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RESUMEN

La yuca (M. esculenta) es el cuarto cultivo més importante a nivel mundial. Es considerado un alimento basico
en la dieta de millones de personas en areas tropicales y subtropicales del mundo. Sin embargo, su
productividad se ha visto afectada a causa de condiciones ambientales adversas como; las altas y bajas
temperaturas. En este sentido, es importante estudiar nuevos mecanismos de tolerancia a diferentes tipos de
estrés abiético. Conocer la diversidad microbiana endéfita de la raiz puede influir de manera positiva o0 negativa
en el desarrollo, productividad y salud del cultivo bajo condiciones de estrés abidtico. Plantas de yuca (M.
esculenta) variedad MCOL1734 fueron sometidas a estrés por déficit hidrico por un periodo de 20 dias. El
analisis metagendmico de comunidades endodfitas permitié identificar cuatro Phylum; Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria, los cuales son catalogados como endéfitos en raiz de plantas.
Especies como; Clostridium sp. Acinetobacter Iwoffii y Acinetobacter sp. las cuales son bacterias promotoras
de crecimiento vegetal (PGPR), son candidatas para implementar en programas de mejora para aumentar la
tolerancia al déficit hidrico en el cultivo de la yuca (M. esculenta).

Palabras clave: Manihot esculenta; yuca; metagendmica; enddfitas; estrés abibtico; PGPR.
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ABSTRACT

Cassava (M. esculenta) is the fourth most important crop in the world. It is considered a basic food in the diet
of millions of people in tropical and sub-tropical areas. However, its productivity has been affected by adverse
environmental conditions such as: low and high temperatures. In this regard, it is important to study new tolerant
mechanisms to different types of abiotic stress. Knowing the endophyte microbial diversity of the root may
influence positively or negatively in its development, productivity and crop heath under abiotic stress conditions.
Cassava plants M. esculenta of the variety MCOL1734 were subjected to stress by hydric deficit for a 20-day
period. In the metagenomic analysis of endophyte bacteria there were four Phylum; Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes and Actinobacteria, which are cataloged as endophytes in root of plants. Species like;
Clostridium sp. Acinetobacter Iwoffii and Acinetobacter sp. which are PGPR bacteria, are candidates to
implement in improvement programs to increase tolerance to water deficit in cassava cultivation (M. esculenta).

Keywords: Manihot esculenta, metagenomic, cassava, endophytic, abiotic stress, PGPR.
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1. INTRODUCCION

El estrés abibtico es uno de los principales factores que afecta la productividad de cultivos en el
mundo [1], [2]. Dentro de los diferentes tipos de estrés abidtico, el estrés por déficit hidrico mas
conocido como sequia, es el que causa mayor impacto en el rendimiento y productividad. En los
Gltimos afios se han presentado constantes cambios de temperatura a nivel global, causando un
gran impacto en la agricultura en zonas aridas y semiaridas del mundo [3]. Del area cultivada a nivel
mundial se ha observado que el 64% es afectado a causa de este fenémeno [1]. El estrés por déficit
hidrico afecta la calidad del suelo, el crecimiento de la planta durante su desarrollo, la adsorcion de
nutrientes, la tasa fotosintetica y su capacidad de absorcion de COq, por otra parte, disminuye el
potencial de agua en el &rea foliar y la apertura de estomas. Lo cual genera un gran impacto
fisiolégico en la planta [4], [5].

Durante los ultimos afios se han abordado diferentes estrategias para aumentar la tolerancia a estrés
por déficit hidrico, dentro de estas se ha estudiado, el mejoramiento genético, la ingenieria genética
y la agricultura de precisién. Sin embargo, estos métodos han sido poco exitosos al implementarlos
en sistemas agricolas. Una estrategia para aumentar el crecimiento de plantas bajos condiciones
ambientales adversas es el uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), que es un
grupo de microorganismos que se encuentran en asociacion con las raices de las plantas, tanto en
la zona radicular como de forma enddfita, ocasionando asi un efecto simbiético (bacteria-planta), que
le permite a la planta obtener un mejor crecimiento y adaptabilidad en diferentes ambientes [6]. Las
bacterias PGPR cumplen un papel de intercambio de informacion con el hospedero (planta), dando
asi un beneficio para el desarrollo y crecimiento de las plantas, estas bacterias contribuyen en
diferentes procesos fisiolégicos de la planta como; la fijacion de nitrégeno, produccién de
fitohormonas incluidas auxinas y la solubilizacién de fosfatos minerales [7]. Por otro lado, las PGPR
se encuentran involucradas en el catabolismo de moléculas relacionadas con la sefalizacion de
estrés como la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC). Asimismo, se ha demostrado que muchas
PGPR alivian los efectos de estrés por sequia en las plantas, dado que tiene la capacidad de reducir
los niveles de etileno, lo que generalmente aumenta cuando la planta estd sometida a un
determinado tipo de estrés abidtico [4].

