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Resumen

A pesar de que el control biolégico de fitopatégenos ha sido una alternativa
exitosa que ha permitido seleccionar microorganismos para la generacién
de bioproductos y entender multiples mecanismos bioldgicos, ya no puede
considerarse como una estrategia definida solamente a partir de la seleccién
de una gama de microorganismos cultivables ni entenderse como una serie de
interacciones en una sola direccién: planta-patégeno o planta-patdgeno-agente
controlador. Gracias al desarrollo de tecnologias de secuenciacién masiva y de
las ciencias émicas, se ha logrado tener en cuenta el resto de la comunidad
microbiana (hoy llamada microbioma), mediante el estudio independiente del
cultivo de las comunidades establecidas en los distintos tejidos, sus genes y sus
interacciones. A partir del conocimiento del microbioma de las plantas se han
logrado identificar los microorganismos que estin presentes en los diferentes
tejidos, cudles son sus posibles funciones, cémo expresan estas funciones frente
a distintas condiciones ambientales y cuil es su posible rol en la salud de las
plantas, la salud humana y la produccién agricola. Con base en esto, y dada
la relevancia actual del microbioma, en este capitulo se repasa brevemente
su estudio, desde sus origenes hasta su aplicacién en el control bioldgico de
patdgenos de plantas y en el desarrollo de nuevas estrategias de manejo de

enfermedades limitantes en cultivos de importancia econdmica.
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Abstract

Biological control of plant pathogens, although it has been a successful
alternative that has allowed to select microorganisms for the generation
of bioproducts and to understand multiple biological mechanisms, cannot
be considered as a strategy defined only from the selection of a range of
cultivable microorganisms, nor understood from interactions in a single
direction: plant-pathogen or plant-pathogen-control agent. Thanks to the
development of mass sequencing technologies and the omics sciences, it
has been possible to take into account the rest of the microbial community
from the study of the independent culture of the established communities
in different tissues, their genes and their interactions, today known as
microbiome. The knowledge of the microbiome of plants has been able to
elucidate which microorganisms are present in the different tissues, what are
their possible functions, how they express these functions against different
environmental conditions and what their possible role in plant health,
human health and agricultural production. Based on this context and given
the current relevance of the microbiome, in this chapter we will highlight the
importance of studying the microbiome from its origins, to its application
both in the biological control of plant pathogens, and in the development of

new management strategies.
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Introduccién

Los microorganismos son fundamentales para la
vida en la Tierra, pero poco conocemos sobre su
funcién ecolégica (Gilbert et al.,, 2010; Turnbaugh
et al., 2007). Una evidencia molecular sugiere que las
asociaciones entre hongos formadores de micorrizas
arbusculares y algas verdes fueron fundamentales
para la evolucién de las plantas: los andlisis de
secuencias de proteinas indican que las algas verdes
y los principales linajes de hongos estaban presentes
hace 1.000 millones de afios, mientras que las plantas
terrestres aparecieron hace 700 millones. Esto
probablemente afect6 la atmésfera del planeta y, en

consecuencia, el clima y la evolucién de los animales
en el Precimbrico (Heckman et al., 2001).

La importancia de las comunidades microbianas para
las plantas fue demostrada en 1904, cuando Lorenz
Hiltner definié el término rizosfera y desarrolld
sus investigaciones sobre el crecimiento vegetal y
la proteccién contra patégenos, con la hipdtesis
de que la resistencia de las plantas a los patdgenos
dependia de la composicién de la microflora presente
en la rizosfera (Hartmann, Rothballer, & Schmid,
2008). Asi mismo, se ha determinado el rol de los
microorganismos asociados a las plantas como actores
fundamentales de los ciclos biogeoquimicos globales

(Philippot, Hallin, Bérjesson, & Baggs, 2009).

Las plantas presentan una gran diversidad de
microorganismos asociados, tanto en su superficie
(ectosfera) como en su interior (endosfera). Muchos
de estos microorganismos son realmente benéficos y
determinan el desarrolloy el estado fisiolégico de estas,
ya que mejoran la captura de nutrientes y aumentan su
disponibilidad, producen compuestos que estimulan
el crecimiento de las plantas (hormonas, amino4cidos
y vitaminas), promueven la biodiversidad, activan los
mecanismos de defensa contra fitopatégenos —via
quorum sensing (AHLs) o via resistencia sistémica
inducida (1sR)— vy les confieren resistencia a las
plantas frente al estrés bidtico y abidtico (Berg &
Smalla, 2009; Bulgarelli, Schlaeppi, Spaepen, Ver
Loren van Themaat, & Schulze-Lefert, 2013; De
Carvalho et al., 2016; Lugtenberg & Kamilova, 2009;

Mendes et al., 2015; Vandenkoornhuyse, Quaiser,
Duhamel, Le Van, & Dufresne, 2015).

De este modo, las plantas y su microbiota asociada
pueden ser consideradas como una sola entidad, es
decir, como un holobionte, término acufiado por Lynn
Margulis en 1991 (Mann, 1991), e incluso referido por
Charles Darwin en sulibro The Variation of Plants Yand
Animals Under Domestication (1868, p. 204) (Darwin,
2010). Los holobiontes son entidades compuestas
por el hospedero y por todos sus microorganismos
simbidticos, entre ellos, a) los que afectan el fenotipo
del holobionte y han coevolucionado con el hospedero,
b) los que afectan el fenotipo del holobionte, pero no
han coevolucionado con el hospedero y ¢) aquellos

que no afectan en absoluto el fenotipo del holobionte

(Theis et al., 2016).

Los microorganismos del ambiente no forman parte
del holobionte y son analizables metagenémicamente.
Los microorganismos se pueden transmitir horizontal
o verticalmente y pueden ser residentes permanentes
o solo visitantes del hospedero. Por esta razdn, los
fenotipos del holobionte pueden cambiar en el tiempo
yenelespacioenlamedidaen quelos microorganismos
entren y salgan de este. En consecuencia, la aptitud de
la planta no debe ser definida solamente por ella en
cuanto individuo, sino también por la microbiota que

la acompana (Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Dada la complejidad de esta simbiosis no solo se ha
ampliado la definicién de holobionte, sino que, a su
vez, se han creado terminologias que constituyen un
vocabulario y un marco mds amplio para referirse a
la biologia del hospedero a la luz del microbioma. Un
ejemplo de ello es el término hologenoma, que hace
referencia a los genomas del huésped y a los de todos
sus microorganismos en cualquier momento dado,
con sus genomas y genes individuales que ejercen las
mismas tres formas de interaccién hospedero-simbionte

mencionadas anteriormente (Theis et al., 2016).

En el pasado, el estudio de las comunidades
microbianas dependié del aislamiento y cultivo

de los microorganismos alli presentes, forma en la
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cual se definié su funcién y estructura filogenética.
Recientemente, solo gracias a los avances en
metagendmica, ha empezado a ser estudiado el rol
de la comunidad microbiana total (microorganismos
cultivables y no cultivables) y sus interacciones.
Microbioma significa pequefio bioma o ecosistema que
comprende todos los microorganismos presentes en
un medio determinado, sus genes y las interacciones

medioambientales.

Si consideramos que cada planta se puede dividir
en diferentes microambientes, por ejemplo, la
rizosfera (raiz), la filosfera (hoja), la antosfera
(flor), la espermosfera (semillas) y la carposfera
(fruta), y que dentro de estos se pueden diferenciar
los tejidos internos y la superficie exterior, habria
muchos microambientes inexplorados. Todos estos
proporcionan las condiciones bidticas y abidticas
especificas para la vida microbiana, la cual, a su vez,
tiene una funcién especifica en relacién con la planta

hospedera.

El microbioma vegetal se ha considerado como
uno de los factores determinantes en la salud y
productividad de las plantas (Berendsen, Pieterse,
& Bakker, 2012; Bulgarelli et al., 2013; Lebeis,
Rott, Dangl, & Schulze-Lefert, 2012). Se ha de-

mostrado el potencial de la manipulacién del

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

microbioma para estimular la germinacién de las
semillas, el crecimiento de las plantas y la resistencia
a condiciones de estrés (Berg, Rybakova, Grube, &
Kéberl, 2016). También se han obtenido efectos
positivos en la salud de las plantas, particularmente,
en el control biolégico de enfermedades (Berendsen et
al.,, 2012; Berg, 2009; Berg, Zachow, Miiller, Philipps,
& Tilcher, 2013; Leveau, 2007; Mendes, Kuramae,
Navarrete, Van Veen, & Tsai, 2014; Mendes et al.,
2011). Esto ha llevado a la reduccién de los insumos
quimicos (Adesemoye, Torbert, & Kloepper, 2009)
y ha permitido estudiar el impacto y el riesgo de la
aplicacién de los indculos microbianos (Scherwinski,

Grosch, & Berg, 2008).

Asi mismo, se han demostrado efectos positivos
en la reduccién de las emisiones de gases de efecto
invernadero (Singh, Bardgett, Smith, & Reay, 2010)
y se ha logrado aumentar la produccién agricola
(Bakker, Manter, Sheflin, Weir, & Vivanco, 2012).
Sin embargo, es necesario desarrollar mis estudios
pricticos, que resultan clave para entender la
organizacién y la funcién de la comunidad microbiana
total en las plantas y, asi, ampliar la visién sobre su
funcién y utilizacién para mejorar la produccién
agricola. En este capitulo mostraremos la relevancia
de los estudios del microbioma y su aplicacién en el

control bioldgico de patégenos de plantas.

Contexto histérico: del microbioma humano

al microbioma de plantas y su aplicacion en la agricultura

Con el fin de construir el mapa genético de todos los
microorganismos que habitan el cuerpo humano, en
2007 un consorcio de investigadores de mis de 80
centros de investigacion de Estados Unidos, liderados
por el Instituto Nacional de Salud de este pais (N1H,
por su sigla en inglés), iniciaron el Proyecto del
Microbioma Humano (HMp, por su sigla en inglés).
Este proyecto permitid estudiar, durante cinco afos,
las comunidades microbianas que viven en y sobre
nuestros cuerpos, gracias al aprovechamiento del
desarrollo alcanzado y de los bajos costos de las
técnicas de secuenciacién de genes, asi como del uso

de aproximaciones de metagenémica.

Como resultado de este trabajo, se obtuvo un catdlogo
del material genético de bacterias, virus y otros
microorganismos tomados de distintas partes del
cuerpo de hombres y mujeres (e incluso de materia
fecal, para estudiar los microorganismos del tracto
digestivo). Todos estos resultados se encuentran
publicados en una serie de articulos en Nature y en
revistas de la Biblioteca Publica de Ciencia (PLoS,
por su sigla en inglés) (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). Ademds del catdlogo, este
proyecto contribuyé ala definicién de las funciones de
estas comunidades microbianas en la salud humana

y en la enfermedad (Human Microbiome Project
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Consortium, 2012), lo cual no solo proporcioné
un marco de referencia para nuevos estudios e
investigaciones en humanos, sino que orientd el
estudio de microbiomas en plantas (Turner, James,
& Poole, 2013), con su consecuente enfoque en la
agricultura (Berg et al., 2013; Berg, Grube, Schloter,
& Smalla, 2014c; Busby et al., 2017).

Para comprender el estudio del microbioma de plantas
y sus aplicaciones en la agricultura, es necesario hablar
del microbioma humano. De acuerdo con el estudio
realizado por Sender, Fuchs y Milo (2016), basado
en el llamado “hombre de referencia” (varén tedrico
de entre 20 y 30 afios, con un peso de 70 kilogramos
y 170 centimetros de altura), todo ser humano
presenta 38 billones de bacterias, la mayor parte
de las cuales se encuentran localizadas en el colon;
mientras que el cuerpo humano estd conformado
por 30 billones de células aproximadamente, lo
cual evidencia una proporcién de 1,3:1. El peso de
los 38 billones de bacterias (3,8 x 10'%), asi como el
peso de células contribuyen a los 70 kilogramos de
la persona de referencia, de los cuales los 30 billones
de células (3 x 10') pesan 47 kilogramos, el 25%
procede del liquido extracelular y otro 7 % son sélidos
extracelulares. El 75% de esta masa se debe a solo
dos tipos de células: los adipocitos que forman la
grasa y las células musculares (Sender et al., 2016).
En las mujeres, la proporcién de bacterias frente a
células humanas se incrementa un tercio con respecto
a la de los hombres (Sender et al., 2016). Estos
microorganismos en general no son perjudiciales, por

el contrario, son esenciales para mantener la salud

(Sender et al., 2016).

