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Las plantas juegan un papel clave para los ecosistemas y

para la vida en el planeta. A pesar de ser organismos sésiles,
enfrentan los diferentes retos que su entorno les ofrece. Una

de las estrategias utilizadas para ello, ha sido el desarrollo de
interacciones con los microorganismos que las rodean, logrando
de esta forma relaciones uUnicas y benéficas para ambos. Sin
embargo, a pesar de la importancia que tienen estas comunidades
microbianas para la salud de las plantas, de los ecosistemas
donde ellas habitan,y en general, para la vida en la Tierra, es poco
lo que se conoce a cerca de ellas,de como interaccionan unas con
otras,y con la planta que habitan. Actualmente, los investigadores
han enfocado su atencion en su estudio para entender sus
relaciones y funciones, buscando poder aprovecharlas en
beneficio del ser humano y del cuidado del ambiente. Para

esto, alguna de las técnicas actualmente mas aplicadas son las
nuevas herramientas de secuenciacion de ADN, conocidas como
“Secuenciacion de Nueva Generacion”, que permiten la generacion
de una gran cantidad de datos que ayudan a los investigadores
en el estudio de estas comunidades microbianas y en sus
interacciones con las plantas. En esta revisién trataremos de
describir la importancia de estas comunidades, las interacciones
que tienen con las plantas que ellas habitan, los beneficios que
les proporcionan y las diferentes técnicas de secuenciacién de

nueva generacion que se utilizan para su estudio.

Palabras clave.
Comunidades microbianas, microbioma, interaccion planta-

microorganismo.
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EL MUNDO DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS

Plants play a key role for ecosystems and for life on the

planet. Despite being sessile organisms, they face the different
challenges that their environment offers them. One of these
strategies has been the development of interactions with the
microorganisms that surround them, thus achieving unique and
beneficial relationships for both. However, despite the importance
of these microbial communities for the health of plants, the
ecosystems where they inhabit,and in general, for life on Earth,
little is known about them. Currently, researchers have focused
their attention in their study to understand their relationships
and functions, seeking to take advantage of them for the benefit
of the human being and the care of the environment. For this,

the new DNA sequencing tools, known as “New-Generation
Sequencing” (NGS) techniques have been applied, which allow the
generation of a large amount of data that helps researchers in
the study of these microbial communities and in their interactions
with plants. In this review, we will try to describe the importance
of these communities, the interactions they have with the plants
that they inhabit, the benefits they provide, and the different

Next-Generation Sequencing techniques used for their study.

Key words. Microbial communities, microbiome, plant-

microorganism interaction.

Antecedentes

Las plantas son muy diversas y ocupan la mayor parte de la tierra,
donde juegan un papel clave como productores en las redes
tréficas (cadena alimentaria). A pesar de ser organismos que no
poseen algun medio de auto-locomocion,ya que son organismos

sésiles, afrontan los retos del entorno, como por ejemplo: el
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cambio climatico, los suelos
salinos, la sequia (estos tres
anteriores son llamados como
estrés abiotico),y los agentes
patdgenos (conocidos como
estrés biotico). Una de las
estrategias para contrarrestar
los diferentes tipos de
estrés, es la interaccion
con microorganismos y
establecer una relacion
estrecha con el propésito de
proteccion (Delaux, 2015;
Gopal y Gupta, 2016). La
relacion de las plantas con
los microorganismos ha sido
larga a través de su historia
evolutiva. Actualmente se
postula que el éxito de las
plantas para migrar de un
ambiente acuatico a la tierra
fue gracias a su capacidad de
asociarse con microorganismos
(Cuadro 1) (Margulis, 1982;
Delaux, 2015; Delwiche y
Cooper, 2015).

Las plantas, albergan
muchos microorganismos
en una relacién altamente
regulada y especifica conocida
como el microbioma de la
planta, el cual es diverso y

dindmico. EL microbioma o en
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el caso de las plantas también
llamado fitomicrobioma o
fitobioma, esta compuesto de
microorganismos procariotas
(células que carecen de
organelos del tipo de la
mitocondria, cloroplastos y
undilopodia) y eucariotas
(que poseen la regidn nuclear
rodeada por una membranay
organelos antes mencionados),
incluyendo bacterias, arqueas,
virus, hongos y protozoos, que
tiene funciones importantes
comparables a los beneficios
que aporta la microbiota
humana a la salud, por
ejemplo, en el metabolismo,
la nutricidn, la fisiologia y la
inmunidad. La composicion
del microbioma también es
muy variable segun la especie
vegetal, etapa de desarrollo,
genotipo (constitucidon genética
completa de un individuo), etc.
Por ejemplo, las
comunidades microbianas
que las raices reclutan de
una reserva microbiana o
microbioma del suelo dado
pueden variar entre los
genotipos de plantas y,de

hecho, cada genotipo de

planta se relaciona con una gama central de socios microbianos

(Lemanceau et al., 2017).