Estudios metagendémicos realizados en especies modelo y de interés econdmico como; Arabidopsis
thaliana [8], Oryza sativa [9], Lycopersicum esculentum [10] y Setaria italica [4] han mostrado una
gran diversidad de especies enddfitas y rizosféricas que interactlian con la planta promoviendo su
crecimiento y desarrollo. Sin embargo, son pocos los estudios metagendmicos realizados en cultivos
tolerantes a el déficit hidrico como la yuca (M. esculenta) [11].

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es considerado el cuarto cultivo més importante después del
trigo, maiz y arroz, ya que es la principal fuente de alimento para més de 800 millones de personas
en las zonas tropicales y subtropicales de Africa, Asia y América Latina [12]. Este tubérculo de origen
Americano, se encuentra ampliamente extendido en el trépico Americano desde Colombia hasta el
Noroeste de Brasil [13]. Es un cultivo que se adapta naturalmente a la sequia, esto se debe a los
mecanismos fisioldgicos presentes ante condiciones adversas, como lo es el cierre de los estomas,
la reduccion de la lamina foliar, la disminucién considerable de la transpiracién y un aumento
significativo en las raices con el fin de mejorar el almacenamiento de agua [14]. Ademds, la yuca (M.
esculenta) se beneficia de las relaciones con las comunidades enddfitas de la raiz que desempefan
un papel importante en las funciones fisiolégicas y productividad [15]. En este sentido puede ser un
cultivo élite en zonas éaridas y semiaridas del mundo y su crecimiento puede ser beneficiado por
comunidades enddfitas que promueven su crecimiento tanto en condiciones normales como bajo
estrés por déficit hidrico [16].
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Por lo anterior, el presente trabajo busca identificar las comunidades enddéfitas de la raiz de yuca (M.
esculenta) bajo condiciones de estrés por déficit hidrico a partir de un analisis metagenémico e
identificar especies bacterianas que puedan contribuir a la tolerancia estrés abiético en plantas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion del material vegetal

Plantas de yuca M. esculenta variedad MCOL1734 de cuatro semanas, proporcionadas por el banco
de recursos genéticos del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), fueron mantenidas
bajo condiciones de invernadero a 28°C, 12 horas luz/oscuridad, durante 60 dias.

2.2 Ensayo de estrés por déficit hidrico en yuca M. esculenta

Para realizar el ensayo de estrés por déficit hidrico, fueron empleadas 10 plantas de yuca variedad
MCOL1734 de cuatro semanas crecidas en condiciones de invernadero 28°C 12 horas luz/oscuridad.
Posteriormente, fue suspendido el riego por un periodo de 20 dias y reanudado durante dos
semanas. Como control se emplearon plantas mantenidas con riego continuo.

2.2.1 Recoleccidon del material vegetal

Para la recoleccién de bacterias enddfitas. Se colecto 2g de tejido de la raiz principal y las raices
adventicias de cada una de las plantas, retirando el suelo adherido. Luego, se realizaron tres lavados
con agua destilada y un lavado con 15 mL de etanol al 70% durante 1 minuto, adicionalmente se
realiz6 un lavado con 10 mL de NaClO al 1,2% durante 15 minutos. Finalmente, se realiz6 un lavado
con agua destilada hasta tener las raices libres de residuos de suelo.

2.3 Extraccion y cuantificacidon de acidos nucleicos

La extraccion del ADN se realiz6 segun el método descrito por Doyle [17]. A partir de 1g de raiz
principal y adventicias previamente maceradas en mortero estéril con nitrégeno, fue resuspendido
600 pL del buffer de extraccion (Tris — HClI 1 M; NaCl 5 M; EDTA 5 mM; 2% CTAB; 0.2% B-
mercaptoetanol) previamente calentado a 65°C. Posteriormente fue incubada a 65°C durante 1 hora
con agitacion constante. Luego, se adicionaron 600 pyL de una mezcla de cloroformo/isoamil:alcohol
24: 1, agitandose suavemente por un periodo de 30 minutos y se centrifugé a 12.000 rpm durante
20 minutos. Posteriormente fue transferida la parte acuosa a un nuevo tubo y se adicioné isopropanol
en proporcion 1:1, seguido, se realizé una centrifugacién a 12.000 rpm por 30 minutos. El precipitado
fue lavado con 500 pL de etanol al 70% y centrifugado a12.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente,
fue resuspendido en 50 pL de TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM) y almacenado a -20°C. La calidad
del ADN fue visualizada en un gel de agarosa al 1% y cuantificada en (NanoDrop™).

2.3.1 Amplificacién del gen ribosomal 16S

Para la amplificacion del gen 16S ribosomal se realiz6 una PCR de la region hipervariable V3-V4 del
gen ribosomal 16S, empleando los cebadores 515F- 806R la reaccion se llevé a cabo con Phusion®
High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). El producto de PCR fue visualizado en geles
de agarosa al 2%. Los productos obtenidos entre 400 pb - 450 pb fueron purificados con el kit Qiagen
Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemania).
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La libreria se generé usando NEBNext® Ultra TM DNA Library Prep Kit para lllumina siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La calidad de la libreria se evalué en el fluorémetro Qubit @ 2.0
(Thermo Scientific) y el sistema Agilent Bioanalyzer 2100. Finalmente, la libreria fue secuenciada en
una plataforma lllumina y se generaron lecturas de 250 pb.