La composicién del microbioma tiende a estar definida
por el sitio del cuerpo, el cual genera diferentes
presiones de seleccién (Human Microbiome Project
Consortium, 2012). El microbioma puede iniciarse
desde el nacimiento (Palmer, Bik, DiGiulio, Relman,
& Brown, 2007) e incluso estar influenciado por
la microbiota procedente de la vagina (Ravel et
al,, 2011) o de la piel de la madre, segin la via de
nacimiento (Dominguez-Bello et al., 2010). La
acumulacién de otros organismos contintia durante
la infancia y la nifiez, como se ha demostrado con
estudios del intestino (Yatsunenko et al., 2012) y
del tracto respiratorio (Cardenas et al., 2012). Estos

estudios, asi como las diferentes iniciativas derivadas

del uMmp, buscan incrementar la comprensién de la
relacién entre la composicién del microbioma y la
salud humana, lo cual incluye las respuestas a los
medicamentos (Haiser et al., 2013), la susceptibilidad
a infecciones, a enfermedades crénicas (Tang et al,,
2013) y al empleo de neuroquimicos y su influencia

en el comportamiento humano (Lyte, 2013).

Con respecto a las plantas, sus microbiomas también
contienen diverso acervo genético y funcional,
compuesto por virus, procariotas y eucariotas, los
cuales estin asociados con varios héibitats en una
planta hospedera. Estos microbiomas varfan en todo
sentido: de un organismo a otro (plantas individuales),
de un drgano especifico a otro (raices, hojas, brotes,
flores, semillas, etc.), y de una zona de interaccién
(entre las raices, por ejemplo) a otra (los alrededores
del suelo, como la rizosfera) (Rout & Southworth,
2013). Ademids, los microbiomas estin en relacién
directa con el desarrollo y la salud de la planta, ya que
favorecen la absorcién y disponibilidad de nutrientes
necesarios para el crecimiento vegetal (Elser et al,
2007; Friesen et al., 2011; Ortiz, Armada, Duque,
Roldin, & Azcén, 2015), la fenologia (Wagner et
al., 2014) y también pueden defender de manera
muy eficaz a su hospedero del ataque de organismos
patégenos (Busby, Peay, & Newcombe, 2016; Mendes
et al., 2011; Santhanam et al.,, 2015; Selosse, Bessis,
& Pozo, 2014).

Es asi como hay una gran analogia funcional entre
nuestro sistema digestivo y la raiz de una planta.
Ambos son ecosistemas eucariotas esenciales para
la absorcién de nutrientes por parte del organismo
que los posee y que alberga un conjunto de micro-
organismos con una relacién de simbiosis tanto
mutualista como comensal (Bernal, 2016). De hecho,
por la gran cantidad y variedad de microorganismos
en la rizosfera, esta podria considerarse como un

segundo genoma de la planta.

Diversos estudios en las wltimas décadas han
demostrado que el estudio de las interacciones
planta-microorganismos y humano-microorganismos
no solo son cruciales para una mejor comprensién
del desarrollo vegetal y animal, sino también para la
produccidén agropecuaria sostenible y para la salud
humana, respectivamente. Igualmente, la interaccién

del microbioma de la planta y del microbioma
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humano estd estrechamente relacionada, ya que
el de las plantas, ademds de influenciar positiva o
negativamente el rendimiento de estas, puede afectarla
salud humana: la puede mejorar (Blaser, Bork, Fraser,
Knight, & Wang, 2013) o la puede afectar con brotes
de enfermedades infecciosas por la transferencia de

posibles patégenos (Van Overbeek et al., 2014).

Aunque los microorganismos de la rizosfera han
sido estudiados en relacién con la presencia de
fitopatégenos y de microorganismos benéficos
para las plantas, se les ha prestado menor atencién
a los patégenos humanos que se encuentran en la
rizosfera. Al respecto, algunos reportes describen
la proliferacién de bacterias patdgenas humanas
en los tejidos vegetales (Tyler & Triplett, 2008).
Tal es el caso de los estudios realizados por Kaestli
et al. (2012), quienes reportan que Burkholderia
pseudomallei, causante del muermo o melioidosis de
equinos y de humanos —enfermedad endémica del
Sudeste Asidtico y Australia, y presente también en

Brasil— se alberga en tejidos de gramineas.

Teplitski, Warriner, Bartz y Schneider (2011)
reportan que algunos fitopatdgenos facilitan el
ingreso de patégenos humanos a las plantas, mientras
que algunas bacterias asociadas con el biocontrol de
enfermedades producen antibiéticos o compiten por
nutrientes, de forma tal que inhiben la adherencia y
colonizacién de los tejidos vegetales por patdgenos
humanos tales como Salmonella y formas virulentas
de Escherichia coli. Las interacciones y ciclos de vida
de los patégenos humanos en las plantas (Barak
& Schroeder, 2012), asi como los mecanismos
moleculares y las circunstancias ecoldgicas que
conducen a saltos en el rango de existencia de
hospederos (Van Baarlen, Van Belkum, Summerbell,
Crous, & Thomma, 2007), confirman que la visién
de un microorganismo limitada a un solo sistema,
sea vegetal o animal, ha impedido considerar la
naturaleza de este en términos de la gama completa

de sus posibles interacciones (Holden, Pritchard, &

Toth, 2009).

El potencial hologenémico del microbioma asociado
a la planta representa un inmenso reservorio sin
explotar, que puede mejorar las funciones del
hospedero enriqueciéndolo con microorganismos

que se asocien a él. Por esta razén, la integracién

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

de microbiomas benéficos en los sistemas agricolas
ofrece la posibilidad de mejorar en gran medida la
eficiencia de la produccién vegetal (Bakker et al,
2012; Busby et al,, 2017; Mueller & Sachs, 2015;
Nogales et al., 2016; Schlaeppi & Bulgarelli, 2014;
Wagner et al., 2014). Sin embargo, se recomienda
que, cuando el objetivo sea el beneficio de la planta 'y
de la agricultura, se estudie y se acttie primero a partir
de cepas individuales, para luego pasar a consorcios

microbianos, hasta llegar finalmente a todo el

microbioma (Busby et al., 2017).

La coordinacién del estudio de microbiomas de
plantas en un contexto agricola ha sido impulsada
por diferentes asociaciones cientificas, iniciativas y
proyectos internacionales (Alivisatos et al, 2015;
Gilbert, Jansson, & Knight, 2014; Phytobiomes,
2016; Reid & Greene, 2013; Stulberg et al., 2016). A
través de estas iniciativas, se han encontrado brechas
de conocimiento y prioridades de investigacidn
en el drea de microbiomas de plantas con metas
altamente especificas: acelerar la integracién de
los microorganismos asociados a las plantas en la
agricultura sostenible, involucrar a los agricultores
desde el inicio del proceso (Busby et al, 2017;
Cook, 2007) y buscar la estandarizacién de los
procedimientos de colecta, procesamiento y analisis

de datos.

Es asi como, recientemente, Busby y colaboradores
(2017) plantearon cinco prioridades de investigacién
en microbiomas agricolas orientadas a acelerar la
capacidad para disefiar e implementar manipulaciones
efectivas de microbiomas agricolas y estrategias de
manejo que beneficien tanto a los consumidores
como a los productores. Estas prioridades son las

siguientes:

1. Desarrollar sistemas modelo de microbioma-
hospedero para plantas cultivadas y plantas no
cultivadas con colecciones de cultivos microbianos
asociados y genomas de referencia. Para esto, se
requieren esfuerzos coordinados que permitan
el establecimiento de repositorios y bases de
datos curadas que conduzcan a dilucidar las
interacciones planta-microbioma y a establecer
una base de conocimientos necesaria para una
innovacidén sostenible y una agricultura de alto

rendimiento.
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2. Definir microbiomas y metagenomas ntcleo en
dichos modelos, que ayuden a identificar los
microorganismos asociados a las plantas que debe-
rdn ser priorizados para investigacién. La definicién
del microbioma-niicleo permitird refinar el enfoque
sobre taxones estables que tengan una mayor
probabilidad de influir en el fenotipo del hospedero

y de responder a desafios ambientales especificos.

3. Elucidar las reglas del ensamblaje y la resiliencia de
microbiomas. Para esto es esencial determinar las
condiciones bajo las cuales los microorganismos
se asocian en comunidades, sin perder de vista la
complejidad de estas y la ecologia de los micro-
organismos asociados a las plantas. Ademads, es
importante considerar el método de inoculacién y la
capacidad de colonizacién o resiliencia de la comu-
nidad, la cual dependerd del medioambiente y de
factores abidticos (temperatura, luz, acidez, nutrien-
tes y disponibilidad de agua) y bidticos (competen-

cia, depredacién, parasitismo y mutualismo).

4, Determinar los mecanismos funcionales de las
interacciones planta-microbioma. Para esto, se
requiere de un conocimiento profundo de los
aspectos funcionales y de los mecanismos de
las interacciones entre los microorganismos, las
plantas, el ambiente y las pricticas de manejo
agricola. Se requiere aqui de avances significativos

técnicas  de

en enfoques experimentales,

caracterizacién avanzada y modelizacién (Lebeis,

2015; Widder et al., 2016).

5. Caracterizar y refinar las interacciones entre el
genotipo de la planta x, el ambiente x, el microbioma
X y sus interacciones. Esto representa un gran reto
para el disefio de tratamientos de microbiomas que
sean resistentes a la tremenda variabilidad ambiental
presente y que tengan capacidad competitiva con

respecto a la comunidad microbiana circundante, la

cual puede variar dristicamente entre las fincas o
localidades, en la respuesta a las pricticas de manejo
agronémico (Soman, Wander, & Kent, 2017) y
segiin el cambio climitico (Barnard, Osborne, &

Firestone, 2013; DeAngelis et al., 2015).

Gracias a una iniciativa y esfuerzo en conjunto de
investigadores apoyados por la Sociedad Americana
de Fitopatologia (aps, por su sigla en inglés), en 2013
se creé una hoja de ruta para la investigacién y la
aplicacién en el campo llamada Phytobiomes (traducido
del inglés como Fitobiomas). Este proyecto surgié
como respuesta al incremento global en las demandas
de alimentos, forrajes y fibra, y a un mundo vulnerado
por eventos de cambio climitico extremo, que ha
ido dejando y dejard en un futuro no muy lejano
pocas tierras cultivables, insumos insostenibles de
fertilizantes, disponibilidad incierta de agua y bajos
rendimientos de los cultivos (Phytobiomes, 2016).

En esta hoja de ruta se describe un plan estratégico
para adquirir conocimiento de lo que constituye un
agroecosistema saludable, productivo y sostenible,
y para traducir ese conocimiento en herramientas
nuevas y poderosas que entren a formar parte de las
estrategias de manejo de cultivos. Esto podria lograrse
a través de una comprensién de las redes que resultan
delasinteracciones entre las plantas, su entorno (suelo,
aire, agua y clima) y las comunidades complejas de

organismos (macro- y micro-) (Phytobiomes, 2016).

Hoy en dia, los avances conceptuales y tecnoldgicos
en diversos campos de investigacién —como las
ciencias émicas, la biologfa de sistemas, la ecologia
microbiana, la ciencia de datos y los sistemas de
manejo de cultivos de precisién— estdn posicionando
a los investigadores para lograr grandes avances en la
caracterizacién, andlisis y manejo de fitobiomas como
sistemas integrados (Leach, Triplett, Argueso, &
Trivedi, 2017; Phytobiomes, 2016).

¢Por qué estudiar el microbioma?