El suelo y el aire: ambientes ideales para el reclutamiento del
microbioma de una planta.
Décadas de investigacion han permitido saber que las plantas
reclutan activamente sus microorganismos de los reservorios
con los que tienen contacto. En el caso de la raiz, el ambiente
reservorio es el suelo formando la microbiota de la rizésfera. La
rizosfera es una capa de suelo circundante y firmemente adherida
a las raices que esta influenciada por los nutrientes derivados de
las plantas y la disponibilidad de oxigeno (Miller et al., 2016).

En el caso de los tejidos aéreos de la planta, como las hojas
o flores, el ambiente es el aire para formar la microbiota de la
filosfera (todos los 6rganos de las plantas que se encuentran por
encima del suelo, dominados por las hojas, pero que también
incluyen tallos, flores y frutos) (Muller et al., 2016; Compant et
al.,2019). A la forma de adquirir microorganismos del ambiente

por parte de un hospedero (en este caso las plantas), se le
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conoce como transmision
microbiana horizontal. Sin
embargo, no es la Unica forma
en la que una planta adquiere
los microorganismos que
conforman su microbioma.

También la puede adquirir
por herencia por parte de los
padres, es decir, de generacion
en generacion via semillas
conocido como transmisién
microbiana vertical (Frank et
al.,2017). Por todo lo anterior,
el microbioma de la planta
esta compartimentado para
su estudio en la rizdsfera
(regidn cercana a las raices),
la enddsfera o endofiticas
(regidn dentro de las raices y
tejidos vegetales),y la filosfera
(las superficies aéreas de las
plantas, incluidas las hojas,
frutos, etc.).

Los estudios de la
microbiota de la rizosfera han
tenido grandes avances debido
a su importancia ecoldgica.
Actualmente, se sabe que si
bien el suelo es el banco de
diversidad microbiana del
que la raiz de una planta
obtiene su microbioma para

satisfacer sus necesidades, no
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todos los microorganismo pueden integrarlo. La planta tiene un
lenguaje especifico para atraer a los microorganismos de forma
selectiva y solo aquellas poblaciones de microorganismos que
cuenten con ese lenguaje podra interaccionar con la planta sin
ser rechazado agresivamente. Por otro lado, los microorganismo
que conforman el microbioma se encuentran interaccionando
entre ellos, por lo que los mecanismos de comunicacion entre
los microorganismos también son de gran importancia. Dicho
en otras palabras, se requieren multiples interacciones entre
planta-microorganismo y microorganismo-microorganismo para
el ensamble del microbioma de una planta. EL microbioma central
se establece y enriquece seleccionando los taxones (identidad
del microorganismo) microbianos de gran importancia para el

hospedero (Gopal and Gupal 2016; Mitter et al., 2019).

Ensamblaje de la comunidad microbiana: del suelo a la planta.

La gran pregunta que surgio en la comunidad cientifica desde
hace décadas fue ;como la planta selecciona a los miembros del
microbioma? La planta interacttia con el microbioma del suelo a
través de la liberacion de sustancias conocidas como exudados de
raices; que contiene una variedad de compuestos, principalmente
acidos organicos, azlicares y metabolitos secundarios. La
composicion de los exudados puede variar entre especie de
plantas, edad y el ambiente. Por otro lado, el microbioma influye
en los exudados de las raices,ya que se ha observado que las
plantas en condiciones axénicas (ambiente donde no hay ningun
microorganismo), tienen una composicion diferente de aquellas
influenciados por microbios (Hu et al., 2018).

Se ha observado que solo algunos microorganismos del suelo
tienen el potencial gendmico para detectar, degradar, metabolizar
y utilizar distintos compuestos del exudado de la raiz. En este
punto, se tiene una densidad grande de microorganismos

que emplean a los exudados de la raiz, sin embargo, no todos
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Lllevan una buena relacion.
Comienza una competencia
por los componentes

del exudado presentes

en el suelo creando una
interaccion microorganismo-
microorganismos en donde

la presencia de toxinasy
componentes con actividad
antimicrobiana son secretadas
para eliminarse unos a otros.
Los aliados en esta interaccion
poseen diferentes codigos de
comunicacién. Uno de los mas
importantes, es el llamado
sistema de senalizacién
“Quorum sensing” (QS) y los
sistema de dos componentes,
que son como cddigos para
no matar a la comunidad
aliada. Los microorganismo
sobrevivientes entran a una
segunda etapa, se mueven
hacia las plantas a través del
fendémeno conocido como
quimiotaxis (movimiento

de los microorganismos de
acuerdo a la concentracion

de las sustancias quimicas
del exudado en el suelo), que
involucran diferentes proteinas,
como las de motilidad y

el ensamblaje de flagelos

bacterianos (Trivedi et al., 2020). En esta segunda etapa, los
microorganismos que constituyen la microbiota de la rizosfera
se encuentran en la superficie de la raiz en donde comienzan
la formacién de unos agregados bacterianos conocidos como
biopeliculas (Loera Muro et al., 2019).