2.4 Analisis bioinformatico

La calidad de las secuencias obtenidas fue evaluada con el programa FASTQ. Posteriormente se
realiz6 la identificacion del barcode de cada una de las secuencias obtenidas evaluando la calidad
de estas, empleando el programa FLASH (V1.2.7, http://cchb.jhu.edu/software/FLASH/). Para la
eliminacién de quimeras se empleé como referencia la base de datos Silva, utilizando el algoritmo
UCHIME. Asimismo, fueron eliminadas las secuencias clasificadas como; Arqueas, Cloroplastos y
Eucariotas.

2.4.1 Agrupacién de las secuencias segun el porcentaje de similitud

Para la agrupacion de las secuencias segun el porcentaje de similitud. Se seleccionaron aquellas
con un porcentaje de similitud mayor al 97% corresponden a una misma especie 0 género. Se
empled una aproximacion tipo k-mer para identificar las Unidades Taxonomicas Operacionales
(OTU). Adicionalmente se realizé un andlisis de similitud empleando el software Uparse (Uparse
v7.0.1001) y se empleo el algoritmo UPARSE-OTU [18].

Para estudiar la relacién filogenética entre OTUs y la diferencia de las especies dominantes en
diferentes muestras (grupos), se realiz6 la alineacion de secuencias multiples utilizando el software
MUSCLE (Version 3.8.31).

2.5 Anélisis Filogenético

El andlisis filogenético se realiz6 a partir de un alineamiento multiple de 37 secuencias obtenidas con
el programa Clustal Omega utilizando el formato CLUSTALW [18]. El &rbol se construyé utilizando
el programa MEGA X [19], mediante el algoritmo de méaxima verosimilitud el cual permitié por medio
del analisis estadistico, agrupar las diferentes secuencias de los microorganismos (bacterias)
endofitos de la raiz de yuca (M. esculenta), el arbol fue construido a partir de un bootstrap de 10.000
repeticiones segun el modelo planteado por Kimura 2, donde este modelo se basé en la probabilidad
de modelos evolutivos.

2.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por el indice de alfa-diversidad, que evalla la riqueza de
microorganismos Yy la uniformidad de la distribucién de la abundancia de los mismos, a partir de
curvas de rarefaccion, estimadores de riqueza, indices de diversidad y equitatividad (como indice de
Shannon, indice de Simpson e indice de Chao1). Todos estos indices en las muestras se calcularon
con QIIME2 (Version 1.7.0) [20] y se visualizaron con el software R (Version 2.15.3) [21]. Se
emplearon diagramas de Venn para caracterizar las comunidades bacterianas compartidas entre
todas las muestras el cual se realizé en el complemento Jvenn [22].

El analisis de beta-diversidad, el cual evalué la similitud (o diferencia) en la composicion de
microorganismos entre las muestras a través de PCoA el cual se mostr6 mediante el paquete
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WGCNA, entre otros. El software QIIME (version 1.7.0) [20] calculé la diversidad beta en unifrac
ponderado y no ponderado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las comunidades enddfitas juegan un importante papel en la ecologia, evoluciéon y promocion del
crecimiento vegetal [23], [24], [25]. Sin embargo, la diversidad y abundancia de estas comunidades
en condiciones de estrés abidtico ha sido poco estudiado en cultivos de importancia econémica [7].
En el presente estudio se evidencia la diversidad de comunidades enddfitas en raices de yuca (M.
esculenta) sometidas a estrés por déficit hidrico y su rol en la tolerancia a estrés abidtico.

Un total de ocho plantas de yuca (M. esculenta) variedad MCOL1734, fueron sometidas a estrés por
déficit hidrico por un periodo de 20 dias en condiciones de invernadero, muestras de raiz principal y
raices adventicias fueron colectadas de cada una de las plantas al inicio (TO) y final del tratamiento
(T20), al igual que plantas control. La region hipervariable V3 - V4 del gen 16S ribosomal fue
amplificada a través de la plataforma (NovaSP PE250 lllumina). El analisis metagenémico arrojo
354.422 lecturas con una longitud promedio de 407 pb (Tabla 1) por muestra y 55,64% de contenido
de GC. El nimero de lecturas generadas para cada una de las muestras fue suficiente para describir
la composicién taxonémica de las comunidades endofitas. Las secuencias procedentes de ADN de
plantas, Arqueas y Eucariotas fueron eliminadas [8], [26].

Tabla 1. Tabla de datos de procesamiento de las secuencias de las diez muestras.