En los tltimos afios, el estudio del papel desempefiado
por las comunidades asociadas a las plantas ha ganado
un enorme interés en el drea agricola, debido a la

creciente evidencia de que estas comunidades pueden

afectar el desarrollo, productividad y resiliencia de
los cultivos (Berg et al., 2013; Bulgarelli et al., 2013;
Mendes et al, 2014). Incluso, algunos estudios
recientes muestran que el microbioma puede tener
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un efecto directo en la fenologia de las plantas, tal
como se describe en el trabajo con Boechera stricta
(Wagner et al., 2014), en el que se demuestra que los
microorganismos asociados a la raiz tienen un efecto
directo sobre el tiempo de floracién. También en
estudios de trasplante de microbioma de raiz entre
especies estrechamente relacionadas como Arabidopsis
thaliana y Brassica rapa, se generaron cambios en el
tiempo de floracidn de la planta receptora, los cuales
resultaron similares a los observados en la planta
donadora (Panke-Buisse, Poole, Goodrich, Ley, &
Kao-Kniffin, 2015).

Asi, pues, la manipulacién del microbioma vegetal
podria llevar al desarrollo de tecnologias y practicas
agricolas mds sostenibles: control de enfermedades
(Andrews, 1992; Bloemberg & Lugtenberg, 2001),
aumento de la produccién agricola (Bakker et al,
2012), disminucién en el uso de los insumos quimicos
(Adesemoye et al., 2009) y reduccién de las emisiones
de gases de efecto invernadero (Singh et al., 2010).

Un factor importante para la consolidacién de los
estudios del microbioma de las plantas y su potencial
para el uso agricola ha sido la disponibilidad de
nuevas herramientas como la secuenciacién masiva
de apn. Estas tecnologias han permitido, de forma
efectiva y econdmicamente viable, realizar estudios
independientes de cultivo de las comunidades
establecidas en los distintos tejidos. También
han permitido establecer qué microorganismos
estin presentes en los tejidos de las plantas (p. ej.,
secuenciacién de genes marcadores moleculares),
cudles son sus posibles funciones (p. ej., genomas,
metagenomas) y cOmo expresan estas funciones
frente a distintas condiciones ambientales (p. ej.,

transcriptomas y metatranscriptomas).

El uso de estas nuevas herramientas para el estudio
del microbioma tiene el potencial de impactar en la
deteccién de nuevos organismos para el control y en
el seguimiento de los bioproductos y su efecto en
campo (Berg et al., 2013). El efecto de los desarrollos
tecnoldgicos en el estudio del microbioma de plantas
se ve reflejado en el creciente nimero de publicaciones
sobre el tema: mientras que en el periodo 2008-2010
se publicaron alrededor de 50 articulos cientificos
relacionados con los términos “microbiomas de
plantas’, en el periodo 2014-2016 se han publicado

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

mds de 600 (Google Académico, s. f.). Esto muestra
el enorme interés en explorar, identificar, entender y
aprovechar los microbiomas como una nueva fuente
de diversidad genética y funcional para mejorar la

productividad agricola.

Los fitobiomas, una nueva
alternativa para la agricultura

El fitobioma estd compuesto por plantas, su
medioambiente y diversos organismos macro- y
microscépicos que interactan e influyen en la salud
y productividad de las plantas. Estos organismos
forman redes complejas que se establecen y se regulan
a través del ciclo de los nutrientes, la competencia, el
antagonismo y la comunicacién quimica mediada por
una diversa gama de moléculas de sefializacién. La
integracién del conocimiento de los mecanismos de
sefializacidn, de los miembros del fitobioma y de sus
redes conducird aunanueva comprensién delafuncién
e importancia de estas sefiales en el ecosistema. Tal
entendimiento podrd conducir a nuevas estrategias
biolégicas, quimicas y de fitomejoramiento dirigidas
a optimizar la salud y la productividad de los cultivos.

Especificidad del microbioma
en los distintos tejidos

Una de las observaciones interesantes derivada de los
estudios de diversidad molecular es que los distintos
6rganos de las plantas —por ejemplo, la rizosfera
(raices),lafilosfera (lazonaaérea),laendosfera (tejidos
internos) y la carposfera (frutos)— estdn colonizados
por microorganismos y que distintos tejidos
parecen favorecer el reclutamiento de comunidades
microbianas distintas. Las comunidades bacterianas
son abundantes en los distintos tejidos de la planta,
por ejemplo, se ha estimado que existen de 10° a 107
células/cm? en la superficie de las hojas y de 10° a
10° células/g en la rizosfera (Whitman, Coleman, &
Wiebe, 1998). Estos ensamblajes de comunidades
no son producto del azar, sino que parecen estar
determinados por la anatomia de las hojas y raices y
por la produccién de exudados en estos tejidos (Berg

etal., 2016).
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La rizosfera se caracteriza por su elevada abundancia de
comunidades microbianas (Berg, Eberl, & Hartmann,
2005) y es tal vez uno de los ambientes més estudiados,
en especial, porque los microorganismos presentes en
la raiz promueven un mejor aprovechamiento de los
nutrientes y pueden afectar positivamente la salud de
la planta evitando el desarrollo de enfermedades. Una
de las caracteristicas interesantes de la rizosfera es su
capacidad de reclutar del suelo especies microbianas
especificas. Esta seleccidn especifica de microorganis-
mos ha sido demostrada con metodologias como el
enriquecimiento isotépico (Haichar et al., 2008) y la
comparacién por secuenciacién de 16S rARN de las
comunidades microbianas. Tales metodologias han
indicado que la accién combinada de las interacciones
microorganismo-microorganismo y microorganismo-
hospedero estimula la diferenciacién de la microbiota
en la interfaz raiz-suelo e impulsa el establecimiento de
la microbiota de la raiz, a través de procesos fisiolégicos
especificos de la biota del suelo circundante (Bulgarelli
et al, 2012; Lundberg et al., 2012).

De igual forma, la localizacién espacial de los
microorganismos en la raiz y su relacién con la
distribucién de nutrientes ha sido demostrada
por microscopia, con metodologias como FISH o
hibridacién fluorescente in situ (Bulgarelli et al.,
2012; Lundberg et al., 2012; Ofek, Hadar, & Minz,
2012). Esta co-localizacién de nutrientes sefala que
las asociaciones entre la raiz y los microorganismos
se dan por comunicacidén quimica, en la que estin
involucradas la acumulacién de mucilago y de
exudados de metabolito secundario con la capacidad
de atraer o repeler microorganismos (Badri &

Vivanco, 2009) e, incluso, mecanismos de defensa

(Doornbos, Van Loon, & Bakker, 2012).

Estos mecanismos de comunicacién y de recluta-
miento del microbioma parecen ser particulares
de cada especie, como se observd en estudios
comparativos de la diversidad de la rizosfera de dos
plantas medicinales, cultivadas en suelos adyacentes
con las mismas condiciones. En dicho estudio, a pesar
de la proximidad de las plantas, se encontré hasta
un 30 % de diferencias en la diversidad microbiana
asociada a la raiz, al igual que diferencias funcionales
en los organismos colonizadores del tejido (Kéberl,
Schmidt, Ramadan, Bauer, & Berg, 2013). Ademais

de la importancia para la planta, se sabe que las

comunidades de microorganismos en la rizosfera
también son importantes para los ecosistemas
terrestres, ya que catalizan procesos como la fijacién de
carbono, que es fundamental para el funcionamiento
y ciclo de los nutrientes (Berg et al., 2014c).

En comparacién con la rizosfera, la abundancia
microbiana en la filosfera es menor. Esto se debe a
que las hojas son un ambiente mas dindmico, con un
menor tiempo de vida que las raices, un menor nimero
de nutrientes y una mayor exposicién a cambios de
humedad, radiacién y temperatura (Vorholt, 2012).
Las hojas tienen diferentes estrategias y estructuras
que afectan la colonizacién microbiana, como
las capas de cera y la produccién de compuestos
secundarios, que tienen efecto antimicrobiano
(Berg et al., 2016). Tal vez por la presencia de estas
estructuras, la escasez de recursos y la variabilidad de
las condiciones, la colonizacién de las superficies de
las hojas se da en grupos pequefios de agregados, los
cuales se forman principalmente en las uniones de las

células epidérmicas, a lo largo de las venas y en las
bases de tricomas (Lindow & Brandl, 2003).

La colonizacién y establecimiento del microbioma
de la filosfera estd determinado por las condiciones
ambientales y bioldgicas. Un estudio realizado en el
periodo de crecimiento (julio-agosto) de los cultivos
de frijol, soya y canola muestra que durante esta etapa
las variables climatolégicas de las estaciones influye-
ron en la composicién y maduracién del microbioma
de la filosfera (Copeland, Yuan, Layeghifard, Wang, &
Guttman, 2015). Al principio, su composicién se vio
fuertemente influenciada por los microorganismos
del suelo, sin embargo, a medida que transcurri6 la
temporada, la comunidad se volvié menos diversa y
mds especifica, con la presencia de microorganismos
de la familia Methylobacteriaceae, encontrados

comunmente en la filosfera.

Otro estudio reciente, esta vez en 57 especies de
drboles en bosques neotropicales, muestra la relacidén
de la microbiota asociada a la filosfera con los atributos
biolégicos de los 4rboles (Kembel et al.,, 2014). En
dicho estudio, se encontré relacién entre la estructura
del microbioma y variables como la fisiologia de la
planta, la relacién evolutiva, la densidad de la madera,
la densidad de la hoja y las concentraciones de

nitrégeno y fésforo en las hojas. Entre estos atributos,
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la concentracién de nitrégeno y fésforo es la que parece
tener un mayor efecto sobre el microbioma. Esto se
debe posiblemente a que tales valores representan
una medida de la estrategia de toma y retencién de
nutrientes por parte de la planta, lo cual se refleja en
la estructura de las hojas y afecta la composicién de
la microbiota. Lo anterior muestra la complejidad de
las fuerzas que modulan el establecimiento del micro-
bioma de la filosfera y evidencian que es necesario
evaluar los factores bidticos y abidticos en futuros
estudios para dilucidar las fuerzas que determinan su

composicidn y dindmica.

Otra drea de trabajo en la investigacién de la micro-
biota es el estudio de los frutos o la carposfera. Debido
a la relacién directa con la produccidén agricola, el
estudio en este tema se ha venido desarrollando en
varias direcciones, desde su interaccién con insectos
plaga hasta su estudio para evitar pérdidas asociadas
ala infeccién por microorganismos que se desarrollan

durante los procesos de poscosecha.

Un estudio reciente en manzanas cosechadas evalué
la diversidad fungica de estas en distintas partes del
fruto y su relacién con las pricticas de manejo orgénico
y convencional (Abdelfattah, Wisniewski, Droby, &
Schena, 2016). En este estudio se evaluaron las frutas
poco después de su compra (T1) y después de dos
semanas de almacenamiento (T5). Los andlisis de
diversidad revelaron poblaciones significativamente
diferentes en las manzanas orginicas frente a las
convencionales, e incluso detectaron varios taxones
Ginicos exclusivamente en las manzanas orginicas, lo que
sugiere que las pricticas de manejo agrondémico pueden

ser un factor determinante de los taxones presentes.

Sin embargo, a pesar de estos resultados, solo se
revelaron pequefias diferencias en los dos tiempos
de evaluacién (T1 y T5), lo cual fue consistente en
todas las partes de la fruta investigadas (extremo del
cdliz, cdscara, extremo del vistago y carne herida). Los
resultados de este estudio representan un avance de los
conocimientos actuales sobre la microbiota de hongos
en tejidos de frutay muestran laimportancia del manejo
en la diversidad final del microbioma del fruto. Incluso,
dan a conocer alternativas de estudio interesantes para
el disefio de nuevas estrategias de control que modulen
el establecimiento de un microbioma controlador de

enfermedades de poscosecha.
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El microbioma
en el control biolégico

A pesar de la ubicuidad de los microbiomas asociados
alos distintos tejidos y a su posible rol en la salud de las
plantas, la mayoria de los estudios en control biolégico
se han enfocado principalmente en el entendimiento
de interacciones simples, planta-patdgeno, planta-
patdgeno-agente controlador. Aunque estas aproxi-
maciones han permitido entender multiples meca-
nismos de control de enfermedades y seleccionar
microorganismos, omitir la influencia del resto de
la comunidad microbiana puede sesgar la aplicacién
6ptima de estos bioproductos. Por ejemplo, una de las
grandes limitantes de los biocontroladores es la baja
reproducibilidad de los resultados cuando se aplican
en distintos lugares. Varios autores sugieren que gran
parte de esta variabilidad se debe precisamente a que
no se conoce sila microbiota local de las plantas afecta
de forma positiva o negativa la respuesta de los agentes
biocontroladores (Massart, Martinez-Medina, &
Jijakli, 2015). Entender el efecto del microbioma en
la planta puede ayudar a privilegiar el uso de agentes
biolégicos sobre el de compuestos quimicos (muchas

veces nocivos para el medioambiente).

