimulan mecanismos de respuesta para tolerar la sequia y predominan
principlamente en el cultivo de Solanaceas. Otros estudios han mostrado que en trigo abundan los
géneros Azospirillum [26], Klebsiella [27] y Pantoea [28], Enterobacter y Burkholderia en maiz [29],
Streptomyces en sorgo [30], Microbacterium en pimiento [31], Serratia en pepino [32], Rhizobium [33] y
Bacillus en Platycladus orientali [34], Pseudomonas [35] y Paenibacillus en especies modelo como;
Arabidopsis thaliana [36].

Por otra parte, analisis metagenémicos en suelo bajo condiciones de estrés por déficit hidrico han
mostrado cambios significativos en la diversidad y abundancia relativa de algunos grupos taxonémicos
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[30]. Estudios recientes, han mostrado que algunos microorganismos Gram positivos y Gram negativos
del suelo bajo condiciones de estrés abidtico, presentan mayor abundancia de los filos Proteobacterias,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes [37], [38], Firmicutes y Actinobacteria [39]-[42]. Asimismo, nuevas
investigaciones a partir de la amplificacion del gen conservado 16S han mostrado que el cultivo de yuca
esta enriquecido con rizobacterias que tienen funciones especificas en el suelo [43]. En este sentido, el
presente estudio buscé caracterizar las comunidades bacterianas asociadas a plantas de yuca (M.
esculenta) del cultivar MCOL1734 sometidas a estrés por déficit hidrico, para identificar especies de
rizobacterias relacionadas con la resistencia al estrés abiético e implementar nuevas estrategias en
programas de mejora para aumentar su tolerancia en cultivos de importancia econémica.

2. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y ensayo de estrés por déficit hidrico en yuca Manihot esculenta.

Plantas de yuca (M. esculenta), cultivar MCOL1734 proporcionadas por el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) Palmira-Colombia, de cuatro semanas de crecimiento en condiciones de
invernadero (28 °C, 12 Luz/Oscuridad), fueron colectadas entre noviembre y diciembre del afio 2018,
para evaluar el efecto a estrés por déficit hidrico. Un total de seis plantas fueron privadas de riego por
un periodo de 20 dias y cinco plantas permanecieron con riego continuo como control.

Aislamiento y purificacion de rizobacterias asociadas al cultivo de yuca.

Para el aislamiento y purificacion de rizobacterias asociadas al cultivo de yuca, muestras de la raiz
principal y raices adventicias fueron colectadas al inicio (TO) y final (T20) del tratamiento. 10 g de tejido
de raiz fue empleado para realizar diluciones 1/10 en solucién tween 80 al 0,1 %. Posterior, se realizo
diluciones seriadas en agua peptonada hasta obtener una dilucién final a 10* g/mL. De cada dilucién
fueron sembrados 0,1 mL en agar nutritivo (SCHARLAU) a 37 °C durante 24 horas [44]. Después del
tiempo de incubacién, 6 colonias diferenciales fueron seleccionadas de la dilucién 10™ g/mL siendo
purificadas en agar nutritivo (SCHARLAU) y transferidas a agar king B (MERCK), ashby (HIMEDIA),
manitol (BD) y EMB (CRITERION) a 37 °C durante 24 horas.

Identificacion macroscépicay microscOpica de rizobacterias.

Para el estudio macroscopico se observaron caracteristicas de crecimiento de cada una de las colonias
purificadas en los diferentes medios de cultivo. Teniendo en cuenta forma, elevacion, margen, textura,
color y produccion de pigmentos difusibles al medio [45]. La observacién microscépica se realiz6 por
tincion de Gram segun Rodriguez y Arenas (2018) [46], evaluando criterios como: forma, coloracién de
Gram y presencia de esporas.

Caracterizacion bioquimica de rizobacterias.

La identificacién bioquimica se realizd6 segin el método descrito por Bergey et al.,(2005) [45], para
pruebas primarias: catalasa (JGB), oxidasa (BIOMERIEUX) y TSI (OXOID). Para la identificacion
bioquimica de bacterias Gram positivas y Gram negativas se empleé un kit de diagnéstico rapido BD
BBL CrystalTM y una prueba automatizada (VITEK ®2), respectivamente.

Amplificacion y secuenciacion del gen ARNr 16S.