Muestra  Datos Tags Tags Tags Base (nt) Longitud Q20 Q30 GC%
crudos crudos limpios efectivos (pb)
(#) (#) (#) (#)

1C6TO0 70487 64954 62953 61349 25187103 411 96,74 90,94 55,04
2C7T0 81696 76157 74.33 73793 29962136 406 96,97 91,26 55,83
3T2T0 53398 49.240 47768 47599 19311758 406 96,86 91,15 55,76
4T3TO 86286 80010 78029 77658 31532041 406 96,89 91,21 55,92
5T8TO0 87682 80732 79032 78818 31988615 406 96,96 91,29 55,98
6C6T20 88488 82074 79465 78508 32510096 414 96,64 90,77 54,69
7C7T20 78057 70849 68618 68040 27643709 406 97,08 91,38 55,74
8T2T20 91020 84711 82802 82217 33370622 406 96,95 91,28 55,91
9T3T20 91048 84391 82394 81803 33210144 406 96,99 91,36 55,91
10T8T20 80085 73515 71594 70939 28827994 406 96,99 91,4 55,65
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En la figura 1, se muestra la curva de rarefaccion donde se evidencia que las lecturas tienden a una
asintota a las 50.000 lecturas (Figura 1), lo cual indica un procesamiento adecuado de cada una de
las muestras [9]. Basandose en los niveles de calidad de Phred se obtuvo un promedio de 96,9% en
el nivel Q20 y un promedio de 91,2% en el nivel Q30, indicando buena calidad en el nivel de
secuencia. La caracterizacion de las comunidades enddfitas permitié identificar 72072 tags, la
calidad de los tags totales en FasQC se obtuvieron 70935 tags, los cuales se emplearon para la
asignacion taxonémica de OTUs con el programa QIIME2 [20].

Observed Species Number

T T T T
0 10000 20000 30000 40000 50000
Sequences Number

Figura 1. Curva de rarefaccion de las diez muestras analizadas de las plantas control y tratamiento
al inicio y al finalizar el ensayo. La curva que tiende a la asintota indica el nidmero de lecturas
suficientes para describir las OTUs que representan la comunidad endéfita bacteriana.
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Composiciéon de comunidades endéfitas asociadas alaraiz de yuca (M. esculenta) sometidas
a estrés por déficit hidrico

El analisis metagendémico permitié identificar dos grandes dominios; Bacteria y Archaea, 18 Phylum,
38 clases, 68 ordenes, 110 familias, 198 géneros y 80 especies. Para determinar la asignacion
taxonomica de las comunidades endofitas en raices de yuca, se realizé una seleccién de secuencias
con porcentajes de similitud mayor o igual a 97%. A partir de este analisis se obtuvo cuatro Phylum
representativos: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteria. El analisis de
abundancia relativa mostré6 que en las plantas control predominan los Phylum; Proteobacteria
(54,74%) seguido de Firmicutes (40,39%) al inicio del ensayo (T0). Sin embargo, al final del ensayo
(T20) el Phylum Firmicutes predomino (57,09%) en plantas control (Figura 2). Lo cual indica que
estos grupos bacterianos son abundantes en raices de yuca bajo condiciones de crecimiento normal.

En contraste, plantas sometidas a estrés por déficit hidrico durante un periodo de 20 dias, mostro
diferencias en la abundancia relativa al inicio y final del ensayo. Al inicio del tratamiento el Phylum
Proteobacteria (92,68%) fue significativamente abundante, seguido de Firmicutes (4,36%),
Bacteroidetes (0,65%) y Actinobacteria (2,31%). En contraste, al final del periodo de estrés por déficit
hidrico (T20) se observd variaciones en la abundancia relativa, mostrando que el Phylum
Proteobacteria (86,16%) fue el mas abundante, seguido de Firmicutes (7,86%), Bacteroidetes
(3,46%) y Actinobacteria (2,50%). Resultados similares se han observado en analisis
metagendémicos realizados en Solanun lycopersicum, Arabidopsis thaliana y Oryza sativa, donde
estas comunidades predominan en raiz y suelo [8] , [27], [28]. La identificacién de las comunidades
endofitas microbianas que habitan en la raiz de la yuca (M. esculenta) concuerda con estudios de
metagenémica de raiz, quienes mostraron que el Phylum con mayor prevalencia es el de
Proteobacteria [29], estos resultados sugieren la posible relacion e influencia de las comunidades
endofitas bacterianas en la respuesta a estrés por déficit hidrico. Otras investigaciones demuestran
gue la tolerancia a ciertas condiciones de estrés abidtico no sélo esta asociada con el genotipo de la
planta, sino también a una resistencia conferida por la estructura de una comunidad endofitica
bacteriana [30], [31]. En este sentido la variedad de yuca MCOL1734 es un excelente candidato para
realizar estudios de inoculacion con diferentes consorcios enddéfitos para conferir tolerancia a sequia.