Se han propuesto varias aproximaciones que permi-
tirfan aprovechar el uso del conocimiento del micro-
bioma en el drea de control biolégico. Una estrategia
de prevencién busca esclarecer si las interacciones
microbiota-patégeno-planta (es decir, la competencia
por nutrientes y espacio, la antibiosis y la estimulacién
de la respuesta sistémica del hospedero) pueden
suprimir la proliferacién de patégenos (Berg et al,
2016). Por ejemplo, muchos patégenos bacterianos
foliares colonizan las superficies de las plantas antes de
la infeccidn, y el tamafio de las poblaciones resultantes
se correlaciona con la severidad de la enfermedad.
Esto sugiere que un microbioma compuesto por
poblaciones competidoras en la filosfera puede reducir
el establecimiento y colonizacién del patégeno, y

favorecer, asi, la proteccién de las plantas.

Uno de los casos mds relevantes en la prevencién de
las enfermedades es el de la supresién del desarrollo
de patdgenos en ciertos suelos denominados supresivos
(i.e., que impiden el desarrollo de enfermedad). Tales

suelos han sido reportados alrededor del mundo, con
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una clara evidencia de la contribucién de la microbiota
en los resultados. Existen principalmente dos tipos
de supresividad: la supresividad general, debida al
efecto de la biomasa total de microorganismos, y la
supresividad especifica, debida a la accién especifica
de poblaciones de microorganismos (Weller,
Raaijmakers, Gardener, & Thomashow, 2002). Esta
tltima, es de gran interés en el control biolégico,
ya que la identificacién de estas poblaciones, el
entendimiento de sus funciones e interacciones y la
recuperacion de estas comunidades pueden emplearse
para reducir la severidad de las enfermedades en los
cultivos. Los mecanismos de supresividad especifica
incluyen la interaccién de supresién directa sobre un
patdgeno (en el que los microorganismos del suelo
inhiben el establecimiento de este) y la supresividad
indirecta (en la que el microbioma estimula el sistema
inmune de la planta) (Lugtenberg, Chin-A-Woeng,
& Bloemberg, 2002).

La existencia de suelos con comunidades supresoras
ha sido reportada para multiples cultivos (papa y
manzana, por ejemplo), desde mediados del siglo
pasado. Algunos estudios en papa reportaron la
presencia de agentes atenuadores de la enfermedad
de la costra negra de la papa en suelos que llevaban
mucho mis tiempo de produccién que en aquellos
con menos de 15 afios (Menzies, 1959). En dichos
estudios se demostrd que, a través del tiempo, el suelo
desarrollaba supresividad a la enfermedad y que esta
desaparecia cuando el suelo era esterilizado, lo que

suponia una importante influencia bioldgica.

Dichos estudios fueron las primeras evidencias que
abrirfan la puerta para muchos otros trabajos que han
demostrado la importancia del factor microbiolégico
del suelo en el desarrollo de las enfermedades. Para
una revisién completa de la historia de la supresividad,
véase Weller et al. (2002). M4s recientemente, un
estudio en remolacha ha demostrado, por medio de
técnicas dependiente e independiente de cultivo, que
los microorganismos dela clase gamma-proteobacteria
presentes en la rizosfera conllevan una clara actividad
supresiva contra el patdégeno Rhizoctonia solani

(Mendes et al., 2012).

A pesar de la evidencia de la presencia de comunidades
supresivas, delimitar y aprovechar estas comunidades

implica importantes retos tecnoldgicos y de conoci-

miento, ya que es imposible poder recuperar en
cultivo estas comunidades complejas y megadiversas.
Por lo tanto, uno de los retos mds grandes es poder
identificar cudles organismos, dentro de la enorme
diversidad, son fundamentales y necesarios para
generar el efecto supresivo. La evidencia en Arabidopsis
thaliana sugiere que para desfavorecer o suprimir el
desarrollo de enfermedades no es necesaria la presencia
de todos los organismos de la comunidad, sino que
basta con la presencia de algunas especies clave para

ayudar a establecer los demds microorganismos

(Agler et al.,, 2016).

En la misma linea, algunos autores sugieren que
inocular microorganismos clave colaboradores (“cepas
auxiliares”) junto con los biocontroladores puede
aumentar la efectividad (Massart et al., 2015), ya
que las comunidades microbianas pueden influir
directamente en el desarrollo de antibiosis, para-
sitismo o competencia, pero también pueden tener
un papel indirecto al estimular las defensas de las
plantas o la supervivencia y la actividad de los agentes
biocontroladores. Una mejor comprensién del micro-
bioma también permitird identificar estas “cepas
microbianas auxiliares” que potencian la eficacia de

los agentes biocontroladores.

¢Qué son los fitobiomas?

Se denomina fitobioma al sistema conformado por
una planta, su medioambiente, sus micro- y sus
macroorganismos asociados. Estos organismos —que
pueden estar dentro, en la superficie o adyacentes
a las plantas— incluyen una gran diversidad de
microorganismos (virus, bacterias, hongos, oomicetos
y algas), animales (artrépodos, gusanos, nematodos
y roedores) y otras plantas (Phytobiomes, 2016). El
ambiente hace referencia al entorno fisico y quimico
(suelo, aire, agua y clima) que influye en las plantas 'y
sus organismos asociados (Phytobiomes,2016). Todos
estos componentes interactiian entre ellos, de modo
que influyen en la sanidad del suelo, en las plantas, en
el agroecosistema y en la productividad. Como resul-
tado de esta interaccidén, los organismos (macro- y
micro-) forman redes complejas que se establecen y
regulan a través del ciclo de los nutrientes, la compe-

tencia, la depredacién, la patogénesis, el mutualismo
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y la comunicacién quimica mediada por una diversa ~ miembros del fitobioma y de las redes que se originan

gama de moléculas de sefalizacién (Leach et al, entre ellos puede convertirse en una alternativa de

2017). Es asi como el conocimiento integrado de  estrategias de control, de mejoramiento de la sanidad
J

los mecanismos de sefializacién de cada uno de los  vegetal y de la productividad agricola (figura 4.1).

Microbioma
del ambiente

Microbioma

Microbioma

de la rizosfera foliar

4—— Patogenos

Biocontroladores

> Micro‘Bfidnia
““del suelo—

“PH, temb‘eratur_a, materiaafga Srotros

e
Figura 4.1. Interacciones del fitobioma con los factores fisicoquimicos del entorno.

Fuente: Elaboracién propia

Alejandro Caro-Quintero, Carolina Gonzalez, Alicia Balbin-Sudrez, Michael Wisniewski, Gabriele Berg, Kornelia Smalla, Alba Marina Cotes

269



270

Volumen 1. Agentes de control biolégico

¢Qué se conoce de los fitobiomas?

El conocimiento actual que se tiene sobre los
fitobiomas se hareunido a partir de las investigaciones
realizadas por cientificos de diferentes disciplinas,
entre ellos, fisidlogos de plantas, fitopatélogos y
entomélogos, que han elucidado las interacciones
existentes entre fitopatégenos y plagas, e incluso las
vias por las que estos manipulan las defensas de las
plantas. También los microbidlogos han realizado
aportes mediante la identificacion de las interacciones
benéficas que aumentan dramdticamente el acceso de

las plantas al agua, al nitrégeno utilizable y al fésforo

(Phytobiomes, 2016).

Por otra parte, la comunidad cientifica estd
avanzando rdpidamente en la comprensién del mi-
crobioma de la planta —componente prominente
de los fitobiomas—, gracias al rdpido desarrollo de
las ciencias dmicas y de los avances conceptuales en
este tema. Del mismo modo, los investigadores en
suelos han definido los procesos fundamentales para
la formacién de estos, de su fertilidad y del ciclo de
los nutrientes; mientras que los fitomejoradores, los
agrénomos y los cultivadores han establecido los
sistemas de produccién que han conducido a una
época de notable crecimiento agricola (Phytobiomes,
2016). Sin embargo, este crecimiento se ha visto
limitado por una escaza comprensién de los
fitobiomas. Entender cémo los fitobiomas se retinen,
funcionan e impactan la salud de las plantas y los
ecosistemas en su conjunto ampliard enormemente el

nimero de herramientas para el manejo de cultivos.

¢Cbémo es la comunicacién
en el fitobioma?

La comunicacién o interaccién dentro y entre los
organismos es la pieza clave que integra la funcién del
fitobioma. Algunas interacciones estin mediadas por
sefiales fisicas, tales como la vibracién o bloqueo de la
luz, pero la mayoria son de naturaleza quimica: lipidos,
péptidos, polisaciridos y metabolitos volitiles (Leach
et al., 2017). La comunicacién puede ocurrir a través
de la degradacién de sefiales, mimetismo o inhibicién

por parte de otros miembros de la comunidad, lo que

incluye plantas, bacterias, hongos e insectos (Leach et
al,, 2017). Las plantas producen sefiales emitidas en
radicales o exudados foliares que son percibidas por
otros miembros de la comunidad. Las plantas también
perciben sefiales de diversos miembros de la comunidad
que activan o mejoran las respuestas localizadas o

sistémicas y que culminan en cambios en su desarrollo,

salud y productividad (Leach et al., 2017).

Las interacciones bidticas de los fitobiomas mediadas
por senalizacién, antagonismo o cooperacién para
obtener recursos tienen importantes implicaciones
para las plantas. La conectividad inter-reino entre
las especies clave en las redes de fitobiomas puede
regular el ensamblaje de la comunidad y la aptitud de
las plantas (Agler et al., 2016). Esto ha comenzado
a aplicarse a la ecologia de la restauracién, donde se
ha demostrado que la inoculacién con microbiota de
suelo de diferentes ambientes sobre praderas para
restauracién influye en la composicién de las especies
de plantas que se inician alli (Wubs, Van der Putten,
Bosch, & Bezemer, 2016).

Un estudio a gran escala de la sucesién de praderas
después del abandono de los campos agricolas
demostré que los grupos existentes de biota del suelo
—Ila cual incluye hongos, bacterias, microartrépodos,
nematodos y plantas— estaban cada vez mis
conectados y eran cada vez mds eficientes en la captura
de carbono a través del tiempo, en especial, cuando
la composicién de las especies de plantas habia sido
casi la misma (Morrién et al., 2017). Vincular estas
relaciones bidticas con las vias de comunicacién que se
generan entre todos los organismos implicados, para
establecerlas y regularlas, es una estrategia que podria
beneficiar no solo la productividad de los cultivos,
sino también la resistencia de estos a las enfermedades

(Leach et al., 2017; Lehman et al., 2015).

El conocimiento que se tiene actualmente sobre

las comunicaciones entre los organismos que
conforman el fitobioma se ha basado principalmente
en la interaccién entre dos o tres miembros y se han
estudiado, en gran medida, a nivel de laboratorio
o invernadero. Sin embargo, el hecho de que las
sefiales puedan ser capturadas, modificadas o incluso
destruidas por otro miembro de la comunidad refuerza
la necesidad de un analisis a nivel de sistemas de

comunicacién dentro del fitobioma (Leach et al., 2017).
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De hecho, las predicciones de sefializacidn son cada vez
mds confiables, gracias a las tecnologias de punta y al
anilisis de proteomas, de metabolomas y ala biologia de
sistemas, que contribuyen a la comprensién de todo el

sistema y, por lo tanto, al mejoramiento de los cultivos.

A pesar de que se estdn descubriendo los diferentes
eventos de senalizacién que ocurren entre los miembros
del fitobioma, no es claro atn si las comunidades evo-

lucionan juntas para modular o compensar las sefales

Estudios de caso
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del otro, en beneficio de la mixima supervivencia de la
planta, ya que muchas de las senales que ocurren entre

los miembros son contradictorias y, a la vez, simultdneas.