La identificacion molecular de 41 cepas bacterianas se les realizé a partir de la amplificacién de la
region conservada de ARNr 16S, empleando los cebadores wuniversales Ul 5'-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3', y U2 5-ATCGG (C / T) TACCTTGTTACGACTTC-3' que amplifican
un fragmento de 900 pb [47]. Las colonias purificadas en agar nutritivo fueron suspendidas en 10 pL de
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H,O y sometidas a un choque de temperatura de -20 °C durante 5 min. La reaccion de PCR se realiz
en un volumen final de 25 pL, conteniendo 1X buffer B, 0,2 uM de los cebadores, 1,5 mM de MgCl,, 0,2
mM dNTPs, 0.05 U/uL Tag ADN polimerasa (Solis Byodine) [48], como control negativo se empleé H,O
en cada una de las reacciones. La amplificacion por PCR se realizd en el sistema (Bio-Rad Ptc-100
Peltier Thermal Cycler 96 Well), con un programa que consistié en una desnaturalizacion inicial a 95 °C
por 5 min (1 ciclo), seguido por 1 ciclo de desnaturalizacién a 95 °C por 30 s, alineacién a 55 °C por 30
s y extension por 2 min a 72 °C (30 ciclos) y una extension final a 72 °C por 10 min. El producto de
amplificacion fue visualizado en geles de agarosa al 1 % tefiido con GelRed (Thomas Scientific). La
purificacion de los productos de PCR se realizé con el Kit de purificacion (GE Healthcare). Los
productos fueron verificados en geles de agarosa al 1%. Posteriormente, 20 pyL del producto purificado
fue enviado a MAGROGEN (Corea del Sur) para su secuenciacién con el cebador universal Ul. Las
secuencias obtenidas fueron editadas por el programa Bioedit [49] y confirmandolas con las bases de
datos SegMatch de la base de datos Ribosomal Database Project (RDP) [50] y DNA Data Bank of
Japan (DDJB) [51].

Para el andlisis filogenético se realizé un alineamiento multiple con el programa Geneious Pro 4.8.5
[52]. utilizando el algoritmo MUSCLE [53]. El arbol filogenético se construy6 con el programa MEGAX
[54]-[56] mediante al algoritmo Neighbor-Joining [54].

Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos de especies bacterianas fueron analizados en un diagrama de Venn mediante el
complemento Jvenn [57].

3. RESULTADOS
Aislamiento e identificacion de rizobacterias asociadas a la raiz de yuca (M. esculenta).

Un total de 124 cepas bacterianas fueron aisladas de raices de yuca, 42 aislamientos procedentes de
plantas control corresponden a bacterias Gram positivas (Tabla 1). De las cuales ocho y 38
reaccionaron positivo a la prueba de oxidasa y catalasa, respectivamente. El analisis bioquimico por
(CrystaITM) mostré un total de 13 rizobacterias pertenecientes a los géneros: Micrococcus,
Corynebacterium, Bacillus y Oerskovia. Por otra parte, la identificacién mediante la prueba de (VITEK
®2) para bacterias Gram negativas mostrd un total de 11 rizobacterias que pertenecen a los géneros:
Pseudomonas, Achromobacter, Sphingomonas y Rhizobium.