A continuacion, parte de los microorganismos que forman la
microbiota de la rizdsfera, colonizan la parte interna de la planta,
formando la futura microbiota interna o la microbiota endofita
(microorganismos que habitan dentro de la planta).

Esta colonizacion esta mediada por comunicaciones
sofisticadas entre plantas y microorganismos. Los
microorganismos que forman la microbiota de la rizésfera y la
endofita deben poseer moléculas que son reconocidas por las
plantas como un sistema de reconocimiento de entrada a la
célula vegetal para no ser confundidas con un microorganismo
patégeno (son aquellos que causan alguna enfermedad). Este
sistema de reconocimiento es de suma importancia debido a que
la planta tiene mecanismos de defensas (potentes mecanismos
de senalizacién) activados por los microorganismos, los cuales
detienen su entrada (Caamal et al., 2020). Sin embargo, estos
mecanismos pueden ser contrarrestados si el microorganismo
posee la capacidad de bloguearlos e identificarse como benéfico.
El pasaporte de los microorganismo de la microbiota lo han
adquirido debido a anos de evolucion con la planta hospedera,
lo que les permiten contrarrestar como primera parte los
mecanismos de defensa dirigido a patdégenos y como segundo
punto activar los mecanismos que benefician la colonizacién
exitosa del hospedero para conformar su microbiota (Lemanceau
et al.,2017). En este punto, aun falta mucho por descubrir sobre
los mecanismos de adentramientos de los microorganismos

benéficos, ya que algunos son similares a los de los patdgenos.
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Los complejos mecanismos de colonizacion de los miembros del

microbioma de plantas.

La planta tiene contacto con microorganismos benéficos y

patdgenos, la diferencia es que los microorganismos benéficos

aprovechan los recursos de la planta pero le otorgan un

servicio positivo (facilitan la toma de nutrientes, activacion

de mecanismos contra microorganismos patégenos o contra

la salinidad, sequia, entre otros), mientras que los patégenos

solo toman los recursos para cumplir su ciclo de vida incluso

llevando a la muerte a la planta. Los estudios indican que

el sistema de defensa de las plantas juega un papel activo

en la composicidon del microbioma. Las plantas pueden

reconocer (debido a unas antenas localizadas en la superficie

conocidas como receptores PRR, del inglés “pattern recognition

receptor”) a los microorganismos debido a sus componentes

estructurales conocidos como patrones moleculares asociados

a microorganismo (microbe-associated molecular patterns o

“MAMPs”) para activar los mecanismos de defensa. Estos MAMPs

no son diferentes entre los microorganismos benéficos o los

patdgenos. Entonces, ;como hace la planta para identificar uno

de otro?, se sabe que en la composicién de los MAMPs (secuencia

peptidica) de diferentes organismos existen pequenas diferencias

(una divergencia de las MAMPs). Esta estrategia permite que la

planta reconozca al microorganismos entrante como benéfico y se

desactiven los mecanismos de defensa, permitiendo que se forme

conjuntos microbianos. Por otro lado, se sabe que para entrar

al tejido vegetal los microorganismos producen enzimas liticas

como lisoenzimas para degradar la pared celular. Sin embargo,

se postula que comunidades endofitas producen bajos niveles de

estas enzimas en comparacién con los patégenos (Yu et al., 2019).
Al igual que las bacterias patégenas, los microorganismo de

la microbiota endofitica tienen un mecanismo para inyectar en
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la célula vegetal proteinas
que benefician la colonizacion
(proteinas efectoras), el cual
es conocido como sistema de
secrecion tipo 3 (T3SS).
Antiguamente se creia
que estas proteinas estaban
ausentes o presentes en
cantidades bajas en las
bacterias endofiticas. Sin
embargo, las herramientas
como las nuevas técnicas
secuenciacion masiva de ADN
(técnicas de secuenciacion
de nueva generacion o NGS)
han permitido generar el
conocimiento de muchos
genes que codifican estas
proteinas efectoras presentes
en las bacterias benéficas,y
que activan mecanismos de
defensa en la planta durante
la colonizacion de la raiz
(Loper et al.,2012; Stringlis
etal.,2018 y 2019). Ademas,
secuencias de los microbiomas
de las raices de las plantas
de importancia agricola
presentan un enriquecimiento
significativo de genes T3SS a
nivel comunitario que estan
posiblemente involucrados en

la supresion de las respuestas
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de defensa de la raiz (Ofek et al., 2014; Yu et al., 2019). Estos
multiples mecanismos son el pasaporte de la microbiota de la

planta.

