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RESUMEN

Los estudios de ecologia microbiana en plantas, han demostrado que existe una
comunidad compleja de microorganismos asociada naturalmente en la superficie de los
frutos. Algunos de estos microorganismos tienen la capacidad de antagonizar fitopatdgenos.
El objetivo del presente trabajo fue determinar la composicién, dinamica, estructura y
actividad antagonista de las poblaciones microbianas asociadas al fruto durante su desarrollo
en tres variedades de manzano ‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden Delicious’. Se emplearon
métodos dependientes de cultivo y secuenciacion masiva de amplicones para conocer las
poblaciones microbianas; HPLC para identificar los compuestos presentes en exudados del
fruto y ensayos in vitro e in vivo para identificar y caracterizar cepas aisladasy seleccionadas
por su actividad antagénica contra Penicillium expansum. Las poblaciones microbianas
presentes a lo largo del desarrollo del fruto exhiben cambios en densidad, riqueza y
diversidad (p<0.05), siendo mayor en la etapa de amarre de fruto (2.025 logUFC, 1.967 H’,
0.333 riqueza por cm?) y menor en los frutos maduros (0.086 logUFC, 0.032 H’, 0.006
riqueza por cm?). Bacillus y Aureobasidium fueron los. géneros dominantes en los dos afios
de muestreo en las tres variedades. La diversidad en las poblaciones de bacterias asociadas a
la variedad ‘Joya’ fue mayor (1.7 H”) que las de la variedad ‘Golden Delicious’ (0.77 H”) en
frutos maduros (p<0.05), no siendo asi para las poblaciones flingicas. El analisis de
PERMANOVA revel6 que la concentracion de los compuestos encontrados en los exudados
dependian tanto de la variedad como de la etapa de desarrollo (R>=0.53 y R?=0.17, P<0.001).
Algunos compuestos muestran influencia sobre la composicion de las poblaciones
bacterianas (tirosina, prolina, el 4c. 4-hidroxibenzoico y el ac. 3,4-dihidroxibenzoico) y sobre
las poblaciones fungicas (ac. malico, el manitol, el glutamato, el &c. 3,4-dihidroxibenzoico y
ac. vanilico). Existen bacterias a lo largo del desarrollo del fruto capaces de inhibir el
crecimiento de P. expansum. Las cepas con mayor actividad antagonista en fruto fueron B.
subtilis subsp. spizizenii M24 (66.9 %PRPF) y Pantoea sp. M18 (40.2% PRPF), encontradas
en los frutos maduros y con capacidad de produccion de sider6foros y lipopeptidos. En
conclusién, se evidencio la dinamica de las poblaciones microbianas durante la maduracién
de manzanas, en donde donde el fruto provee compuestos que son utilizados por la microbiota
y propiciar la proliferacion de aquellos capaces de limitar el desarrollo de hongos patdgenos
de la manzana en etapa poscosecha.

Palabras claves: Epifitos del fruto, biodiversidad en manzana, actividad antagonista,

Bacillus, Pantoea sp., Penicillium expansum.
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ABSTRACT

Microbial ecology studies in plants has shown that there is a complex community of
naturally associated microorganisms with the surface of fruits. Some of these
microorganisms may have the ability to antagonize phytopathogens. The objective of this
work was to determine the composition, dynamics, structure, and antagonistic activity of the
microbial populations associated with the fruit during its development in three apple varieties
‘Joya', 'Royal Gala' and 'Golden Delicious'. Culture-dependent methods and massive
amplicon sequencing were used to determine the microbial populations; HPLC to identify
the compounds present in fruit exudates and in vitro and in vivo tests of isolated and selected
strains against Penicillium expansum. The microbial populations present throughout the
development of the fruit have changes in density, richness, and diversity (p <0.05). Being
higher in the fruit set stage (2,025 log CFU, 1,967 H’, 0.333 richness per cm?) and lower in
mature fruits (0.086 log CFU, 0.032 H’, 0.006 richness per cm?). Bacillus and Aureobasidium
were the dominant genera for the two years of sampling in the three varieties. The diversity
in the populations of bacteria associated with the variety 'Joya' was higher (1.7 H’) than in
the variety 'Golden Delicious' (0.77 H’) in mature fruits (p <0.05), not being the case for the
fungal populations. The PERMANOVA analysis revealed that the concentration of the
compounds found in the exudates depended on both the variety and the stage of development
(R?=0.53 and R?>= 0.17, P <0.001). Some compounds showed influence on the composition
of the bacterial populations (tyrosine, proline, 4-hydroxybenzoic acid, and 3,4-
dihydroxybenzoic acid) and on fungal populations (malic acid, mannitol, glutamate, 3,4-
dihydroxybenzoic acid, and vanillic acid). There are bacteria throughout the development of
the fruit capable of inhibiting the growth of P. expansum. The strains with the highest
antagonist activity on fruit were B. subtilis subsp. spizizenii M24 (66.9% PRPF) and Pantoea
sp. M18 (40.2% PRPF), both isolated from mature fruit and with the production capacity of
siderophores and lipopeptides. In conclusion, the dynamics of microbial populations during
apple ripening was evidenced, where the fruit provides compounds that are used by the
microbiota and promote the proliferation of those capable of limiting the development of
pathogenic apple fungi in the post-harvest stage.