Es por esta razén, que Leach et al. (2017), en su
revisién sobre la comunicacién en el fitobioma, afirman
que “una imagen a nivel de sistemas de eventos de
sefializacidn es necesaria para entender si las plantas
estin conduciendo una sinfonia de sefalizacién o

gritando en una multitud cacofénica’.

La composicion espacial de la comunidad fingica

asociada a la manzana: una herramienta para

el diseno de nuevas estrategias de control de enfermedades

Los frutos como la manzana son el habitat natural de
multiples hongos. En algunos casos, la colonizacién de
sus tejidos por parte de estos es imprescindible para
completar su ciclo de vida. Varios de estos hongos
pueden ser considerados como patdgenos y, en muchos
casos, son los causantes del deterioro de la calidad de
las frutas durante el proceso de poscosecha, razén
por la cual generan grandes pérdidas econdmicas.
No obstante, no todos los hongos residentes
en los tejidos generan deterioro o enfermedad,
incluso estos organismos pueden ser considerados
como benéficos, debido a que llegan a controlar el
desarrollo de enfermedades. Algunos endéfitos, como
Cryptococcus, por ejemplo, disminuyen la severidad de
las enfermedades que afectan el fruto. Por lo tanto,
entender las comunidades asociadas a los frutos, la
complejidad de las interacciones entre las poblaciones
microbianas, el tejido de la planta y los patdgenos
permite el desarrollo de alternativas para reducir las

pérdidas econdmicas durante el proceso de poscosecha.

Las pricticas de cultivo —ademds de afectar la
productividad y la calidad de los frutos— inciden enla
colonizacién y ensamblaje de comunidades. Algunos
estudios, como el de Camatti-Sartori et al. (2005),
han documentado el efecto del manejo orginico y
el convencional sobre las comunidades de hongos
enddfitos y filamentosos en manzanas. En el trabajo

de estos autores, el uso de técnicas convencionales de

cultivo de microorganismos permitié concluir que el
manejo orgdnico favorece un mayor establecimiento
de hongos endofiticos. No obstante, un mejor
entendimiento del efecto de las practicas de cultivo
sobre el ensamblaje de las comunidades microbianas
asociadas a los frutos como la manzana requiere
de estudios que permitan muestrear la diversidad
total de la comunidad por medio de metodologias

independientes de cultivo.

En este contexto, se presenta como estudio de caso
el trabajo realizado en manzanas por Abdelfattah
et al. (2016), quienes demuestran la utilidad de las
herramientas independientes de cultivo para entender
las interacciones de las comunidades y el efecto de las
practicas de cultivo sobre la diversidad y distribucién

espacial de los microbiomas de las manzanas en anaquel.

En este estudio se evaluaron manzanas Red Delicious
con distintos tipos de manejo (convencional y
organico), obtenidas de un mercado local en el estado
de Washington (Estados Unidos). Las frutas fueron
procesadas el dia 1 y 5 de la compra, separando tres
tejidos, el cdliz (cg), el pedinculo (sg) y la zona
ecuatorial de la fruta (figura 4.2a). La zona ecuatorial
de la fruta se subdividié en otros dos tejidos: el
mesocarpio, donde se generé una herida artificial
(we), y la piel de la fruta (pE). Se realizaron réplicas

bioldgicas y los tejidos fueron liofilizados.

Alejandro Caro-Quintero, Carolina Gonzalez, Alicia Balbin-Sudrez, Michael Wisniewski, Gabriele Berg, Kornelia Smalla, Alba Marina Cotes

271



272

Volumen 1. Agentes de control biolégico

2/

SE (pedunculo) I cryptococcus
B Penicillium
PE (exocarpo, piel) Alternaria

B Vvycosphaerella

. . B cladosporium
WF (tejido herido)

Didymella
I Malassezia
CE (calix)
Otros
Composicion de la microbiota Otros
@ Thaumarchaeota

i

Rizosférico Circundante Rizosférico Circundante B Actinobacteria

Planctomycetes

Cyanobacteria/Chloro
B Gemmatimonadetes
Firmicutes
- Verrucomicrobia
B Bacteroidetes

Acidobacteria

| . Proteobacteria

Suelo supresivo

Aislamiento y seleccion de microorganismos

XY

Evaluacion de consorcios microbianos

ggg @ at

Tratamiento patdgeno + microorganismos Tratamiento patdgeno Tratamiento control

B

Figura 4.2. Estudios de caso de microbiomas como herramienta para el disefio de nuevas estrategias de biocontrol.
a. Estudio de la microbiota asociada a los frutos de manzana, importancia de las distintas partes del fruto que
albergan comunidades de hongos patogénicos (p. ej., Alternaria) e identificacién de posibles biocontroladores
(p- ¢j., Cryptococcus); b. Estrategia de control de patégenos de uchuva basada en el estudio del microbioma a partir de
la identificacién de suelos supresivos, de técnicas independientes de cultivo y de aislamiento, y del uso de consorcios
microbianos para el control del marchitamiento vascular producido por Fusarium oxysporum.

Fuente: Elaboracién propia

Capitulo 4. Estudios del microbioma y su aplicacién en el control biolégico de fitopatégenos



Con estos tejidos se realizé la extraccién de abN y la
amplificacién de la regién ITS 2 por medio de pcr
con los primers ITS3_KYO2 y I'TS4 (Toju, Tanabe,
Yamamoto, & Sato, 2012), los cuales incluyeron los
adaptadores para la secuenciacién con plataformas
[lumina. Los productos de estas amplificaciones
fueron llevados al secuenciador Illumina MiSeq.
Las secuencias de 11s obtenidas se examinaron con
la herramienta de anilisis de amplicones Qiime
y la asignacién taxondémica se realizé mediante
busqueda de homologia (Blast) contra las bases de
datos de GenBank (ncB1, 2017) y Fungal Barcoding
Databases (Fungal Barcoding, 2017).

Los anilisis de las lecturas mostraron que el nimero
de grupos taxondmicos de hongos detectados en
unidades taxondmicas operacionales (uToO) se
encuentran entre 80 y 450. Los tejidos con mayor
diversidad de grupos fueron la piel del fruto, el
mesocarpio y el pedinculo, mientras que el céliz (cE)
present la menor diversidad de uTo. La mayoria

de las lecturas fueron asignadas al filo Ascomycota

(69,3 %), seguido por los Basidiomycota (29,5 %).

Para el filo Ascomycota, se identificaron miembros de
las clases Dothideomycetes y Eurotiomycetes (42,6 %
y 10,6 %, respectivamente), seguidas porlas clases Sor-
dariomycetes (6,1 %), Saccharomyces (4,2%) y Leo-
tiomycetes (2,4 %). En el caso de los Basidiomycota,
las lecturas presentaron principalmente miembros
de las clases Tremellomycetes (13,5%) y Ustilagi-
nomycetes (2,1 %) (figura 4.2). En resumen, los gé-
neros mds abundantes fueron, Cryptococcus (9,20 %),
Penicillium (8,00 %), Alternaria (6,60 %), Mycosphae-
rella (6,30%), Cladosporium (5,10%), Didymella
(4,70 %) y Malassezia (4,60 %).

Estos patrones de diversidad mostraron diferentes
poblaciones de hongos en las distintas zonas de
una misma fruta (cg, sg, wr y pr). Estas diferencias
de las comunidades no son producto del azar, sino
que parecen estar relacionadas con las condiciones
de nicho provistas por cada regién de la fruta, lo
cual es evidente debido a que las mismas zonas de
distintas frutas muestran patrones poblacionales
similares. Incluso, aquellos tejidos que presentan
una topologia similar, como el pedinculo (sE) y el
ciliz (ce), presentaron comunidades similares. Esto

se puede deber a que dichos lugares ofrecen mayor
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proteccién a los microorganismos de los rayos uv y

de otras condiciones adversas.

El estudio de Abdelfattah et al. (2016) también
sefiald que existe un efecto claramente distinto
entre el manejo convencional y el orgdnico sobre
la diversidad de hongos en el fruto, puesto que en
las frutas con manejo convencional se encontrd
una menor diversidad de hongos, la cual parece
estar asociada al efecto de los quimicos utilizados.
Otra observacidén interesante es que el tiempo de
andlisis después de la compra de los frutos (dia 1y
dia 5) no parece tener un efecto importante sobre
la composicién de hongos, lo que sugiere que es la
comunidad establecida desde un principio en la fruta
la que determina la diversidad.

Desde el punto de vista tecnoldgico, entender la
composiciéndelascomunidadesdehongospuedeayu-
dar a detectar organismos antagénicos de patégenos
o a detectar los reservorios de hongos patogénicos.
Por ejemplo, el andlisis de la diversidad detecté la
presencia de posibles levaduras antagonistas como
Cryptococcus, Metschnikowia 'y Wickerhamomyces.
Entre estas, Cryptococcus fue detectado en multiples
muestras y con una alta abundancia, lo cual es
interesante puesto que varias cepas de esta levadura
han sido estudiadas como agentes biocontroladores
en manzana frente a Penicillium expansum (Hashem,
Alamri, Hesham, Al-Qahtani, & Kilany, 2014). De
forma similar, el andlisis de las distintas zonas de las
frutas permitié identificar aquellas zonas con mayor
abundancia de posibles patégenos, por ejemplo, se
detecté Alternaria en mayor cantidad en el cdliz y en
el pedunculo (ce y sE), en comparacién con los otros
tejidos; distribucién que concuerda con los patrones de
colonizacién y patogenicidad descritos para este hongo

(Reuveni, Sheglov, Sheglov, Ben-Arie, & Prusky, 2002).

Este estudio demostré la importancia de entender
las lineas fundamentales de la diversidad microbiana
asociadaalas plantas, pues permitié delimitar el efecto
de la topografia del fruto sobre la distribucién de los
grupos taxondmicos de la comunidad de hongos,
destacar el efecto de las técnicas de manejo sobre la
diversidad y enfocar los estudios para la busqueda
y modulacién de organismos biocontroladores de
fitopatégenos (Wisniewski, Droby, Norelli, Liu, &
Schena, 2016).
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Biocontroladores VS. patégenos humanos Y Vegetales

en estudios del microbioma

Las plantas son reconocidas como holobiontes
debido a una estrecha relacién simbiética con su
microbioma. Asi como lo establecido en los seres
humanos y en otros hospederos eucariotas, las
plantas también albergan un “segundo genoma” que
cumple funciones importantes en el hospedero. Estos
enfoques influyen en diferentes campos de interés
agricola tales como el control bioldgico y la proteccién
contra factores de estrés en la agricultura (figura
4.3). Las herramientas usadas para los estudios del
microbioma pueden impactar 1) en la deteccién de
nuevos recursos bioldgicos para el control de plagas
y la promocién del crecimiento de las plantas, 2) en
la optimizacién de procesos de fermentacién y la
formulacién de bioplaguicidas, 3) en la estabilizacién
del efecto biocontrolador en condiciones de campo
y 4) en los estudios de evaluacién de riesgo de los
bioplaguicidas. Existe una cantidad importante
de trabajos que presentan y discuten ejemplos de
los campos mencionados anteriormente y de los
bioproductos de préxima generacién como una

alternativa sostenible para la agricultura.

La composicién del microbioma de la planta estd
influenciada por diferentes factores: la edad o etapa
de desarrollo de esta, su especie o cultivar y la salud
vegetal. Ademds, una multitud de factores abiéticos
modulan la diversidad estructural y funcional del
microbioma asociado a la planta, por ejemplo, las
propiedades del suelo, el estado nutricional y las
condiciones climaticas (Berg & Smalla, 2009).
Mediante el uso de técnicas de secuenciacién de tltima
generacién se analizaron las huellas moleculares y
se identificaron cepas particulares pertenecientes a
comunidades microbianas de rizosfera especificas
para varias especies de plantas (Berg & Smalla,
2009). Gracias a esto, se encontrd que la rizosfera no
solo contiene microorganismos benéficos, sino que
puede contener un reservorio de patdgenos humanos
facultativos (Berg et al.,, 2005). De otra parte, varios
estudios desarrollados permitieron establecer que
todos los 6rganos de las plantas estin colonizados por

microorganismos (Berg, Erlacher, Smalla, & Krause,

2014a; Berg, Grube, Schloter, & Smalla, 2014b).