Interacciones dentro de las comunidades microbianas y con las
plantas que habitan.

Las teorias ecologicas sugieren que en el microbioma de las
plantas existen interacciones complejas entre el hospedero, los
microorganismos y el medio ambiente. Los estudios de asociacion
de los genomas han demostrado que las plantas influyen en la
composicion del microbioma. Asi mismo, se ha observado que

la intensificacion de la agricultura disminuye la conectividad

de estas redes, asi como, la abundancia de los grupos de
microorganismos clave, lo que sugiere que los sistemas de cultivo
intensivo son menos resistentes a las tensiones ambientales

que los manejados por practicas de baja intensidad como la
agricultura organica. Dada la diversidad de microorganismos

que colonizan las plantas, un enfoque emergente en el campo

de los microbiomas que habitan las plantas es el papel de las
interacciones entre multiples reinos dentro de las comunidades
microbianas (Trivedi et al., 2020).

Existen un gran numero de mecanismos por los cuales las
plantas pueden interactuar con su microbioma (de Souza et
al.,2015). Estas interacciones estan influenciadas por factores
tanto del huésped, de los microrganismo, y también por factores
ambientales, como la composicion del suelo, la temperatura,
la humedad, la irradiacion, entre otros (Leach et al., 2017). Asi
mismo, como ya se describié anteriormente, el ensamblaje de un
microbioma asociado a una planta es un proceso de varios pasos
gue esta determinado por la dispersion, las interacciones de las
especies, el medio ambiente y el huésped (Trivedi et al., 2020).

Para establecer estas interacciones entre los microorganismos

y sus plantas hospederas, algunas barreras fisicas y defensas del

sistema inmune deben ser
evadidas mediante una efectiva
comunicacion entre la planta 'y
los microorganismos, a través
de diferentes mecanismos
moleculares (Mhlongo et al.,
2018).

Los microorganismos
asociados a las plantas
utilizan la quimiotaxis para
detectar y responder a senales
derivadas de las plantas,como
acidos organicos y/o azucares
presentes en los exudados de
las mismas, y posteriormente
iniciar la colonizacion. Una vez
que se percibe una senal, los
microorganismos se mueven
hacia la planta principalmente
mediante el uso de
estructuras celulares llamadas
flagelos. A continuacion, los
microorganismos se adhieren a
la superficie de la raiz y forman
unas estructuras conocidas
como biopeliculas.

En este punto, existen
muchas moléculas, como
las poliaminas (ejemplo, la
arginina y la putrescina), que
funcionan como moléculas
de senalizacién en la interfaz

raiz-rizosfera e informan al
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microbioma de la presencia
de una planta (Trivedi et
al.,2020). Por otro lado, la
percepcion extracelular en
las plantas esta mediada
tipicamente por los llamados
receptores de reconocimiento
de patrones (PRR),
mencionados anteriormente,
que se encuentran unidos a
la membrana plasmaticay
sirven para detectar ciertas
moléculas conservadas en los
microorganismos, las MAMPs,
La activacion de un PRR por
un MAMP asociado produce
una respuesta de defensa
de la planta, denominada
colectivamente inmunidad
activada por MAMP (MAMP-
Triggered Immunity o MTI),
que limitan el crecimiento de
ciertos microorganismos, como
los patdgenos (Garrido-Oter et
al.,2018). La MTI funciona en
el reconocimiento de muchos
componentes del microbioma
de las plantas, incluidas las
bacterias, hongos, oomicetos,
nematodos e insectos. Por
otra parte, también existen los
llamados patrones moleculares

asociados a danos (Damage-
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Associated Molecular Patterns o DAMP), que son por definicién,
moléculas propias de las plantas, pero que su presencia senala
la actividad danina en las mismas por otros organismos. La
percepcion de DAMP también se lleva a cabo mediante los PRR
(Leach et al., 2017).