Estos resultados concuerdan con estudios metagendmicos realizados por Sengupta y colaboradores
[32] donde han estudiado comunidades endodfitas asociadas a raiz de arroz (Oryza sativa L) en
condiciones normales y han observado alrededor de 843 OTU, pertenecientes a cuatro Phylum
Proteobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria y Actinobacteria. Este estudio revelo que el género
Bacillus es uno de los principales grupos de bacterias endéfitas en el cultivo de arroz (O. sativa),
desempefiando un importante rol en la fijacion de nitrégeno en este cultivo [32]. Asimismo, otros
trabajos metagendmicos han identificado grupos bacterianos que contribuyen al metabolismo de
plantas como; Firmicutes, Proteobacterias, Actinobacteria y Bacteroidetes, los cuales han sido
catalogados como PGPR [16]. Indicando que estos Phylum contribuyen al metabolismo de la planta.



LJSC La Santiago o

transforma
UNIVERSIDAD
\Niiresl tu mundo

DE CALI

100% -

]
90% - -

80% -

70% - Others

60% - m Actinobacteria
50% - Bacteroidetes
40% - ® Firmicutes

Proteobacteria
30% -

Abundancia relativa de Phylum

20% -

10% -

0% ‘ ‘ ; ‘
CONTROL (0) CONTROL (20) TRATAMIENTO (0) TRATAMIENTO (20)

Figura 2. Abundancia relativa de Phylum bacterianos aislados de raiz de yuca (M. esculenta) de
plantas control y expuestas al tratamiento al inicio TO y final T20 del ensayo.

En la tabla 2 se observa la asignacién taxonomica correspondiente a género. Del Phylum
Actinobacteria el género Streptomyces es el mas abundante, teniendo un incremento en plantas
control y sometidas a estrés por déficit hidrico al final del ensayo (T20). El género Streptomyces ha
sido considerado como PGPR por su capacidad de inducir acido indolacético (IAA) , proteasas
extracelulares, antibiéticos, sideréforos y solubilizan fosfato [33]. Otros estudios en cultivos de interés
econdmico como; arroz, tomate y trigo han mostrado que este género aumenta el crecimiento y
desarrollo de la planta bajo diferentes tipo de estrés abibdtico como; sequia y salinidad [34]. Lo cual
indica que especies de este género cumplen un papel benéfico en el desarrollo vegetal frente a
condiciones ambientales adversas.

Por otra parte, del Phylum Bacteroidetes el género méas representativo es Bacteroides, estudios
realizados en arroz (O. sativa) han mostrado que este es exclusivo de comunidades enddfitas en
raiz de plantas [9]. Asimismo, este género puede desempefiar un papel importante en la degradacion
de diferentes tartratos, el cual es un oligoelemento caracteristico del suelo en la descomposicién de
materia organica [35].

Del Phylum Firmicutes se destaca el género Bacillus, este ha sido estudiado debido a que presenta
una capacidad de sintetizar antibidticos y la resistencia sistémica inducida en el huésped, por lo que
le confiere propiedades relacionadas con el control de enfermedades, ademas de sus capacidad de
ser PGPR [33]. Bacillus ha sido catalogado como un género endéfito, por su capacidad de ser fijador
de nitrégeno [36]. Al igual que se le ha atribuido actividades antimicrobianas [37].
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Finalmente, dentro del Phylum Proteobacteria el cual, fue el Phylum mas abundante, predominaron
los géneros: Acinetobacter, Devosia, Ensifer, Novosphingobium, Pseudomonas, Sphingobium,
Sphingomonas, los cuales se encuentran cominmente en suelo [16], [9]. Trabajos recientes han
mostrado que estos géneros presentan un gran potencial como inoculantes bacterianos para el
control de estrés por déficit hidrico en plantas, esto debido a un aumento en la produccion de
fitohormonas como el acido abscisico, giberélico, indol-3-acético (IAA), citocininas, enzimas como la
Acetil-CoA carboxilasa (ACC), produccion de exopolisacaridos bacterianos que promueven los
niveles de expresion de genes asociados a las rutas de sefializacion de respuesta a estrés por déficit
hidrico en plantas [38], [39]. Estos resultados sugieren que estos géneros bacterianos pueden ser
candidatos para contribuir la tolerancia a estrés abiotico en cultivos de importancia econémica.

Tabla 2. Abundancia relativa en porcentajes de los géneros aislados de raiz de yuca (M. esculenta)
de plantas control y sometidas a estrés por déficit hidrico al inicio del tratamiento (TO) y final del
tratamiento (T20).