Sin embargo, los hébitats naturales tienen un bajo
numero de patdgenos, por lo que la regla general
de diversidad versus patogenicidad sugeriria que
prevalece mis el efecto biocontrolador y de promocién
de crecimiento vegetal. Esta hipétesis se confirmé
al encontrar altas proporciones de antagonistas
potenciales en hébitats asociados a musgos (Opelt,
Berg, & Berg, 2007), a especies endémicas en 4reas
naturales de conservacién (Berg, Hartenberger,
Liebminger, & Zachow, 2012) o relacionadas con
hemipardsitos de plantas, como es el caso de las
plantas pardsitas florecientes que crecen unidas y

dentro del sistema vascular de un irbol o arbusto

(Zachow et al., 2009).

Los sistemas agricolas, especialmente los mono-
cultivos de manejo intensivo a menudo tienen una
menor diversidad microbiana, con excepcién de los
microorganismos que estimulan la supresividad
mediada por una sola comunidad microbiana. En
estos casos, esta ultima responde al monocultivo,
ejerce control bioldgico contra un patdgeno especifico
y promueve el crecimiento vegetal. Tales comunidades
microbianas han demostrado ser una excelente fuente

de nuevos antagonistas.

De otra parte, los sistemas manejados orgdnicamente
contienen una alta proporcién de microorganismos
benéficos indigenas en comparacién con los de
agricultura convencional. Esto se demostré en
cultivos de vid en los que Aureobasidium pullulans, un
hongo biocontrolador capaz de detoxificar el cobre,
se presenté de forma mds abundante en las plantas
manejadas orgdnicamente que en aquellas manejadas

con pricticas convencionales (Schmid, Moser, Miiller,

& Berg, 2011).

En sistemas agricolas de zonas de desérticas, los
suelos 4ridos presentan beneficios en su potencial
microbiano que promueven la diversidad y la salud
de las plantas. En dicho suelo se evidencié una mayor
diversidad microbiana que derivé en plantas més
saludables, aunque se observé una pérdida de bacterias
extremofilas (Koberl, Miiller, Ramadan, & Berg,2011).

De hecho, después de una actividad agricola de largo

Capitulo 4. Estudios del microbioma y su aplicacién en el control biolégico de fitopatégenos



Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

Figura 4.3. Vegetales y humanos: microbiomas compartidos.

Fuente: Elaboracién propia

plazo en suelo desértico, se observaron cambios
drasticos en las comunidades bacterianas. Por otra
parte, en liquenes se demostré que estos organismos
simbidticos (holobiontes) de larga vida a menudo se
adaptan a condiciones abidticas extremas y albergan
una alta proporcién de antagonistas para protegerse
contra pardsitos fungicos (Grube, Cardinale, De

Castro, Miiller, & Berg, 2009).

Las evaluaciones de riesgos son actualmente uno de
los mayores obsticulos en el registro de bioproductos,
ya que son estudios costosos que requieren mucho

tiempo y, con frecuencia, resultan ineficientes si no

se consideran las caracteristicas especificas de cada
bioplaguicida. Para resolver este problema, se requiere
una comunicacién intensiva entre la administracidn,
la industria y la investigacién. Sin embargo, se espera
que las nuevas herramientas que influyen en este
campo conduzcan no solo a un mayor niimero de
bioproductos registrados, sino también a prevenir
brotes de patégenos oportunistas que a veces se
ocultan en los productos que contienen antagonistas

(Berg et al., 2005).

Ademis de estas nuevas herramientas, las técnicas de

secuenciacién de nueva generacidn utilizadas para el
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estudio de los microbiomas permiten 1) detectar facto-
res potenciales de patogenicidad en los bioplaguicidas
y su resistencia a antibidticos a nivel genémico, 2)
analizar el modo de accién y la participacién de
metabolitos mediante estudios transcriptomicos, 3)
detectar metabolitos bioactivos a nivel gendmico y
transcriptdmico y 4) estudiar el comportamiento
de cepas biocontroladoras en el medioambiente con

bibliotecas metagendmicas o de amplicones.

Un ejemplo de lo anterior se presenta con la
secuenciacién del genoma y los estudios trans-
criptémicos de Stenotrophomonas rhizophila (bacteria
de proteccién contra el estrés osmético), gracias
a los cuales se logré optimizar los procesos de
produccién masiva, se identificaron nuevos modos
de accién y se definieron factores de riesgo. Esta
especie bacteriana tiene un gran potencial debido
a su capacidad para promover el crecimiento de las
plantas y para proteger las raices contra factores
bidticos y abidticos (Egamberdieva et al, 2011).
Mediante diversas técnicas convencionales se han
estudiado antibidticos, enzimas liticas y sustancias
osmoprotectoras producidas por esta especie (Roder,
Hoffmann, Hagemann, & Berg, 2005; Ryan et al,
2009), pero gracias al enfoque transcriptémico se
han determinado nuevos mecanismos asociados con
el estrés osmotico, como la produccidn y la excrecidn
de glucosil-glicerol (cG) (Alavi, Starcher, Zachow,
Miiller, & Berg, 2013).

Estos resultados han generado no solo un gran valor
para el registro del bioplaguicida basado en dicho
microorganismo, sino que a su vez han demostrado
que S. rhizophila ejerce una interaccién planta-
microorganismo beneficiosa. Dicha interaccién fue
confirmada utilizando genémica comparativa, trans-
criptébmica y estudios fisioldgicos, procedimientos
en los cuales se compararon las siguientes cepas de
Stenotrophomonas: S. maltophilia (patdgeno resistente
a multiples firmacos), S. maltophilia R551-3 y S.
rhizophila DSM14405T (ambos agentes biocon-
troladores) (Alavi, Starcher, Thallinger, Zachow,
Muller, & Berg, 2014). Como resultado de este
estudio, se encontré un alto grado de similitud de
la secuencia entre los genomas de las tres cepas.
Sin embargo, a pesar de la notable similitud en los
factores potencialmente responsables de la invasidn

al hospedero y de la resistencia a antibidticos, no se

encontraron factores de virulencia ni proteinas de
choque térmico en la cepa S. rhizophila asociada a la
planta. Si se encontraron, en cambio, genes unicos
para la sintesis y el transporte de la espermidina
(sustancia que protege a las plantas), as{ como enzimas
degradantes de la pared celular y genes de tolerancia a
la elevada salinidad (Alavi et al., 2014). Para el caso
del patégeno humano oportunista Stenotrophomonas
maltophilia, se encontraron potenciales factores de
patogenicidad y se establecieron diferencias signifi-

cativas entre ambas especies (Alavi et al., 2014).

El complejo biocontrol de
Ralstonia solanacearum,
patégeno de solaniceas

Como se ha mencionado anteriormente, la eficacia de
los agentes de control biol6gico contra patégenos en
el campo depende no solo de la capacidad antagonista
del inéculo, sino de las interacciones de este con la
planta, con la comunidad microbiana nativa, con
las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y con
las condiciones medioambientales (temperatura,
humedad, etc.) en las que se desarrolla la planta. De
hecho, productos comercializados que han mostrado
previamente una alta eficacia biocontroladora en
ensayos de invernadero, cuando se prueban en el
campo no presentan los mismos efectos, factor que

ha causado gran escepticismo entre los productores

(Xue et al., 2009).

El problema radica en que su actividad se ve
restringida ante determinadas especies o variedades
cultivo, ante diferentes tipos de suelo e incluso frente
a cepas especificas del patdgeno, dada la diversidad
genética que algunos de ellos presentan (i. e., Ralstonia
solanacearum) (Jackson, 2009). Ademds, atin es escaso
el conocimiento que existe sobre el efecto que ejercen
los agentes de control bioldgico sobre la microbiota
asociada a la raiz y, por ende, sobre la planta. Los
estudios del microbioma son, por tanto, esenciales
para determinar la naturaleza de dichas interacciones
y, asi, desarrollar productos de biocontrol eficaces

ante diferentes condiciones.

Previamente a la aparicién de las técnicas de

secuenciacién masiva u émica, los estudios sobre
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la estructura de las comunidades microbianas se
realizaban mediante técnicas convencionales de
conteo, con el uso de medios especificos de cultivo
(Tanetal.,2006).Sibiensolo el 1 % delos organismos
presentes en el suelo o asociados a las plantas son
cultivables en la actualidad (Bakken, 1997), las
técnicas independientes de cultivo son estrictamente
necesarias para tener una visién mds representativa de

las comunidades microbianas.

Las técnicas de huella genética —electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacién (pGGE, por
su sigla en inglés) y polimorfismos en la longitud
de los fragmentos de restriccién (RFLP, por su sigla
en inglés)— han demostrado ser muy utiles en los
estudios del microbioma. Gracias a ellas, se ha podido
demostrar la capacidad del agente de biocontrol para
establecerse en la rizosfera (rizocompetencia), sus
habilidades antagonistas y su extraordinario impacto
sobre las comunidades microbianas presentes,
asimismo se ha logrado evidenciar el destino de
un agente patdgeno en respuesta a la presencia del
antagonista.No obstante, estas técnicas tienen algunas
limitaciones, ya que solo determinan la presencia de
las poblaciones mds abundantes (> 1%) (Muyzer &
Smalla, 1998). Ahora bien, si es posible identificar
poblaciones concretas de organismos mediante la
escisién de la banda pertinente y su posterior clonado
y secuenciado, logisticamente no se puede identificar
ala comunidad en su conjunto. Es por esta razén que
las técnicas dmicas y las de secuenciacién de nueva
generacién, al tener este poder, abren la puerta a
una nueva era que da la oportunidad de conocer con
mayor profundidad e identificar en mayor medida los
grupos de microorganismos presentes, la forma como
interactiian entre ellos y las funciones que cumplen

en el microuniverso del suelo.

Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum (Rs), la pesadilla de las
solandceas, produce la marchitez bacteriana o
pudricién parda, enfermedad infecciosa que afecta
diversos cultivos de gran importancia econdémica
(Yabuuchi, Kosako, Yano, Hotta, & Nishiuchi, 1995).
Dicha enfermedad es mds severa en zonas tropicales

o subtropicales, aunque también existen variantes
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del patégeno que se han adaptado a temperaturas
templadas (Cellier & Prior, 2010). La bacteria
invade la raiz de la planta hasta llegar al xilema,
donde se propaga bloqueando los haces vasculares,
lo que se traduce en sintomas de marchitez y, en

su estado mds avanzado, en la muerte de la planta

(Jackson, 2009).

Este patdgeno tiene un amplio rango de huéspedes y
es capaz de infectar 44 familias diferentes de plantas
(Hayward, 1991). Esta caracteristica, junto con otras
como su capacidad para colonizar arvenses (hospederos
intermediarios) y su habilidad para sobrevivir por largos
periodos de tiempo tanto en habitats terrestres (Grey
& Steck, 2001) como acuiticos (Van Elsas, Kastelein,
De Vries, & Van Overbeek, 2001), muchas veces en
un estado de latencia no cultivable (Caitilyn, Prior,
& Hayward, 2005), hacen de Ralstonia un patdgeno
especialmente dificil de erradicar. De hecho, la raza 3
de Rs (que incluye cepas que atacan la papa, el tomate
y el geranio) es considerada un patdgeno de cuarentena
a nivel mundial y, en Estados Unidos, es considerada
como patégeno de interés en agrobioterrorismo
(Jackson, 2009; Swanson, Yao, Tans-Kersten, & Allen,
2005). Debido a tales caracteristicas, la mayoria de
los intentos por contrarrestar esta enfermedad no
han sido completamente satisfactorios. Gran parte de
dichos intentos se han focalizado en la busqueda de
plantas resistentes (Bhatti et al., 2011), en diferentes
estrategias de cultivo (rotacidén de cultivos y uso de
compost, entre otros), en el uso de antibacterianos
(estreptomicina) y de microorganismos biocontro-

ladores (Nion & Toyota, 2015).