La evasidn o supresién del sistema inmunoldgico de las
plantas no solo es esencial para que los patdgenos puedan
infectar con éxito a su hospedante, sino que también es
fundamental para que los comensales colonicen diferentes nichos
de las plantas (Trivedi et al., 2020). Para evitar estos mecanismos
de reconocimiento del sistema inmune de las plantas, los
microorganimos secretan moléculas conocidas como efectores,
que son moléculas expresadas que cambian la fisiologia del
huésped para beneficiar al invasor (Jones et al., 2016). Dentro de
estos efectores, pueden existen pequenos fragmentos (dominios)
asociados a las plantas y asociados a las raices (del ingés Plant-
Resembling Plant-Associated and Root-Associated Domains o
PREPARADOSs), muy abundantes en los genomas de las bacterias
asociadas a las plantas y que representan una estrategia de
‘camuflaje” para evadir la inmunidad al unirse a moléculas de
MAMP extracelulares y funcionar como una capa de invisibilidad
molecular (Trivedi et al., 2020). Sin embargo, la planta también
puede percibir la existencia de estos efectores gracias a proteinas
llamadas en general LRR (Leucine-Rich Repeat) de union a
nucledtidos (Nucleotide-binding LRR proteins o NLR). Estas
proteinas NLR han evolucionado para detectar la presencia o
actividad de proteinas efectoras, que conducen a la activacién de
fuertes reacciones inmunes, conocida como inmunidad activada
por efectores (Effector-Triggered Immunity o ETI) (Teixeira et al.,
2019).

Por otra parte,algo muy interesante de tomar en cuenta es que
la mayoria de los microorganismos pertenecientes al microbioma

de las plantas no son patégenos. Sin embargo, muchos de
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ellos expresan moléculas
que son potencialmente
reconocidas por el sistema
inmune de la planta. Asi pues,
¢cémo el sistema inmune
de la planta distingue a los
microorganismos amigos de
los patégenos para ensamblar
su microbioma?. Una de las
formas que se ha visto hasta
el momento es, que al igual
que los patogenos, varios
microorganismos no patégenos
poseen la capacidad de
suprimir la reaccion inmune
de las plantas a través de
varias maneras: i) cambiando
los MAMP, ii) degradando o
secuestrando los MAMP,y
iii) modificando los MAMP
(Teixeira et al., 2019).

Asi mismo, para establecer
una relacion simbidtica
con las plantas, algunas
bacterias del microbioma
secretan o emiten moléculas
beneficiosas para la planta
(como por ejemplo: auxinas,
citoquininas, giberelinas, acido
absicico (ABA), acido salicilico
(SA) y acido jasmonico (JA)),
desencadenando cambios

en la expresion de los genes

de la planta (Fahad et al., 2015). Todos estos compuestos
estan involucrados en el mantenimiento de la salud del suelo,
la modulacién del crecimiento de las plantas y la induccidn
de resistencia hacia diferentes factores, tanto bioticos como
abioticos (Mhlongo et al., 2018).

Por su parte, las plantas sirven como fuentes ricas de
nutrientes para diferentes microorganismos que viven dentro
y alrededor de sus tejidos. A traves del proceso denominado
rizodeposicion (dado por los exudados de la raiz), las plantas
liberan compuestos organicos en el suelo, como carbohidratos,
entre otros, que contribuyen a la acumulacién del carbono
derivado de plantas a la biomasa microbiana circundante
(Pausch y Kuzyakov, 2018). Un ejemplo de estos exudados son los
flavonoides, que son metabolitos secundarios ricos en carbono. La
adaptacion bacteriana a los exudados de las raices de las plantas
es claramente visible en todos los niveles, desde el genoma
hasta el metaboloma de los microorganimos que conforman el
microbioma de las plantas (Levy et al., 2018).

Finalmente, para que exista un correcto ensamblaje de las
comunidades microbianas que forman el microbioma de las
plantas,ademas de la comunicacion que debe existir entre los
microorganimos que la habitan con su huésped, también deben
existir interacciones microorganismo-microorganismo.

Los genomas de muchas bacterias asociadas a plantas
codifican mecanismos de destruccidn de bacterias interespecificos
(contra su misma especie) e intraespecificos (contra otras
especies) por ejemplo, la produccion de antibidticos, a través
de los cuales pueden modular la distribucién, abundancia y
diversidad de otros grupos microbianos dentro de la planta
hospedera. Asi mismo, también los genes relacionados con
la resistencia a estas moléculas biocidas se enriquecen en el
entorno vegetal, lo que sugiere una intensa carrera de armas

microbianas que controla la estructura de la comunidad
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microbiana (Trivedi et al., 2020).
Uno de los principales
mecanismos a través de
los cuales ocurren estas
interacciones es a traves
del ya mencionado ‘quorum
sensing” (QS). El proceso de QS
involucra a la célula bacteriana
que produce senales quimicas
conocidas como autoinductores
(Al), que se secretan en el
espacio extracelular (fuera de
la célula del microorganismo).
Hasta la fecha, tres tipos
de autoinductores se han
caracterizado en bacterias:
Al-1,Al-2 y Al-3.ELAI-1 esta
involucrado generalmente en
la comunicacién dentro de la
misma especie. EL Al-2 esta
involucrado en la comunicacién
entre diferentes especies
bacterianas (Whiteley et al.,
2017). Finalmente, el Al-3, se
encuentra involucrado en la
comunicacion entre especies
de diferentes reinos, por
ejemplo entre las bacterias
con su hospedero. Diferentes
taxones bacterianos pueden
generar el mismo tipo de
molécula de senalizacion, lo

que permite la cooperacién
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o la interferencia (Quorum quenching) con otros taxones no
relacionados. Ademas, el QS también tienen un papel en las
interacciones entre reinos.