En contraste, nueve bacterias identificadas como Gram positivas bajo condiciones de estrés hidrico,
reaccionaron positivo a la prueba de catalasa (Tabla 2). Por otra parte, 26 aislamientos procedentes de
plantas sometidas a estrés por déficit hidrico fueron identificados como bacterias Gram negativas (Tabla
2), dentro de estas 22 y 19 cepas reaccionaron positivo a la prueba de oxidasa y catalasa,
respectivamente. Analisis de bacterias Gram negativas a partir de la prueba bioquimica (VITEK ®2)
indic6 un total de 20 rizobacterias identificadas, pertenecientes a los géneros: Pseudomonas,
Ochrobactrum, Sphingomonas y Rhizobium.
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2| 2 ©
35| 3¢ b -
g g é é § Observacion microscépica é % z (zzzu:gﬂrailgg) Vitek ° Crystal
SR S © olo
= z
* 1 + Cocos (estafilococos) + | + N.A N.A Micrococcus luteus
E 4 2 - Bacilos - + K/IA Pantoea vagans N.A N.A
S 3 - Bacilos + | + KIK Cupriavidus gilardii N.A N.A
O 4 + Bacilos - - Clostridium bifermentans N.A N.A
7 + Bacilos - - Clostridium bifermentans N.A N.A
s 8 + Bacilos - + N.A N.A Corynebacterium aquaticum
.‘C: o~ 9 + Bacilos - - Clostridium bifermentans N.A N.A
8 ¥ 10 - Bacilo + + KIK Achromobacter xylosoxidans Pseudomonas fluorescens N.A
subsp. null
12 + Cocos (diplococos) + No identificada No identificada No identificada
13 + Bacilos con esporas central + No identificada No identificada No identificada
. Corynebacterium
] 14 * Bacilos S N.A N-A pseud{)diphtheriticum
‘E 2 15 + Bacilos con esporas central + No identificada No identificada No identificada
8 16 - Bacilos + + K/IK N.A Pseudomonas mendocina N.A
17 + Bacilos con esporas central + No identificada No identificada No identificada
18 + Bacilos con esporas central + No identificada No identificada No identificada
19 + Bacilos con esporas central + + Bacillus subtilis N.A N.A
° 21 + Bacilos con esporas central + + Bacillus mojavensis N.A N.A
‘g’ z 22 - Bacilos + + K/K Pseudomonas monteilii N.A N.A
O 23 + Bacilos con esporas central + + N.A N.A Bacillus subtilis
24 + Bacilos con esporas central + No identificada No identificada No identificada
25 + Bacilos - + Exiguobacterium sp. N.A N.A
26 + Cocos y diplococos - No identificada No identificada No identificada
° 27 + Cocos y diplococos + No identificada No identificada No identificada
’g 3 28 - Bacilos + | + | KK Achromobacter spanius N.A N.A
o 29 - Bacilos + + K/K Achromobacter spanius N.A N.A
30 + Bacilos con espora central + + Bacillus subt»ﬂ»ls Subsp. N.A N.A
Subtilis
o 31 + Bacilos - + Bacillus firmus N.A N.A
= 32 - Bacilos - + K/IA Pantoea sp Pseudomonas putida N.A
g - 33 - Bacilos + | + K/K N.A Pseudomonas putida N.A
g * 34 + Bacilos con esporas central + | + Bacillus mojavensis N.A N.A
E 35 - Bacilos + + K/K Pseudomonas putida Pseudomonas putida N.A
36 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
ko) 37 + Streptomices + No identificada No identificada No identificada
3 ~ 38 - Bacilos (diplobacilos) + | + | KK N.A Achromobacter xylosoxidans N.A
Ex 39 + Bacilos -1+ N.A N.A Corynebacterium jeikeium
8 40 + Bacilos con esporas central + | + N.A N.A Bacillus subtilis
= 41 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
43 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
k) 44 + Bacilos - + N.A N.A Corynebacterium genitalium
E 45 + Bacilos - + N.A N.A Corynebacterium aquaticum
% 2 46 - Bacilos + + K/K N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
I 47 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
- 4 | - Bacilos |+ | r ;:ﬁgg%@;gzz N.A NA
49 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
2 5o | + | Bacio con espora centraly + No identificada No identificada No identificada
@
% N 51 + Bacilos -]+ Bacillus licheniformis N.A N.A
= 52 + Bacilos con espora central + + N.A N.A Bacillus sphaericus
= 53 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
54 + Bacilos - + N.A N.A Corynebacterium aquaticum
k) 55 - Bacilos + + K/K N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
S 57 + Bacilos con espora central + No identificada No identificada No identificada
g g 58 + Bacilos -]+ N.A N.A Corynebacterium aquaticum
© 59 + Cocos + No identificada No identificada No identificada
= 60 - Bacilos + | + K/K Pseudomonas putida Sphingomonas paucimobilis N.A
61 - Bacilos + | + KIK N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
g 62 + Bacilos + Bacillus firmus N.A N.A
2 63 + Bacilos - + N.A N.A Corynebacterium aquaticum
% I+ 64 - Bacilos + + K/K N.A Rhizobium radiobacter N.A
g 65 - Bacilos + + | kk® Pseudomonas stutzeri N.A N.A
66 + Bacilos - + N.A N.A Oerskovia species