Key words: Fruit epiphytes, apple biodiversity, antagonistic activity, Bacillus, Pantoea sp.,

Penicillium expansum



1. INTRODUCCION

Las tendencias actuales indican que la demanda de la produccion agricola aumentara
en 70 % para el afio 2050 (Altieri, 2004). Bajo este panorama la biotecnologia agricola tiene
como objetivo el desarrollo de préacticas agricolas sostenibles y de alto rendimiento para
cubrir dicha demanda y reducir la dependencia de los fertilizantes quimicos y los plaguicidas
(Pereg y McMillan, 2015). Actualmente, se conoce que las plantas se encuentran, en su
mayoria, colonizadas por microorganismos. Algunos microorganismos, han recibido una
atencion considerable, debido a su capacidad de conferir resistencia ante el estrés biotico (ej.
patdgenos) y abidtico (ej. sequia), lo cual genera beneficios en la productividad y calidad de

los cultivos (Coleman-Derr y Tringe, 2014).

Los amplios estudios que se han realizado acerca de la microbiologia de la rizésfera
han permitido conocer la complejidad y regulacion de las comunidades microbianas
asociadas a la raiz de las plantas, en donde los exudados radiculares y la edad de la planta
juegan un rol importante en la conformacion de las comunidades (Wagner y col., 2016; Zeng
y col., 2016; Munoz-Ucros y col., 2021). Ademas, estos estudios han sido la base para
comprender la importancia de estos microorganismos en los sistemas agricolas, tanto como
promotores de crecimiento, como potenciales agentes de biocontrol contra enfermedades
(Huo y col., 2018; Wang y col., 2018).

En afos recientes han aumentado los estudios de las comunidades microbianas
asociadas a los 6rganos aéreos de la planta (filésfera), principalmente la hoja, donde se ha
visto que la dindmica de los microorganismos asociados esté influenciada por factores como
la etapa de cultivo (Copeland y col., 2015) o la estacion del afio (Williams y col., 2013). Sin
embargo, la fildsfera incluye otros 6rganos como las flores y frutos, los cuales también son
de relevancia para el desarrollo de las plantas debido a su relacion directa con la
reproduccion. Algunos trabajos realizados en frutos se han enfocado en la busqueda de

microorganismos epifitos (asociados a la superficie de las plantas) con capacidad antagonista



contra enfermedades causadas por hongos y asi, poder utilizarlos como agentes de biocontrol
en la etapa de poscosecha, en donde se llega a perder hasta una tercera parte de la produccion

por este tipo de enfermedades (Romanazzi y col., 2016).

Uno de los frutos modelo para este tipo de estudio es el manzano, debido a que esuno
de los frutales mas consumidos y estudiados en el mundo (Toranzo, 2016). Al igual que en
otros frutos, los estudios sobre la microbiologia del fruto de manzana se han enfocado en su
mayoria en la busqueda especifica de microorganismos con potencial de agentes de
biocontrol en fruta madura (Calvo y col., 2007; Soto-Mufioz y Martinez-Peniche, 2009; Chen
y col., 2016). Se desconoce cdmo se modifican las poblaciones en las diferentes etapas de
desarrollo del fruto y se pueden plantear varias preguntas al respecto: ¢Estan presentes los
antagonistas durante todo el desarrollo del fruto?, ¢quiénes estan? y ¢ cual es su proporcion?,
¢Cambian debido a algin compuesto fitoquimico presente en el fruto?. Las respuestas a estas
interrogantes podrian dar la base para generar una comprension entre las asociaciones del
fruto con su microbiota en sistemas agricolas'y asi proponer mejores estrategias amigables
con el ambiente para el control de enfermedades que redunden en una mejora de la calidad y

rendimiento del fruto.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo por objetivo analizar la dindmica y estructura
de la comunidad-microbiana epifita durante el desarrollo del fruto en tres variedades de
manzano (‘Joya’, ‘Royal Gala’ y 'Golden Delicious’), y su probable relacion con la
concentracion de exudados del fruto los cuales incluyen aminoécidos, &cidos organicos,
azucares y polifenoles; adicionalmente, se determiné la capacidad antagonista in vitro e in
vivo de poblaciones bacterianas seleccionadas contra Penicillium expansum, el principal

patégenos poscosecha de la manzana.