La percepcion de los Al por parte de las plantas conduce a la
modulacion del metabolismo de la planta, la respuesta inmune y
el desarrollo de las raices (Trivedi et al., 2020).

Finalmente, las plantas generalmente seleccionan un
microbioma que promueve la resistencia al estrés en condiciones
de estrés abiodtico o bidtico. Las plantas en condiciones adversas
pueden depender de cambios en el microbioma asociado.

Probablemente mediante una combinacion de efectos directos
del microbioma sobre la fisiologia vegetal y efectos indirectos
mediados por la disponibilidad de nutrientes del suelo (Trivedi et

al.,2020).

Las nuevas técnicas de secuenciacion de ADN: Secuenciacion de
Nueva Generacion (Next-Generation Sequencing o NGS).

Las tecnologias de secuenciacién de ADN ayudan a los
investigadores en una amplia gama de aplicaciones,como la
clonacion molecular, la reproduccién, la busqueda de genes

de diferentes patogenos, en estudios comparativos y de
evolucion, entre muchos otros. Idealmente, las tecnologias de
secuenciacion de ADN deben ser rapidas, precisas, faciles de
operar y economicas. En los ultimos treinta anos, las tecnologias
y aplicaciones de secuenciacién de ADN han experimentado

un tremendo desarrollo y actuan como el motor de la era del
genoma, que se caracteriza por una gran cantidad de datos de
diferentes genomas y, posteriormente, una amplia gama de areas
de investigacidén y multiples aplicaciones (Liu et al.,2012). EL
término Secuenciacion de Nueva Generacion (Next-Generation
Sequencing o NGS) tiene casi una década que se comenzo a
utilizar, pero sigue siendo la forma coloquial de describir métodos

de secuenciacién altamente paralelos y de alto rendimiento
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que producen datos en o mas alla de la escala del genoma (conjunto completo de ADN en un
organismo) (Levy y Myers, 2016). Las tecnologias de NGS son diferentes de los métodos tradicionales
de secuenciacion (como el llamado Sanger), en aspectos como el analisis de datos masivos, altos
rendimientos y costos reducidos. Aunque las NGS hacen que las secuencias del genoma sean en
cierto modo faciles de obtener, el analisis de estos datos y las explicaciones biologicas que le
siguen a esto siguen siendo el cuello de botella en la comprensién de los genomas (Liu et al., 2012).
Con mas y mas organismos secuenciados, una avalancha de datos genéticos inunda el mundo todos
los dias.

El progreso en la gendmica ha avanzado constantemente debido a una revolucion en la
tecnologia de secuenciacion gracias a las NGS. Ademas, las NGS permiten realizar otros tipos de
estudios a gran escala, como exdmica, metagendmica, epigenomica y transcriptémica, entre otros.
Estos estudios no solo proporcionan el conocimiento para la investigacién basica, sino que también
brindan beneficios de aplicacién inmediata. Los cientificos de muchos campos estan utilizando
estos datos para el desarrollo de cultivos, mejoras en los rendimientos de los cultivos, ganado
mas présperos y mejores diagndsticos, pronosticos y terapias para el cancer y otras enfermedades
complejas, entre muchisimas mas aplicaciones que se les da (Liu et al.,2012). En la siguiente
seccion, describiremos cuales son y los principales usos que se les da a las NGS en el campo del

estudio de las comunidades microbianas que habitan las plantas (Figura 1).

Figura 1. Esquema general de como son los analisis de perfiles taxondémicos por secuenciacion del 16S ARNr, metagendmica,
transcriptémica y metatranscriptomica para el estudio de las comunidades microbianas, tanto de plantas, como de cualquier otro
hospedero o ambiente.
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genoma a otra,y esta segunda

Discusion Académica

Estudios de perfiles taxonomicos por secuenciacion del gen que

lo incorpora como suyo), lo
que respalda aun mas su uso
para estos estudios. A pesar
de lo anterior,el ARNr 16S

codifica para el 16S ARNr y la region intergénica, ITS.