a TSI K/K con crecimiento.
b Valor de probabilidad mayor al 90%.
N.A: No Aplica (no se realizé identificacion)
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o] )
EE ; g £ b ' 2 g 5 Secuenciacion itek ® |
£ E g% 5 Observaciones g % 2 (gen ARN 16S) Vite Crystal
o® S5O O]l o
=l z
67 - Bacilos + + K/IK Achromobacter sp Rhizobium radiobacter N.A
;‘ 68 - Bacilos - + K/IK Pantoea sp Sphingomonas paucimobilis N.A
3 69 Bacilos - + K/IA Pantoea sp Sphingomonas paucimobilis N.A
E 70 - Bacilos - + K/K N.A Cronobacter sakazakii N.A
8 71 - Bacilos - + K/K Pantoea sp. N.A N.A
72 - Cocobacilos (diplobacilos) + + | KIK? N.A Rhizobium radiobacter N.A
73 - Bacilos + + | K/IK* | Pseudomonas plecoglossicida Pluralibacter gergoviae N.A
g 74 - Bacilos (diplobacilos) - + | KIK? N.A Serratia marcescens N.A
° 75 - Cocobacilos (diplobacilos) + K/IK No identificada No identificada No identificada
= ) Corynebacterium
E i * Bacilos Lt N-A N-A pseud):)diphtheriticum
78 - bacilos + + | K/K? N.A Pseudomona putida N.A
79 + Cocobacilos + |+ Bacillus subtilis N.A N.A
: 80 - Bacilos cortos - + KIK N.A Kleb5|ella0§2(eeﬁ;neomae ssp N.A
35 81 - Bacilos + | + KIK N.A Pseudomonas stutzeri N.A
g 82 | - (egtfec&gzg'c?lzs) + |+ | kK No identificada No identificada No identificada
83 - Cocos (estreptococos) + K/IK? No identificada No identificada No identificada
84 - Bacilos + + K/K N.A Pseudomonas stutzeri N.A
85 - Cocobacilos + + | KIK? Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter baumannii N.A
; 86 - Cocobacilos (diplobacilos) + + | KIK? N.A Rhizobium radiobacter N.A
5 87 - Bacilos - + | KIK? Pantoea dispersa Achromobacter xylosoxidans N.A
‘E 88 - Cocobacilos (diplobacilos) + K/IK No identificada No identificada No identificada
8 89 - Cocos (diplococos) - + K/IK Pantoea agglomerans Sphingomonas paucimobilis N.A
90 + Bacilos + + Bacillus subtilis N.A N.A
91 - Cocobacilos (diplobacilos) + + | KIK? N.A Rhizobium radiobacter N.A
i’ 92 - Bacilos + + K/IK N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
3 93 + Bacilos - + N.A N.A Corynebacterium aquaticum
‘E 94 + Cocos - + Arthrobacter ureafaciens N.A N.A
8 95 - Cocobacilos (diplobacilos) - + K/IK N.A Buttiauxella agrestis N.A
96 - Bacilos + + K/K N.A Aeromonas salmonicida N.A
97 Bacilos + + K/IK N.A Pseudomona putida N.A
g 98 - Bacilos + + K/IK N.A Pseudomona putida N.A
-E “ 99 + Cocobacilos (diplobacilos) - + Arthrobacter ureafaciens N.A N.A
g * 100 - Cocobacilos (diplobacilos) - K/IK No identificada No identificada No identificada
E 101 - Cocos (diplococos) + K/IK No identificada No identificada No identificada
102 - Bacilos (diplobacilos) - K/K No identificada No identificada No identificada
103 - Cocobacilos (diplobacilos) + K/IK No identificada No identificada No identificada
g 104 + Cocos - + Brachybacterium rhamnosum N.A N.A
-E ~ 105 + Diplobacilos - + Streptomyces aureus N.A N.A
g * 106 - Bacilos + | + KIK N.A Pseudomonas putida N.A
E 107 + Cocos (diplobacilos) - + Streptomyces paucisporeus N.A N.A
108 Cocobacilos (diplobacilos) + + K/K Pseudomonas Pseudoalcaligenes Pseudomonas mendocina N.A
109 - Cocobacilos + + KIK No identificada No identificada No identificada
g 110 - Cocos + + N.A Ochrobactrum anthropi N.A
-E 1) 111 - Bacilos + + K/IK N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
g * 112 + Bacilos - + No identificada No identificada No identificada
E 113 - Cocos (diplococos) + + K/IK N.A Rhizobium radiobacter N.A
114 + Cocos (diplococos) - + Arthrobacter ramosus N.A N.A
115 + Bacilos - + Streptomyces viridodiastaticus N.A N.A
% 116 + Bacilos - + Streptomyces albogriseolus N.A N.A
-E < 117 Bacilos + + K/IK N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
g * 118 + Cocobacilos (diplobacilos) - + N.A Pseudomonas stutzeri N.A
E 119 Filamentos + - KIK N.A Pseudomonas stutzeri N.A
120 - Cocobacilos (diplobacilos) + K/K? No identificada No identificada No identificada
o 121 - Bacilos + + | KIK® N.A Pseudomonas putida N.A
;:: 122 - Cocos (diplococos) - + K/IK N.A Rhizobium radiobacter N.A
E o | 123 - Bacilos + |+ | KIK? N.A Pseudomonas putida N.A
@ 125 - Cocobacilos (diplobacilos) + + | KIK? N.A Rhizobium radiobacter N.A
— 126 - Bacilos + + K/K N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
127 - Bacilos + + K/IK N.A Pseudomonas putida N.A
g 128 - Bacilos + + K/IK N.A Pseudomonas luteola N.A
-E © 129 - Cocobacilos (diplobacilos) - + K/IK N.A Rhizobium radiobacter N.A
g * 130 - Bacilos + + K/IK N.A Sphingomonas paucimobilis N.A
E 131 - Cocobacilos (diplobacilos) + + K/IK N.A Rhizobium radiobacter N.A
132 - Cocobacilos (diplobacilos) + K/IK No identificada No identificada No identificada