Actinobacteria

Género CTRL* (T0) CTRL (T20) TMNTO* (TO) TMNTO (T20)
Rhodococcus 56,7% 7,8% 52,8% 39,0%
Streptomyces 42,2% 90,6% 41,6% 57,0%

Otros 1,0% 1,6% 5,6% 4,0%
Bacteroidetes
Género CTRL (TO) CTRL (T20) TMNTO (TO) TMNTO (T20)
Bacteroides 97,8% 100,0% 98,9% 47,3%
Otros 2,2% 0,0% 1,1% 52,7%
Firmicutes
Género CTRL (TO) CTRL (T20) TMNTO (T0) TMNTO (T20)
Bacillus 94,3% 94,6% 41,5% 26,6%
Lactobacillus 4,6% 5,2% 45,3% 7,0%
Ruminococcaceae 1,0% 0,2% 11,6% 65,5%
Otros 0,09% 0,08% 1,61% 0,86%
Proteobacteria

Género CTRL (TO) CTRL (T20) TMNTO (T0) TMNTO (T20)
Acinetobacter 0,8% 0,8% 1,4% 3,8%

Devosia 3,6% 3,3% 1,4% 1,5%

Ensifer 8,7% 13,0% 17,8% 40,2%
Novosphingobium 0,8% 3,6% 29,1% 6,4%
Pseudomonas 2,3% 8,4% 2,8% 4,6%
Sphingobium 73,6% 62,3% 21,3% 29,2%
Sphingomonas 0,5% 1,3% 7,1% 1,5%
Otros 9,8% 7,4% 19,1% 12,8%

*(CTRL) Plantas control y (TMNTO) Plantas sometidas a estrés por déficit hidrico por 20 dias.
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Estimacién de alfa diversidad.

La alfa diversidad de las comunidades enddfitas presentes en la raiz de la yuca (M. esculenta) se
calculé utilizando los indices de Shannon, Simpson y Chaol. El indice de diversidad de Chaol para
las plantas sometidas al ensayo fue de 161,529 en TO y de 317,963 en T20; lo anterior indica que
las plantas sometidas al ensayo de estrés por déficit hidrico tienen mayor riqueza de especies en
T20, en comparacion con las especies presentes al inicio del ensayo TO. Por otro lado, el en las
plantas control se obtuvo un valor para el indice de Chaol de 267,560 en TO y de 259,758 en T20,
lo cual sugiere que la riqueza de especies en las plantas control en ambos tiempos es similar.

El indice de Shannon para las plantas sometidas a estrés al inicio del ensayo TO fue de 1,029 y al
final T20 fue de 1,358. Se puede concluir que al inicio del ensayo se presenté menos diversidad
bacteriana y uniformidad en comparacioén con las plantas sometidas a estrés al final del ensayo T20.
En contraste, los valores del indice de Shannon para las plantas control fue 1,702 en TO y de 1,437
en T20, sin embargo, dado que el indice de Shannon no supera el valor de 2, se deduce que las
muestras presentan una diversidad relativamente baja [9]. El indice de diversidad de Simpson de las
comunidades enddfitas para las plantas sometidas a estrés al inicio del ensayo TO fue 0,371y 0,422
al final T20, estos valores indican la riqueza y la probabilidad de dominancia de una especie dentro
de la muestra, por otro lado, el indice de diversidad de Simpson para las plantas control fue de 0,495
En TO y de 0,422 en T20, los valores del indice de Simpson resultantes son estables, lo que
demuestra abundancia bacteriana [40].

El analisis de OTUs se realiz6 a partir de la seleccién de 37 especies con un porcentaje de similitud
<97% presentes durante todo el ensayo (Figura 3). De las 37 especies evaluadas, 16 estuvieron
presentes tanto en el grupo de plantas control como aquel sometidas al estrés por déficit hidrico al
inicio y final del ensayo. Las especies dentro de este grupo fueron identificadas como bacterias
promotoras de crecimiento vegetal PGPR como; P.alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. monteilii y
P. mexicana, se ha demostrado que miembros pertenecientes a este género son solubilizadoras de
fosfato [41] y presentan gran capacidad de sintesis de fitohormonas como; &cido indolacético (IAA),
acido abscisico (ABA) y giberelinas, acelerando la disponibilidad y la asimilacién de nutrientes del
suelo mediante diferentes mecanismos como la fijacion del nitrdgeno atmosférico, la solubilizacién
del fésforo y la sintesis de siderdforos [42], [43]. Por otra parte, Streptomyces mutabilis fue
encontrada tanto en el grupo de plantas control como en las sometidas al estrés por déficit hidrico al
inicio y final del ensayo, Streptomyces mutabilis favorece la fertilidad del suelo ya que produce
sider6foros y solubiliza fosfato, produce enzimas, que incluyen amilasa, quitinasa, celulasa,
invertasa, lipasa, queratinasa, peroxidasa, pectinasa, proteasa, fitasa y xilanasa, que convierte los
nutrientes complejos en formas minerales simples, esta capacidad de ciclo de nutrientes los convierte
en candidatos ideales para fertilizantes naturales [44].