En ecologia microbiana, la investigacion se ha visto obstaculizada
porque la mayoria de los microorganismos ambientales no todavia esta sujeto a variacién,
son cultivables, debido a que regularmente, en la naturaleza, especialmente en ciertas
las comunidades microbianas son increiblemente complejas y regiones variables. Si bien, la
diversas. Una gran cantidad de estudios en diversos entornos presencia de regiones variables
naturales han identificado muchos grupos microbianos sin cultivo. permite una diversificacion
Para superar esta dificultad técnica, se han utilizado diferentes  suficiente para proporcionar
enfoques independientes del cultivo de microorganismos, donde una herramienta para la
podemos incluir a la hibridacion de ADN (por ejemplo, hibridacién clasificacion, la presencia de

in situ fluorescente), la clonacion de ADN y la reaccion en cadena regiones conservadas permite

de la polimerasa (PCR, ver Cuadro 2) para detectar miembros
especificos y/o genes funcionales en comunidades microbianas.
Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion han

popularizado recientemente métodos de secuenciacion del gen

del ARN ribosémico 16S (ARNr) y de amplicones metagendmicos

(Shotgun metagenomics), que identifican miembros y/o genes
funcionales a mayor escala 'y con mas detalle (Hiraoka et al.,

2016). EL analisis de la secuencia de amplicones de genes

marcadores, tipicamente el 16S ARNr en el caso de las bacterias,

nos permite caracterizar la abundancia relativa de diferentes
especies en las comunidades que forman el microbioma de las
plantas (Mauchline y Malone, 2017).

EL 16S ARNr es adecuado para este propdsito por varias
razones. El gen se distribuye universalmente, lo que permite el
analisis de las relaciones filogenéticas entre taxones distantes
(microorganismos diferentes). Como una parte funcionalmente
indispensable del conjunto de genes centrales, se espera que
el gen del 16S ARNr se vea afectado solo débilmente por la
transferencia horizontal de genes (proceso por el cual una

bacteria u otro tipo de célula es capaz de pasar un trozo del
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el diseno de cebadores
(secuencias cortas de ADN de
cadena simple que se utilizan
para la PCR), adecuados o
sondas de hibridacion para
varios taxones en diferentes
niveles taxondmicos que van
desde cepas individuales hasta
phyllum completos. A pesar del
amplio uso del ARNr 16S, hay
varios aspectos que limitan la
interpretacion de los resultados
derivados de esta técnica. El
mas importante es el hecho

de que su numero de copias
por genoma puede variar
desde 1 hasta 15 o mas copias

(Vetrovsky y Baldrian, 2013).
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Finalmente, los
microorganismos del suelo
y los que habitan en las
plantas llevan a cabo procesos
importantes, incluido el apoyo
al crecimiento de las plantas,
el ciclo del carbono y otros
nutrientes, entre otros.

Sin embargo, la mayoria
de estos microorganismos
aun no han sido aislados y
sus funciones se desconocen
en gran medida. Aunque el
uso de perfiles taxondmicos
mediante el 16S ARNr revela
identidades microbianas y
hasta cierto punto, informacién
genética funcional, incluye
ADN de microbios con
estados fisiologicos muy
variables. Por lo tanto, esta
técnica solo nos dice la
composicion de una comunidad
de microorganismos en
un momento especifico y
hasta cierto punto, predice
el potencial funcional de
esa comunidad (Jansson y

Hofmockel, 2018).

Estudios de Metagenomica o Shotgun Metagendmica.

La Metagendmica, Shotgun Metagendmica o la secuenciacion
del ADN total para metagendmica, es la secuenciacion del ADN
total de los genomas de los organismos que se encuentren en
un sitio o ambiente determinado, incluido el ADN cromosomico
completo, plasmidos, transposonones, etc., en un solo momento y
su alineacion de novo o con secuencias de referencia (secuencias
previamente conocidas y almacenadas en bases de datos) (Liu

et al.,2012). Diversas comunidades microbianas de bacterias,
arqueas, virus y eucariotas unicelulares tienen papeles cruciales

en el ambiente, la salud humana, y por supuesto, en las plantas.
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Sin embargo, los microbios suelen ser dificiles de cultivar en el
laboratorio, lo que puede confundir la catalogacién de miembros
y la comprension de como funcionan las comunidades. Las
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento y un conjunto
de procesos computacionales se han combinado con el método
de Shotgun Metagendmica para transformar la microbiologia
y ayudar en el estudio de las comunidades microbianas y en
como funcionan (Quince et al.,2017). La metagen6émica es la
secuenciacion no dirigida (“Shotgun”) de todos los genomas
(‘metagenoma”) microbianos presentes en una muestra. La
secuenciacion por metagendmica se puede utilizar para perfilar
la composicion taxondmica y el potencial funcional de las
comunidades microbianas,y para recuperar secuencias de
genomas completos de cualquier organismos, ya sea bacteria,
arquea, virus o célula eucariota, que se encuentre en una muestra
determinada (Quince et al.,2017). Lo anterior permite a los
investigadores en el caso del estudio de las comunidades que
habitan las plantas, poder conocer todos los genomas presentes
en una muestra en particular de todos los organismos que hay
en ella, con sus respectivos genes, lo que ayuda a conocer que
microorganismos habitan en ella (conocidos o nuevos), tener los
genomas completos de estos con sus respectivos genes,y de esta
forma, conocer las funciones que los diferentes microorganismos
pueden tener en esta compleja red de interacciones entre las

plantas y los microrganismos.