a TSI K/K con crecimiento.
b Valor de probabilidad mayor al 90%.
N.A: No Aplica (no se realizé identificacion)

Comparacion macroscoépica de rizobacterias.
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Entre todas las rizobacterias identificadas, procedentes de plantas sometidas a estrés hidrico y control.

Pseudomonas putida, Rhizobium

radiobacter,

Bacillus subtilis y Corynebacterium aquaticum,

presentaron diferencias macroscépicas cuando fueron sembradas en medios selectivos como; ashby,
king B, manitol y EMB (Tabla 3). Pseudomonas putida, Bacillus subtilis y Corynebacterium aquaticum
tuvieron la capacidad de crecer y adaptarse en todos los medios selectivos en condiciones de sequia,
mostrando su potencial en sintetizar los compuestos especificos de cada medio. Por otra parte,
Rhizobium radiobacter no crecié en agar manitol.

Tabla 3. Comparacion macroscopica de bacterias asociadas a la raiz de yuca (M. escuelenta) cultivar
MCOL1734. Morfologia de rizobacterias sembradas en: agar nutritivo, ashby, king B, manitol y EMB.

NGmero Agar Agar Agar . Agar Secuenciacién s a
de colonia Nutritivo Ashby King B Agar Manitol EMB (gen ARNr 16S) Vitek Crystal
35 G ) \ No creci6 la Pseudomonas Pseudomonas
L v colonia en N N N.A
(T0) | ‘ : : ’, este medio putida putida
— e
98 : . \ - ’ NA Pseudomonas NA
(T20) d ” - putida :
— \\ — —
64 { Rhizobium
(T0) ’ ' g N-A radiobacter NA
‘ ‘ .\ |
No crecio la -
e colonia en N.A Rhizobium N.A
(120) b - este medio radiobacter
s y
19 \ No crecié la
(10) B g colonia en Bacillus subtilis N.A N.A
5 este medio
" X > ¥
(T7290) ’ ) g Bacillus subtilis N.A N.A
— 2
No creci6 la .
58 ( colonia en NA NA Corynebgctenum
T u este medio aquaticum
< y
y } Corynebacterium
(T9230) . \ N.A N.A aguaticum
S 3 a

a Valor de probabilidad mayor al 90%.
N.A: No Aplica (no se realizé identificacion)

Diversidad y abundancia de comunidades microbianas.
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La diversidad de las bacterias identificadas al inicio y final del tratamiento fue evaluada a partir de un
diagrama de Venn. De las 48 especies identificadas, solo cuatro especies Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Sphingomonas paucimobilis y Rhizobium radiobacter fueron caracterizadas en
los grupos de tratamiento (T0), control y tratamiento (T20). Estas especies son comunes en suelos
aridos y semiaridos, contribuyendo al desarrollo vegetativo y reproductivo de cultivos de ciclo corto [18],
[33], [58], [59].

En contraste, las especies Streptomyces paucisporeus, Brachybacterium rhamnosum, Streptomyces
albogriseolus, Streptomyces viridodiastaticus, Pseudomonas luteola, Ochrobactrum anthropi,
Streptomyces aureus, Pseudomonas pseudoalcaligenes y Arthrobacter ramosus, corresponden a un
grupo de nueve rizobacterias aisladas de plantas sometidas a estrés hidrico (Figura 1). La mayoria de
estas especies han sido reportadas como PGPR, que influyen en el crecimiento y desarrollo de la planta
através de la activacion de rutas metabdlicas e interacciones con microorganismos[60]-[62].