El uso de agentes de biocontrol y de otras estrategias
para lograr suelos supresivos frente a dicho patdgeno
se presenta como una alternativa plausible, a la vez
que respetuosa con el medioambiente. En el caso
de Rs, se han realizado numerosos estudios en las
tltimas décadas con el fin de encontrar potenciales
biocontroladores para contrarrestarlo. La mayoria de
los estudios se basan en la seleccién de antagonistas
naturales mediante la realizacién de un tamizaje
previo (con pruebas de antagonismo in vitro),
para luego probar su eficacia in vivo con ensayos
en invernadero (Aliye, Fininsa, & Hiskias, 2008;
Nguyen & Ranamukhaarachchi, 2010; Ramesh,
Joshi, & Ghanekar, 2009) y en campo (Guo et al,,
2004; Hu, Li, & He, 2010).
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El uso de cepas no virulentas por conversién feno-
tipica in vitro también ha resultado ser efectivo en
ensayos de invernadero (Nakahara, Mori, Sadakari,
Matsusaki, & Matsuzoe, 2016). Por otra parte, Gotz
et al. (2006) demostraron que la eficacia de los agentes
de biocontrol no dependia solo de su capacidad
antagonista frente al patégeno, sino también de
otros aspectos fisiolégicos. Uno de ellos, bastante
importante, es la habilidad para colonizar la rizosfera
o rizocompetencia, factor clave para hacer frente a
los patégenos de la raiz (Lugtenberg et al., 2002), ya
que para desplazar al patégeno o provocar cambios
en el microbioma de la rizosfera es necesario antes
colonizarla. En consecuencia, ademas de seleccionar
agentes de biocontrol que sean rizocompetentes, es
necesario determinar qué métodos de inoculacién son
los més adecuados para que estos microorganismos se
establezcan con éxito en la rizosfera o en las partes
de la planta que se desean tratar. Para conocer la
capacidad rizocompetente, los ensayos realizados
no solo se focalizaron en determinar la presencia
del antagonista mediante técnicas de cultivo in vitro
(conteo de bacterias), sino también en el uso de
técnicas independientes de cultivo. De esta forma,
se revelaron los patrones de colonizacién (Grp-csLM,
green fluorescent protein aided confocal laser scanning
microscope), asi como la capacidad del antagonista para
establecerse en la rizosfera y modular su composicién

microbiana.

En el estudio de Gotz et al. (2006), gracias a la

combinacién de técnicas dependientes e inde-

pendientes de cultivo, se pudo comprobar la

capacidad rizocompetente de dos cepas antagonistas
de Rs (Pseudomonas putida PRD16 y Enterobacter
cowanii PRF116) en plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum MIlL., cv. Money-maker) y la eficacia del tipo
de inoculacién. En las huellas moleculares obtenidas
por DGGE, que muestran la estructura de la comunidad
microbiana estudiada, se pudo apreciar claramente en
el primer muestreo (ocho dias tras la inoculacién de
las semillas) las bandas o ribotipos que corresponden
a los antagonistas, las cuales se hicieron muy débiles

o llegaron a desaparecer en los muestreos posteriores.

No obstante, cuando las bacterias fueron inoculadas
en la rafz, la bacteria antagonista P. putida present6
un mayor numero de unidades formadoras de colonia

(urc) enlarizosfera,ademds de causar fuertes cambios

estructurales en las comunidades de Pseudomonas
spp. y de betaproteobacterias. En general, este estudio
demostré que el tipo de inoculacidn afecta el proceso
de colonizacién de la raiz llevado a cabo por las
bacterias: son mds adecuadas las inoculaciones en
la raiz que las realizadas en semillas (presembrado).
Existen otros estudios en los que el antagonista
(Ralstonia pickettii QL-A6) se inoculé directamente
en el tallo (10° ukc), con lo cual se logré reducir
la incidencia de la enfermedad en un 71 %, frente

al 53 % que se obtuvo cuando el antagonista fue
inoculado en el suelo (10° urc) (Wei et al., 2013).

Xue et al. (2009) también demostraron la capacidad
de una cepa antagonista para colonizar eficientemente
la rizosfera de tomate, la cual fue detectada por npGGE
incluso 27 dias después de sutiltimainoculacién, tiempo
en el cual provocd fuertes cambios en la estructura de
la comunidad bacteriana de la rizosfera. La cepa bacte-
riana XY21 de Serratia marcescens fue seleccionada
como potencial agente de biocontrol de Rs por presen-
tar una alta capacidad de colonizacién in planta, aun
cuandosuactividadantagonistainvitrofrenteadiferentes
cepas de Rs fue variable. Esto también se demostré
en otros estudios en los que, a pesar de que algunos
de los aislamientos no presentaron a priori actividad
antibacteriana in vitro, s{ demostraron la capacidad de

controlar el marchitamiento en ensayos de invernadero

(Nakahara et al., 2016).

La cepa bacteriana XY21 demostré ser efectiva frente
a dos cepas diferentes del patégeno Rs en ensayos
de campo, incluso cuando fue aplicada en diferentes
ambientes (dos localidades) y en diferentes tipos
de cultivo (pimentén y tomate). Sin embargo, la
actividad biocontroladora de S. marcescens en ensayos
de invernadero frente a diferentes cepas de Rs fue
variable (entre 19,5% y 70,3%), probablemente
debido a la gran diversidad y plasticidad genética de
Ralstonia (Jackson, 2009; Grover et al., 2006; Xue
et al., 2009). Otros estudios de las comunidades
microbianas también sefialan fuertes cambios en
la estructura de estas en respuesta a la adicién de
compost, gracias a lo cual se genera una disminucién
de Rs, ademas del establecimiento en la rizosfera de
algunas bacterias dominantes relacionadas tales como
Variovorax paradoxus y Aquaspirillum psychrophilum,
presentes en el compost previamente a su adicidén

(Schonfeld et al., 2003).
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Estos ensayos demuestran la importancia de los
estudios del microbioma, ya que el agente inoculado
puede promover cambios en la composicién de la
microbiota de la rizosfera, cambios que, a su vez,
definen la permanencia o la considerable disminucién
del fitopatégeno. De hecho, existen estudios que
sefialan que la capacidad de invasién y supervivencia
del patégeno se ve reducida en ambientes con una
alta diversidad microbiana (Van Elsas et al., 2012),
aunque estudios previos realizados por Messiha et al.
(2009, 2007) sefialan que la alta diversidad bacteriana
propicia en algunos casos una menor eficiencia del
agente de biocontrol: en suelos con baja diversidad
bacteriana, la abundancia del patdgeno se ve
disminuida ripidamente, posiblemente debido a que el
antagonista presenta mayor rizocompetencia. Sucede
lo contrario cuando el inéculo es aplicado en suelos
agricolas organicos, con una riqueza bacteriana mayor,
en los cuales las tasas de disminucién del patdgeno
y, por ende, el control de la enfermedad pueden ser
menores, debido a una menor rizocompetencia del

antagonista

Estudios realizados para evaluar la eficacia de la
inoculacién de plantas de tomate con diversos
consorcios microbianos y en diferente concentracién
frente a Rs mostraron que el nimero de bacterias
del consorcio estuvo correlacionado negativamente
con el nimero de plantas en estado de marchitez
(Irikiin, Nishiyama, Otsuka, & Senoo, 2006).
Ademis, se encontré que si las combinaciones de
bacterias inoculadas de este consorcio eran capaces
de metabolizar un mayor espectro de fuentes de
carbono, esto se correlacionaba con un retardo en
el proceso de la marchitez (Irikiin et al.,, 2006). Lo
anterior indica que probablemente comunidades con
un espectro metabdlico mas amplio tendrian menor
solapamiento de nicho (nicho por competencia de
recursos) y que, al mismo tiempo, al cubrir un amplio
rango metabdlico, probablemente el nicho de alguna
de las cepas se solaparia con el del patdgeno, lo cual

impediria que este colonice la raiz.

Wei et al. (2015) realizaron un estudio sobre las
redes tréficas y la diversidad bacteriana en relacidén
con la capacidad invasiva de Rs, y demostraron que al
enfrentar con el patdgeno diferentes combinaciones de
cepas no virulentas de R. solanacearum, en ensayos in

vitro y en invernadero, los modelos de redes tréficas
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resultaron tener una mejor capacidad de prediccién
que los basados en la diversidad en los ensayos
desarrollados en microcosmos. No obstante, en los
ensayos ad planta, una alta diversidad microbiana
estuvo directamente correlacionada con una mayor
resistencia a la invasién del patdgeno. De igual
manera, la estructura de las redes tréficas también
permitié predecir la capacidad invasiva de Rs. En
dicha estructura, una alta conectividad y un bajo
anidamiento de las comunidades residentes estuvieron
asociados con una resistencia ala capacidad invasiva del
patdgeno. Por otra parte, comunidades muy anidadas
fueron mds vulnerables a la invasién y dispersién del
patdgeno, quizds porque estas presentaron una menor
estabilidad. Wei et al. (2015) también sugieren que la
relacién entre una alta diversidad y una menor capaci-
dad invasiva del patdgeno puede estar condicionada
por una mayor capacidad rizocompetente de las
bacterias biocontroladoras o por la induccién de

resistencia sistémica en la planta.

Estudios recientes realizados por Elsayed, Nour,
Jacquiod, Serensen y Smalla (2017), quienes
incorporaron las ciencias dmicas como herramienta
para investigar el efecto de los agentes de biocontrol
sobre la composicidn de las comunidades microbianas
en la rizosfera y su efectividad frente al patdgeno Rs,
utilizaron endéfitos como potenciales agentes de
biocontrol para combatir la marchitez bacteriana en
estudios ad planta en tomate (Lycopersicon esculentum
Mill. cv. Money-maker). En este estudio, se realizé un
pretratamiento de semillas y un tratamiento de las
pléntulas con antagonistas (STEN-215 Pseudomonas
helmanticensis, DS2EC-299 Pseudomonas koreensis,
AL2YTEN-142 Pseudomonas brassicacearum, B63
Bacillus vallismortis y B74 Pseudomonas chlororaphis)
antes de su transferencia a suelo conductivo. En esta
experiencia —al igual que en el estudio de Gtz et al.
(2006)— resultd ser més efectiva la inoculacién del
antagonista directamente en la raiz (cuando se aplicé
en esta una suspension bacteriana) que el tratamiento
tnico de semillas, lo cual demuestra, una vez mais,
que el tipo de inoculacién define en gran medida la

eficacia del antagonista.

Dos de las cepas estudiadas (B63 B. vallismortis y
AL2YTEN-142 P. brassicacearum) presentaron una
mayor eficacia en el control biolégico de Ralstonia

(figura 4.4): solo el 20 % de las plantas tratadas
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con estas presentaron sintomas de marchitamiento,
frente a2 un 59 % de las que fueron tratadas con
otras cepas. Los andlisis realizados con microscopia

confocal de barrido por liser (cLsm) confirmaron,

ademds, la presencia de la cepa AL2YTEN-142 P.
brassicacearum (marcada con green fluorescent protein o
GFP) en la raiz e incluso en el xilema, lo cual demostré

su caracteristica endofitica (figura 4.5).

Figura 4.4, Sintomas de marchitamiento en plantas de tomate, 14 dias después de ser infectadas con el patégeno.
Plantas tratadas con los antagonistas: a. AL2YTEN-142 P. brassicacearum; b. B74 P. chlororaphis; c. B63 B. vallismortis;
d. STEN-215 P. helmanticensis; e. DS2EC-299 P. koreensis; f. Plantas control infectadas con el patégeno Ralstonia
solanacearum 1,7810° UFC/g suelo.

Los andlisis de secuenciacién (16s RNA gene) revelaron
fuertes cambios en la comunidad bacteriana de la
rizosfera en respuesta a la infeccién con Ralstonia, lo
cual tuvo lugar con una disminucién de la diversidad
bacteriana. Asimismo, las plantas tratadas con los
dos antagonistas mencionados presentaron una
reduccién clara del patdgeno en la rizosfera (0,1 %),
datos que estdn correlacionados con la carencia
de sintomas en las plantas. Los dos antagonistas
provocaron fuertes cambios en las comunidades
bacterianas nativas, asi como aumentos de la abundan-

cia relativa de géneros de bacterias que podrian estar

asociadas con actividades de biocontrol (Arthrobacter)

y de promocién del crecimiento (Sphingomonas).