Estudios Transcriptomicos.

El transcriptoma es el conjunto de todas las moléculas de ARN,
incluido el ARNm (mensajero), el ARNr (ribosomal), el ARNt
(transferencia) y otros ARN no codificantes (como micro ARNSs,
entre otros) producidos en una célula o en una poblacion de
células. Estas pueden ser de la misma especie (“Transcriptoma”),
o de diferentes especies (“Metatranscriptoma”) (Liu et al.,2012).

En los ultimos anos, la tecnologia de secuenciacién de nueva
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generacion se ha utiliza para
estudiar el transcriptoma con
resultados muy interesantes
(Stark et al., 2019). Los métodos
de NGS permiten el estudio del
transcriptoma de un organismo
0 una poblacion de organismos
en un momento determinado
(Mutz et al., 2013). Lo anterior,
por ejemplo, permite conocer

a los investigadores como una
planta, un microorganismo

0 una comunidad de
microorganismos responden
ante alguna situacion en
particular, mediante el estudio
de la expresion de los genes
involucrados en la respuesta

a este estimulo, mediante el
estudio de los ARNs transcritos
del individuo o de la poblacién
en cuestién. Lo anterior es

muy util para conocer como
son las interacciones entre

los microorganismos con

las plantas, saber qué genes
participan en determinado
momento y ante determinada
situacion, y finalmente, las
funciones que cada uno tiene
en estas comunidades tan
complejas que se forman en el

microbioma de las plantas.
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Consideraciones finales y perspectivas.

En la actualidad, hay muchas plataformas de secuenciacion disponibles. Todas ellas utilizan en
general, fragmentos cortos, denominados como lecturas, para investigar las secuencias del genoma
o de los genomas (Figura 2) (Mutz et al., 2013). Las plataformas actuales de mayor uso son las que
pertenecen a las empresas Illumina (MiniSeq, MiSeq, HighSeq y NovaSeq), PacBio (Sequel Systems),
Oxford Nanopore (Nanopore MinlON),y Thermo Fisher (lon Torrent). Cada una con sus ventajas

y desventajas, dependiendo de la investigacion que se desea llevar a cabo. En algunos casos, la
combinacion de algunas de ellas comienza a ser un método muy utilizado para aprovechar las
ventajas de cada una,y minimizar las desventajas de las mismas, permitiendo mejores resultados

que pueden ser aprovechados por los investigadores.

Figura 2. Esquema general de la forma en la que se procesan y generan las tablas de OTUs para los analisis de metagenémica de
comunidades microbianas, tanto de plantas, como de cualquier otro hospedero o ambiente. 1) Conjunto de lecturas o “reads” procesados,
pareados y empalmados. 2) Lecturas o “Reads” agrupados con base al criterio de identidad/similitud del 98%. 3) Lecturas o “Reads”
consenso de cada agrupacion que seran “mapeados” con la base de datos (“database” o “DB”) del GenBank, para la generacion de una DB
“Local” o por muestra. 4) Mapeo del conjunto de “reads” procesados, pareados y empalmados de la muestra con la DB “Local” de la muestra.
5) Agrupamiento de las lecturas o de los “reads” por cada OTU y generacién de la tabla de frecuencias de cada OTU en la muestra. 6)
Integracion de las tablas de OTUs por muestra a una tabla de OTUs de las muestras (Tomada del Capitulo 16, Metagenomas de Plantas,
Loera-Muro et al., en publicacién).
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El estudio del microbioma de las plantas permite a los investigadores poder desarrollar mejoras
en los procesos de cultivos, como por ejemplo, mejores fertilizantes o biofertilizantes que no
contaminen, aumentar la produccion agricola, cultivos mas resistentes a las condiciones ambientales
extremas y con mejores propiedades nutricionales. Lo anterior siempre en vias de lograr garantizar
la produccion de alimentos para las poblaciones,y que esta sea de una manera amigable con
el ambiente. Sin embargo, y a pesar de los grandes avances en las tecnologias, como Lo son las
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, estamos apenas comenzando a entender a estas
comunidades microbianas que habitan en las plantas, las interacciones y funciones que llevan a
cabo,y su importancia para la salud de las mismas, de los ecosistemas, para el bienestar del ser

humano,y de la vida en general.
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