Tratamiento Control
(TO) (T20)

Tratamiento
1 (T20)

Control
(T0)

Figura 1. Diagrama de Venn de especies bacterianas aisladas de raices laterales y adventicias de
plantas de yuca M. esculenta, cultivar MCOL1734 de cuatro semanas al inico (TO) y al final de
tratamiento (T20). Los valores se presentan como nimero absoluto de aislamientos por condicién [48],
[57].

Loa andlisis de abundancia relativa, mostraron un total de 23 géneros de los cuales 30 aislados fueron
no identificados (otros). Dentro de los géneros encontrados asociados a la raiz de yuca en plantas
control (TO) y sometidas a estrés hidrico (T20) predominé el género Pseudomonas (Figura 2). Al inicio
del tratamiento se observé abundancia de los géneros; Bacillus (15 %), Achromobacter (11 %),
Clostridium (11 %) y Pseudomonas (11 %) en plantas control. A diferencia, al final del tratamiento
fueron identificados otros géneros de importancia ambiental como: Pseudomonas (28 %).
Sphingomonas (14 %) y Streptomyces (11 %) (Figura 2). Estos géneros estan implicados en la
produccion de la hormona IAA involucrada en el crecimiento y desarrollo vegetativo, procesos
fisiolégicos que incluyen alargamiento, division celular, diferenciacion de tejido, formacién del xilema,
tejido radicular, fototropismo, gravitropismo y respuesta a factores biéticos y abiéticos [63]-[66].

100%

0 m Otros m Streptomyces
° 90% . .
L 0 = Sphingomonas = Serratia
5 80% - 3
o & 20% ® Rhizobium ® Pseudomonas
(&) (o)
Q= w Pluralibacter m Pantoea
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Figura 2. Abundancia relativa de géneros bacterianos aislados de raiz de yuca al inicio del tratamiento
(TO) y final del tratamiento (T20).

Andlisis filogenético de rizobacterias en yuca.

El analisis filogenético de las secuencias parciales de 20 aislamientos, fue realizado usando el algoritmo
Neighbor-Joining [54]. El arbol filogenético se agrupd en tres filos Proteobacterias, Actinobacteria y
Firmicutes. Este estudio revela que el 50% de los microorganismos aislados se agrupan al filo
Proteobacterias correspondientes a los géneros: Pantoea, Achromobacter, Cupriavidus y Pseudomona,
este Ultimo género predomina en la mayoria de los aislados de este estudio, indicando que este género
predomina en suelos de cultivos desarrollados bajos diferentes tipos de estrés. Por otra parte, el 20%
corresponde al filo Actinobacteria y el porcentaje restante se agrupan al filo Firmicutes (Figura 3).
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Figura 3. Arbol filogenético de rizobacterias aisladas por amplificacion del gen ARNr 16S. Segun el
método Neighbor-Joining. Los valores Bootstrap son mostrados entre las ramas respectivamente.

4. DISCUSION

Las comunidades bacterianas asociadas a la raiz juegan un papel importante para el desarrollo de la
planta en relacion con las propiedades del suelo [67]. En el presente estudio, se caracterizaron
bacterias asociadas a la rizosfera de plantas de yuca (M. esculenta) cultivar MCOL1734, sometidas a
estrés por déficit hidrico. Un total de 124 aislamientos, pertenecen al grupo de bacterias PGPR, de los
cuales 42 cepas aisladas de plantas control corresponden a bacterias Gram positivas (Tabla 1), los
géneros mas predominantes fueron Bacillus y Corynebacterium. Dentro del género Bacillus, las
especies Bacillus subtilis y Bacillus mojavensis, se han estudiado como microorganismos que
incrementan la tolerancia al estrés, debido a que resisten potenciales osmaéticos bajos, promueven el
crecimiento vegetal y la concentracién de osmolitos [9]. Asimismo, Corynebacterium sp se encuentra
asociado directamente a la promocion del crecimiento vegetal mediante la produccién de fitohormonas
como IAA y ABA [68]. Por otra parte, bacterias Gram negativas fueron encontradas en una menor
proporcion en plantas control, dentro de este grupo fueron identificadas Achromobacter vy
Sphingomonas, las cuales tienen la capacidad de crecer alrededor de la zona radicular y estimular el
crecimiento vegetal a partir de la produccidon de metabolitos primarios. Trabajos realizados por Kumar y
Dubey (2018) [69], han demostrado que miembros del género Achromobacter son empleados como
biofertilizantes, para aumentar la productividad de cultivos donde las condiciones ambientales son un
factor limitante. Ademas, Sphingomonas sp. favorece la absorcion de iones minerales por parte de la
planta [70] y sintetiza siderdforos, que promueven la absorcién de iones de hierro [71], [72]. Estos
hallazgos son importantes para comprender la composicién bacteriana del suelo y como esta puede
beneficiar el crecimiento y desarrollo de cultivos.