Lo anterior demuestra que tanto la concentracién del
in6culo de los agentes de control bioldgico como la
forma de aplicacién y los cambios en la estructura del
microbioma que estos provocan estin relacionados
con su efectividad. De este modo, se confirma que
los estudios de biocontrol deben orientarse hacia la
creacién de comunidades microbianas que limiten o
que no permitan la invasién del patégeno, para lo
cual, los estudios del microbioma son indispensables.

Capitulo 4. Estudios del microbioma y su aplicacién en el control biolégico de fitopatégenos
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Figura 4.5. cLsm de la raiz de la planta del tomate infectada con Ralstonia solanacearum. Ralstonia se propaga en el

sistema vascular de la planta, donde produce sustancias poliméricas extracelulares que terminan colapsando el xilema

e impidiendo su buen funcionamiento, lo que produce el marchitamiento de la planta y finalmente su muerte.

Suelos supresivos como una fuente de microorganismos para el

control de Fusarium oxysporum en uchuva

La uchuva (Physalis peruviana L.) es una fruta
perteneciente a la familia de las solaniceas. El género
al que pertenece cuenta con mis de ochenta especies
que se encuentran en estado silvestre y se caracterizan
porque sus frutos estin encerrados dentro de un ciliz
o capacho. P. peruviana es la especie mis conocida
de este género y se caracteriza por tener un fruto

azucarado y un buen contenido de vitaminas A y C,

ademds de hierro y fésforo (Corporacién Colombia
Internacional, 2007). Es originaria de los Andes y se
cultiva principalmente en Pert, Ecuador y Colombia.
Debido a la demanda de esta fruta en los mercados
internacionales, su cultivo se ha extendido a otros
paises del continente (p. ¢j., Chile y Brasil) y de otros

continentes (India, Zimbabue, Kenia, Australia,

Nueva Zelanda y Sudéfrica) (Fischer, Almanza-
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Merchédn, & Miranda, 2014). En Colombia, los
principales departamentos con mayor produccidén
de uchuva son Boyac4, Cundinamarca, Antioquia y
Narifio (Arias, Gémez, Sudrez, & Rendén, 2015),
los cuales han logrado posicionarla como uno de los
frutos frescos de exportacién mds importantes del
mercado nacional, con los que se han obtenido cerca
de 23,5 millones de ddlares en exportaciones durante
el periodo de enero a diciembre de 2015 (Redaccién
Economia, 2016).

Una de las principales dificultades del cultivo de la
uchuva es la presencia del hongo Fusarium oxysporum,
agente causal del marchitamiento vascular (Fischer et
al., 2014; Gonzalez & Barrero, 2011), que ha llevado
a la disminucién de la produccién en las regiones
de Cundinamarca, Boyacd (Fischer et al., 2014;
Gonzilez & Barrero, 2011) y Antioquia, con pérdidas
de més del 50 % (Smith 2012). Esta enfermedad se
manifiesta con la obstruccién de los haces vasculares,
lo cual se traduce en la pérdida de turgencia de las
hojas, debilitamiento y clorosis, que llevan a la muerte
total de las plantas (Armstrong & Armstrong, 1981;
Balaguera, Ramirez, & Herrera, 2014; Gonzailez
& Barrero, 2011; Obregén, Lancheros, Forero de
La-Rotta, Miranda, & Chévez, 2007). La principal
limitante para el control de esta enfermedad es la
presencia del patdgeno en el suelo o en los residuos
de las cosechas infectadas, asi como su persistencia
en suelo debido a su capacidad de formar esporas de
resistencia o clamidosporas (Michielse & Rep, 2009;
Zacky & Ting, 2013), las cuales germinan al entrar
en contacto con exudados de las raices de las plantas
hospederas (Haglund & Kraft, 2001). Ademds, este
hongo presenta una gran versatilidad fisioldgica,

lo que lo hace un microorganismo cosmopolita

(Beckman, 1987; Gordon & Martyn, 1997).

Dentro de los métodos de control, se ha utilizado la
rotacién de cultivos, que no ha sido completamente
efectiva debido a que las clamidosporas sobreviven
mucho tiempo en el suelo. Se ha usado la
fumigacién del suelo, que suministra una buena
intervencién inicial, pero la recolonizacidén aparece
muy rdpidamente. El uso de compost o compost
enriquecido con microorganismos seleccionados
también ha sido utilizado, pero infortunadamente,

en muchos casos, sin resultados satisfactorios

(Garibaldi, Gilardi, & Gullino, 2004; Pera & Calvet,

1989; Szczech, Rondomanski, Brzeski, Smoliriska,
& Kotowski, 1993). Asi, pues, encontrar estrategias
que muestren efectividad y reproducibilidad para el
control de este patégeno, y que sean de ficil adopcién
por los agricultores, es uno de los grandes retos en

la investigacién agricola del cultivo de uchuva en

Colombia.

Una de las posibles alternativas para el control de
F. oxysporum es la busqueda de suelos que por sus
caracteristicas bioldgicas o no bioldgicas eviten el
desarrollo de la enfermedad: suelos supresivos. En el
caso del control bioldgico, la identificacién de suelos
supresivos puede guiar la busqueda de potenciales
organismos o comunidades controladoras. Estrategias
como esta han generado resultados promisorios
en otros patosistemas, por ejemplo, en cultivos de
Musa acuminata, en cuyos suelos con potencial
de supresividad se logréd reducir la poblacién de
E oxysporum f. sp. cubense en un 86 % (Shen et al.,
2015); y también, mds recientemente, en cultivos
de Lycopersicon esculentum cv. Chourouk, gracias
a cuyos suelos se logré controlar la incidencia del
marchitamiento producido por E oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Kouki et al., 2012).

El primer paso para el estudio de este tipo de suelos
fue identificar aquellas regiones o zonas geograficas
donde se observaba el fenémeno de supresividad.
Estudios realizados por Corpoica identificaron varias
regiones en el sur del pais (Narifio) dondelaincidencia
de los sintomas en uchuva asociados a F oxysporum
fue mis baja que la observada en otras zonas del pais.
Estos suelos con menor incidencia fueron, entonces,
una interesante alternativa para identificar las razones
bidticas y abidticas implicadas en reducir la incidencia
del patdgeno, y fueron también un punto de partida
para intentar replicar este fendmeno de supresividad

en otras regiones del pafs.

Para aprovechar este fenémeno e identificar y
propagar las comunidades supresivas en la raiz (ya
que el rizobioma es la primera linea de defensa
para controlar el desarrollo de la enfermedad),
en Corpoica se realizaron estudios iniciales que
permitieron el andlisis del microbioma de la raiz y
del suelo circundante. En dichos estudios se encontré
(mediante el uso del marcador 16SrRNA) que las

comunidades de bacterias asociadas a las raices de
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plantas de uchuva en distintas localidades de Narifio
estaban enriquecidas con organismos cercanamente
relacionados con las bacterias del filo Actinobacteria,
34 % frente a 14% en suelo circundante (figura 4.2),
mientras que los suelos circundantes presentaban un
mayor nimero de bacterias del filo Acidobacteria 17 %

frente a 7% en rizosfera.

Por otra parte, reportes previos en remolacha han
encontrado una asociacién de la supresividad con la
presencia de actinobacterias, comunidades supresivas
enriquecidas en los mismos grupos taxondmicos
(Mendes et al., 2011). Esta informacién llevé a varias

alternativas interesantes que permitieron reproducir

Control biolégico de fitopatégenos, insectos y dcaros

estas comunidades microbianas en otros suelos. Una
de ellas fue mediante el trasplante de microbioma,
mezclando el suelo conductivo con un 10 % del suelo
supresivo. También se aislaron de forma dirigida
grupos presentes en la rizosfera y se evaluaron en
consorcios de 5 o 10 microorganismos, algunos de
los cuales han logrado hasta el momento reducir la

incidencia de la enfermedad.

Ambos trabajos se encuentran actualmente en
desarrollo por el equipo de trabajo que realiza
investigacidn sobre el control biolégico de la marchitez
vascular de la uchuva, en el Centro de Investigacién
Tibaitatd de AGROSAVIA.
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Conclusiones y perspectivas

Elaislamiento de los microorganismos biocontroladores, asi como las técnicas de tamizado
o screening para determinar su potencial antagonista, dependieron en el pasado de técnicas
de cultivo, que en muchos casos condujeron ala obtencién de agentes de biocontrol exitosos.
Sin embargo, en repetidas ocasiones, el control obtenido ha sido inconsistente, pues atn se
desconoce cé6mo acttian realmente estos microorganismos cuando son aplicados en campo,
dada la multiplicidad de interacciones que pueden tener con la planta, con el patégeno y
con la comunidad microbiana asociada, sobre la cual hay un gran desconocimiento en

cuanto a los factores que determinan el éxito.

Una de las vias para lograr mayores niveles de control y consistencia con los bioinsumos
basados en microorganismos ha sido el uso de técnicas independientes de cultivo y de
alto rendimiento, que permiten una ripida caracterizacién multiémica. Su utilizacién
ha permitido demostrar el impacto de determinados agentes de biocontrol sobre la
composicién de la comunidad microbiana presente en el suelo o asociada a la planta, y
obtener informacién mis detallada sobre cémo responde el microbioma de la plantaala

presencia del patdgeno o a los de agentes de biocontrol.

Los estudios del microbioma de plantas son una pieza clave para el desarrollo de
bioproductos o para la implementacién de estrategias de control bioldgico, por varias
razones: han permitido determinar el impacto de los agentes de biocontrol sobre la
composicién de la comunidad microbiana, han determinado la abundancia relativa del
indculo a lo largo del tiempo, han llevado al monitoreo de los procesos de competencia
que ocurren en respuesta a la introduccién de agentes exdgenos en el sistema y han
permitido conocer el impacto ambiental de la aplicacién de agentes ex6genos en medios
naturales y sus posibles riesgos. Gracias a esto tltimo, se han logrado determinar las
posibles repercusiones de la aplicacién de agentes de biocontrol a gran escala 0 alo largo

de extensos periodos de tiempo.

Contar hoy en dfa con genomas secuenciados de macro- y microorganismos, con
colecciones de cultivo y con transcriptomas y metabolomas facilita el desarrollo
de sistemas modelo de microbiomas de plantas, los cuales permitirdin un mayor
entendimiento de las interacciones planta-microbioma y la generacién de una base de

conocimientos necesaria para una agricultura sostenible.
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Ademds de las propiedades genéticas del microbioma, es importante considerar
un método y una estrategia de inoculacién que aseguren el éxito de su ensamblaje.
Los esfuerzos para maximizar la capacidad de colonizacién deben asegurar que las
comunidades inoculadas no sean tan agresivas, al punto que invadan los ecosistemas
locales y afecten negativamente la sanidad del suelo, las plantas vecinas o los cultivos
futuros. Por esta razén, para cualquier manejo de microbiomas agricolas, hay que
tener en cuenta todos los factores abidticos (temperatura, luz, acidez, nutrientes y
disponibilidad de agua) y biéticos (competencia, predacién, parasitismo y mutualismo)

que puedan influir.

Ademais de considerar los factores bidticos o abidticos a la hora de aplicar los estudios
de microbioma para mejorar la salud y el rendimiento de los cultivos, es muy importante
considerar los efectos de las interacciones entre el genotipo del hospedero y el ambiente,
la capacidad competitiva en relacién con la comunidad microbiana circundante y las
pricticas de manejo. Es asi como el conocimiento del microbioma de la planta se
convierte en una pieza clave para el desarrollo de nuevas estrategias de control biolégico,
pues este es un componente fundamental del fitobioma (el cual estd conformado
por las plantas, su medioambiente y los macro- y microorganismos asociados —que
interactian a través de mecanismos de sefalizacién—). El conocimiento integrado y
la comprensién de estos mecanismos de sefializacién de cada uno de los miembros del
fitobioma y de las redes que se originan entre ellos son en realidad la alternativa que
conducird a nuevas estrategias tanto de control como de mejoramiento de la sanidad

vegetal y de la productividad agricola.
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