Por otra parte, Clostridium sp., Acinetobacter Iwoffii y Acinetobacter sp, se encontraron
exclusivamente en plantas sometidas a estrés por déficit hidrico, estas especies bacterianas son
catalogadas como PGPR, puesto que son productoras de hormonas vegetales como; IAA el cual
estimula el crecimiento de las plantas, el alargamiento y desarrollo de las raices lo que ayuda a la
absorcion de nutrientes esenciales y agua [45]. Asimismo, Acinetobacter son solubilizadores de
fosfato, le proporcionan fosfatos solubles a partir de fésforos insolubles y son productoras de
sider6foros [43]. Estos resultados sugieren que estas especies pueden ser candidatos para
implementarse como indculos en programas de mejora para mitigar la tolerancia a estrés abiotico en
plantas.


https://usc.elogim.com:2119/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/species-richness
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Figura 3. Diagrama de Venn de especies bacterianas endoéfitas analizadas en la raiz de yuca (M.
esculenta) al inicio TO y al final T20 del ensayo. Los valores se representan en abundancia relativa
como numero absoluto de aislamientos.
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Tabla 3. Principales especies bacterianas endéfitas encontradas en la raiz de la yuca (M.

esculenta) ] ]

PHYLUM FAMILIA GENERO ESPECIE ASIGNACION
%
Actinobacteria Actinomycetaceae Actinomyces A. odontolyticus goé
Actinobacteria Nocardiaceae Nocardia N. veterana 99
Actinobacteria Nocardioidaceae Nocardioides N. simplex 100
Actinobacteria Nocardiaceae Rhodococcus R. erythropolis 100
Actinobacteria  Streptomycetaceae Streptomyces S. mutabilis 100
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides B. barnesiae 100
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides B. dorei 100
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides B. salanitronis 100
Bacteroidetes Flavobacteriaceae Chryseobacterium C. indologenes 97
Bacteroidetes Cytophagaceae Siphonobacter S. aquaeclarae 100
Firmicutes Lachnospiraceae Anaerostipes A. hadrus 100
Firmicutes Bacillaceae Bacillus B. anthracis 97
Firmicutes Lachnospiraceae Blautia B. producta 97
Firmicutes Ruminococcaceae Ruminococcaceae Clostridium sp. 97
Firmicutes Bacillaceae Geobacillus G. toebii 100
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus L. agilis 100
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus L. aviarius 100
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus L. iners 100
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus L. salivarius 100
Proteobacteria Moraxellaceae Acinetobacter A.lwoffii 100
Proteobacteria Moraxellaceae Acinetobacter A.schindleri 98
Proteobacteria Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter 100

sp.

Proteobacteria  Xanthomonadaceae Arenimonas A.dongﬁaensis 100
Proteobacteria  Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium B. elkanii 99
Proteobacteria Caulobacteraceae Brevundimonas B.diminuta 100
Proteobacteria Neisseriaceae Deefgea D.chitinilytica 99
Proteobacteria  Desulfovibrionaceae Desulfovibrio D. cuneatus 100
Proteobacteria  Hyphomicrobiaceae Devosia D. riboflavina 97
Proteobacteria Rhizobiaceae Ensifer E. adhaerens 97
Proteobacteria  Methylobacteriaceae Methylobacterium M. adhaesivum 100
Proteobacteria Sphingomonadaceae Novosphingobium N. aromaticivorans 97
Proteobacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas P. monteilii 97
Proteobacteria  Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas P. mexicana 100
Proteobacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas P.alcaligenes 97
Proteobacteria Pseudomonadaceae Pseudomonas P. pseudoalcaligenes 97
Proteobacteria Sphingomonadaceae Sphingobium S.chungbukense 98
Proteobacteria Sphingomonadaceae Sphingomonas S. melonis 100
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Andlisis filogenético de bacterias endofitas en yuca (M. esculenta)

El Andlisis filogenético se realizé con las 37 especies con un valor de > 97% presentes en todo el
ensayo, el andlisis mostro cuatro grandes clados; Proteobacterias, Firmicutes, Actinobacteria y

Bacteroides.
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Figura 4. Arbol filogenético de bacterias endoéfitas asociadas a la raiz de yuca (M. esculenta).
Segun el método Kimura 2. El arbol fue realizado en el programa MEGA X [19].



O WOO0E

[ =] I

|

USC La Santiago D  ENIEEEEEE
b4 fransforma EEEEEEE

UNIVERSIDAD

I\Nireel tu mundo =

DE CALI

El analisis filogenético de las 37 especies identificadas fue agrupado principalmente en 4 clados,
dentro de los cuales fueron, Proteobacterias, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes. El clado de
Proteobacterias es el grupo que incluye el mayor nimero de bacterias PGPR (48,64%) y estan
directamente asociadas a la tolerancia a estrés por déficit hidrico [38], dentro de las principales
bacterias encontradas asociadas al Phylum Proteobacteria se destacan; E. adhaerens, D. riboflavina,
S. chungbukense, N. aromaticivorans, S.melonis, Acinetobacter sp. estas se encuentran
normalmente en el suelo y estan relacionadas con un gran potencial para el control de estrés por
déficit hidrico ya que, en condiciones de estrés aumentan la produccion de fitohormonas, enzimas y
exopolisacaridos las cuales estan asociadas a las rutas de sefalizacion de respuesta a estrés por
déficit hidrico [38], [39]. En el arbol filogénico (Figura 4), Desulfovibrio cuneatus se encuentra en un
clado diferente a la agrupacion de Proteobacterias y es la Unica Deltaproteobacteria, esta clase es
la mas homogénea dentro del grupo de las Proteobacterias, lo que sugiere su posicién en el arbol
filogenético [46].