Dentro de los 26 aislados Gram negativos de este grupo, los géneros mas relevantes fueron
Pseudomonas, Sphingomonas y Streptomyces. Segun Ahemad y Kibret (2014) [73], estos géneros
predominan bajo condiciones de estrés abiodtico debido a un aumento en la produccion de osmolitos.
Especies como Pseudomonas putida aumentan la biomasa vegetal, el contenido relativo de agua y el
potencial hidrico en cereales [9]. Asimismo, trabajos realizados en papa (Solanum tuberosum), han
mostrado la importancia del suelo en la determinacion de las comunidades rizosféricas y la afinidad que
tienen algunos microorganismos en particular con ciertos genotipos de plantas [74], [75], demostrando
gue la interaccion entre la planta y el microorganismo aumentan el fithes y la productividad de cultivos
[42]. Un fenébmeno ampliamente observado en el presente estudio fue el aumento en la proporcion de
bacterias Gram negativas a Gram positivas en condiciones de sequia. Lo que indica, que las bacterias
Gram negativas contribuyen al mecanismo de respuesta a estrés abiotico.

Por otra parte, fueron observados cambios morfolégicos en diferentes géneros bacterianos. La
morfologia bacteriana es extremadamente diversa y las formas especificas son consecuencia de
presiones adaptativas que optimizan la supervivencia bacteriana [76]. La forma afecta las funciones
bioldgicas, como la adquisicién de nutrientes, la motilidad, la dispersion, la resistencia al estrés y las
interacciones con otros microorganismos [76]. En este sentido se evalué la fraccion cultivable de la
microbiota de raiz en yuca utilizando diferentes medios de crecimiento selectivos (ashby, king B, manitol
y EMB) en aislados tomados al inicio y final del tratamiento. Las bacterias Pseudomonas putida,
Rhizobium radiobacter, Bacillus subtilis y Corynebacterium aquaticum, presentaron diferencias
macroscopicas cuando fueron sembradas en medios selectivos (Tabla 3). El aislamiento de
microorganismos en medios libres en nitrdgeno, como ashby, constituye un primer paso hacia la
identificacion de bacterias con potencial de fijacion de nitrégeno [77]. Asimismo, bacterias aisladas de
los géneros Bacillus, Pseudomona, Corynebacterium y Rhizobium tuvieron la facultad de crecer en este
medio selectivo debido a que tienen caracteristicas de fijacion de nitrégeno y podrian ser potenciales
para incluirlas en la recuperacion de suelos afectados por condiciones ambientales adversas. De igual
modo, estas bacterias lograron crecer en agar king B, debido a que una de sus composiciones quimicas
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es el fosfato dipotasico (K,HPO, anhidro), este compuesto hace que las bacterias solubilicen iones,
como el fésforo que, al ser hidrolizado con enzimas como las fitasas, facilitan la movilidad de este
elemento en el suelo y lo transforman en un compuesto accesible para la planta [78]. Por otra parte,
Pseudomona putida fue capaz de crecer en agar manitol después de someter la planta a estrés hidrico,
lo que indica que este microorganismo se adapta a altas concentraciones de cloruro de sodio. Sin
embargo, otras especies como Rhizobium radiobacter después del tratamiento por sequia pasaron a ser
susceptibles a la presencia de este compuesto. Todos los géneros bacterianos mencionados crecieron
en agar EMB posterior al tratamiento, por lo cual, estos microorganismos son capaces de activar el
metabolismo de degradacion de azucares.

En el este estudio Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri, Sphingomonas paucimobilis y
Rhizobium radiobacter, fueron especies que prevalecieron durante todo el tratamiento. Pseudomonas
spp. produce fitoestimulacion mediante la liberacion ACC que reduce niveles de etileno [79], [80].
Algunas cepas de Pseudomonas putida producen IAA indispensable para el desarrollo vegetativo [81]-
[83], fijacién de nitr6geno y solubilizacién de fésforo en plantas principales. Por otra parte, Rhizobium
spp produce citoquinas que aumentan el desarrollo de raices laterales y adventicias [81], [84]. Estudios
realizados por Luo et al.,(2019) [85] inoculando Shingomonas spp. en Arabidopsis thaliana han
mostrado que este género promueve el crecimiento de la raiz principal y raices adventicias, brindando a
la planta mayor captacion de nutrientes, favoreciendo su desarrollo en respuesta a estrés [85], [86]. Por
lo anterior, los aislamientos obtenidos en este estudio podrian presentar un gran potencial como
bacterias PGPR y pueden implementarse en programas de mejora para aumentar la tolerancia a estrés
abiotico.

En el presente estudio encontramos nueve especies Unicas qué tuvieron la capacidad de crecer en
condiciones de estrés por deficiencia de agua en M. esculenta, las cuales fueron: Streptomyces
paucisporeus, Brachybacterium rhamnosum, Streptomyces  albogriseolus, Streptomyces
viridodiastaticus, Pseudomonas luteola, Ochrobactrum anthropi, Streptomyces aureus, Pseudomonas
pseudoalcaligenes y Arthrobacter ramosus considerando que algunas de estas especies estan
caracterizadas como PGPR (Figura 1). Estudios recientes realizados por Mishra et al.,(2017) [87]
demuestran que los géneros Pseudomonas y Ochrobactrum tienen la capacidad de crecer en
ambientes hostiles. Ademas, estas bacterias estan implicadas en la liberacién de acidos orgénicos y el
flujo de salida de peréxido de hidrogeno, el cual es un medio para tolerar la sequia en plantas [88].
Asimismo, en cultivos de trigo se ha observado que Pseudomonas pseudoalcaligenes aumenta la
concentracién de glicina betaina, equilibrando el balance hidrico celular en las plantas. Igualmente, en
cultivos de especies lefiosas como; manzano (Malus domestican) se encontré que Pseudomona luteola
pueden incrementar la produccion de IAA, siderodforos, biosurfactantes y la solubilizacién de fésforo
organico e inorgéanico [89]. Por otra parte, Arthrobacter es considerado una bacteria nutricionalmente
versatil, que predomina en la zona radicular, estimulando el desarrollo de la raiz principal y adventicias
en la planta [90], [91]. Otros géneros como Streptomyces estan implicados en la respuesta a estrés en
cultivos de trigo [92]. Por otra parte, el analisis filogenético permitié asociar, los filos Proteobacteria,
Actinobacterias y Firmicutes, al cultivo de la yuca. Siendo, el filo Proteobacterias y el género
Pseudomonas los mas representativos en la rizosfera, debido a que tienen una alta tasa de crecimiento,
capacidad de fijar nitr6geno y establecer una relacién simbidtica con la planta [93].

Los resultados obtenidos en el presente estudio claramente demuestran que existen nuevas especies
bacterianas como Brachybacterium rhamnosum, Streptomyces aureus y Spreptomyces albogriseolus
gue pueden contribuir a la tolerancia de estrés abidtico en plantas. Ademas, se reporta a Streptomyces
paucisporeus como una nueva especie PGPR que puede jugar un papel importante en la promocion de
crecimiento vegetal, en cultivos desarrollados en regiones &ridas y semiaridas y pueden implementarse
como estrategia en programas de mejora para cultivos de interés agronémico.

5. CONCLUSION
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El presente estudio es un primer abordaje en la identificacion de rizobacterias asociadas al cultivo de
yuca bajo condiciones de estrés hidrico. Diversos géneros bacterianos predominan por encima de otros
en condiciones de estrés, como fue el caso del género Pseudomonas, el cual se encontré en una mayor
proporcién. Ademas, después del tratamiento por sequia se aislaron mas bacterias Gram negativas que
Gram positivas, por lo que este grupo bacteriano presenté una mayor afinidad con las plantas de yuca
sometidas a estrés. Asimismo, se identificaron nuevas especies que pueden estar implicadas en
respuesta al estrés abidtico (Brachybacterium rhamnosum, Streptomyces aureus y Spreptomyces
albogriseolus) y en la promocion de crecimiento vegetal (Streptomyces paucisporeus). Se sugiere
realizar otros estudios inoculando las bacterias caracterizadas como potenciales microorganismos
promotores de crecimiento vegetal; siendo una alternativa para el mejoramiento del cultivo de la yuca vy,
asimismo, poder establecer la asociacion de los diferentes mecanismos que realizan estas rizobacterias
en respuesta al estrés hidrico en la planta.
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ANEXO 1: INFORMACION ADICIONAL DEL FORMATO

Anexo 1.

Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR de colonias bacterianas de las diferentes
muestras (TO y T20).
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