En el segundo clado se encontraron bacterias pertenecientes al Phylum Bacteroidetes, estos estan
asociados principalmente con la degradacion de materia organica y compuestos que puedan ser
asimilados por las plantas [35], dentro de las especies encontradas se destacaron B. Dorei, B.
barnesiae, B. Salanitronis, una de las caracteristicas de estas es enddfitos en plantas y son
microorganismos que se encuentran mayormente en periodos donde la planta tiene mayor
disponibilidad de nutrientes [47].

El tercer clado pertenece al Phylum Actinobacteria, este Phylum es importante ya que tiene la
capacidad de solubilizar fosfatos, 1o cual es un gran beneficio para el metabolismo de la planta, en
este Phylum se destaca el género Streptomyces ya que son consideradas como PGPR, por su
capacidad de producir IAA que es la principal auxina de las plantas y esta esta involucrada en el
crecimiento y desarrollo de las plantas [48], dentro de las especies encontradas se destaca S.
Mutabilis esta especie estimula el crecimiento de la planta, realiza produccién de indol-3-acético
(IAA) y fijacién de nitrogeno [49].

El cuarto clado pertenece al Phylum Firmicutes, el cual se destaca por ser tener especies que son
catalogadas como enddfitas en plantas y tienen la capacidad de sintetizar algunos antibi6ticos, otra
caracteristica de este grupo es son fijadoras de nitrdgeno, lo cual es un elemento esencial para el
desarrollo de la planta [10]. Investigaciones demuestran que géneros de este Phylum como lo es
Bacillus estan relacionados con la produccion de fitohormonas lo que es importante en la ingenieria
metabdlica de las plantas para inducir a la tolerancia del huésped al estrés abiético [50], dentro de
este Phylum se destaca la especie B. Anthracis, esta hace parte de la rizosfera de las plantas y esta
asociada las PGPR ayudandole a la planta al biocontrol y crecimiento [51].
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Estimacién de beta diversidad.

Las diferencias entre las comunidades enddfitas de la raiz de la yuca se observan con un analisis de
componentes principales (PCoA), el cual se realizé con los datos de la abundancia relativa de las
OTU obtenidas, basado en la comparacién de la distancia filogenética ponderada de Unifrac que se
le asigna a cada muestra (Figura 5). La grafica de PCoA define cuatro agrupaciones de las
comunidades enddfitas bacterianas procedentes de plantas control al inicio TO y final del ensayo T20
y tratamiento (TO, T20), lo que indica diferencias en la composicion de las comunidades enddfitas
bacterianas. La diferencia entre los grupos de la gréafica se relaciona principalmente con la diferencia
observada entre los principales Phylum [52]. Los controles TO, tratamiento TO y control T20 se
encuentran a menor distancia lo que indica una mayor similitud en la composicién enddfita
bacteriana, a diferencia del tratamiento T20, el cual se encuentra a mayor distancia de los otros
tratamientos.

La grafica presenta la densidad poblacional, la cantidad de microorganismos que se encuentran en
controles y tratamientos, seguin la PCoA (Figura 5), se puede observar que la mayor densidad
poblacional de microorganismos fue obtenida durante el final del tratamiento (T20), ya que esté en
contra posicién del tratamiento TO, en la grafica D3 y D2 (tratamiento T20) presentan valores mas
elevados que los de B1 y B2 (tratamiento TO), ademas el control de T20 también muestra mayor
densidad poblacional del control TO, indicando de esta manera que a mayor tiempo de estrés hidrico
hay mayor presencia de Phylum asociados a resistencia por déficit hidrico y PGPR.

PCoA - PC1 vs PC2
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Figura 5. Coordenadas del analisis de PCoA realizada con los datos de la abundancia relativa de
los OTUs obtenidas de las muestras: A) control TO, B) tratamiento TO, C) control T20 y D) tratamiento
T20.
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4. CONCLUSIONES

El presente estudio buscaba identificar las comunidades enddfitas de raiz de yuca (M. esculenta),
bajo condiciones de estrés por déficit hidrico que puedan emplearse como estrategia biotecnoldgica
en la tolerancia a estrés abidtico en cultivos de interés econémico como la yuca.

Los cuatro Phylum con mayor prevalencia bajo condiciones de estrés por déficit hidrico
fueron; Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, y Actinobacteria, los cuales fueron
importantes debido a que estos pertenecen al grupo de PGPR y son catalogados como
enddfitos en raiz de plantas.

Los géneros Bacillus, Bacteroides, Streptomyces, Pseudomonas catalogados como PGPR,
presentaron mayor abundancia tras someter a las plantas al estrés abiético.

El analisis metagendmico mostro que especies como; Clostridium sp. Acinetobacter lwoffii y
Acinetobacter sp, son bacterias PGPR, que pueden contribuir a la tolerancia a estrés por
déficit hidrico en el cultivo de la yuca (M. esculenta).
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