2. ANTECEDENTES

2.1 Interacciones planta-microorganismos

Las plantas proporcionan nichos donde pueden asociarse y proliferar una diversidad de
microorganismos, los cuales incluyen principalmente bacterias, hongos y levaduras, a los
cuales se le denomina microbiota (Miller y col., 2016). Esta microbiota puede jugar un rol
muy importante dentro de la resistencia ante estrés bidtico y abidtico a las que las plantas
estan expuestas constantemente (Meena y col., 2017; Trivedi y col., 2020). Al conjunto de
estas poblaciones de microorganismos, junto con los macroorganismos y el ambiente que
interacta con las plantas se le denomina fitobioma (Parakhiay Golakiya, 2018). Una de las
partes importantes para comenzar a entender al fitobioma es conocer la composicion de la
parte microbiana asociada a las plantas (Leach y col., 2017), estos estudios se ha abordado
desde una perspectiva ecoldgica (Fitzpatrick y col., 2020), hasta el entendimiento de su
posible funcion para aplicaciones biotecnoldgicas en los sistemas agricolas (Arif y col.,
2020).

2.1.1 Relaciones ecoldgicas de la microbiota y las plantas

La rizosferay filosfera de las plantas coexisten en asociacion con microorganismos a
nivel de superficie, Ilamados epifitos y en la endosfera, llamados endéfitos (Gopal y Gupta,
2016) (Figura 1). Estos pueden presentar algdn tipo de interaccion especifica con la planta,
por -ejemplo: a) Mutualista: una relacion entre dos organismos que es mutuamente
beneficiosa (ej. bacterias fijadoras de nitr6geno) (Shridhar, 2012); b) Parasitismo: una
relacion entre dos organismos en los que uno se beneficia y el otro es perjudicado, como es
el caso de la mayoria de los fitopatogenos (Sista y Qin, 2018), y ¢) Simbiosis: relacion
bioldgica evolutiva muy estrecha entre dos 0 mas individuos de diferentes especies en donde
ambas partes se benefician, como la que describen Knief y col. (2014) para la interaccion del

hongo Curvularia protuberata que le permite la adaptacion del pasto Dichanthelium



lanuginosum en altas temperaturas y en donde sin este hongo la planta es incapaz de
desarrollarse.

¢ ——3 Microbioma e——«
de aire

. Microbioma
de filosfera

Microbioma
endofitico

— A Microbioma

> 4 ' N/
de rizosfera - 4

—T Microbioma
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Figura 1. Microbiomas asociados a plantas. La rizésfera (raices), la endosfera (dentro de
la planta) y la filosfera (6rganos aereos) constituyen los principales compartimentos en los

que residen las comunidades microbianas en la planta (Modificado de Gopal y Gupta, 2016).

A nivel ecoldgico dos de las relaciones de mayor interés de estudio son la mutualista
y la simbiotica, debido a que este tipo de relaciones ayudan a mantener la adecuacion de la
planta (fitness), es decir su sobrevivencia y reproduccion ante el estrés biotico y abidtico
(Vandenkoornhuyse y col., 2015). El estrés biotico, es uno de los factores que mas vulnera a
las plantas y se refiere al generado por los organismos vivos que pueden afectar el desarrollo
de las plantas. Dentro de los generadores de este tipo de estrés encontramos a los insectos
herbivoros o fitdfagos con diferentes estrategias de alimentacion, incluyendo, pero no
limitandose a, escarabajos de masticacion de hojas, orugas, trips, acaros y afidos (Kant y col.,
2015); ademas de los microorganismos patdgenos que atacan a las plantas los cuales incluyen

bacterias y hongos (Lamichhane y Venturi, 2015). Los mecanismos de defensa de las plantas



hacia este tipo de estrés, pueden ser desde morfoldgicos (tricomas, ceras) hasta defensas
quimicas (alcaloides, glucosinolatos, inhibidores de la proteasa), que a menudo son inducidos
(Nguyeny col., 2016). Sin embargo, ademas de la defensa per se de la planta, se conocen
ejemplos de microorganismos mutualistas que promueven la formacion y acumulacién de
estas defensas quimicas, tal es el caso del estudio realizado por Aziz vy col. (2016), quienes
expusieron plantas de Arabidopsis thaliana a la bacteria de rizésfera. promotora de
crecimiento Bacillus amyloliquefaciens (GB03) y observaron una acumulacion de
glucosinolatos en las plantas, lo cual tuvo como efecto, una mayor. proteccion contra el
herbivoro generalista Spodoptera exigua (gusano de la remolacha). Otro ejemplo, se muestra
en el trabajo que realizaron Cosme y col. (2016), en ‘el cual inocularon al hongo
Piriformospora indica (que ha mostrado interaccion mutualista con un amplio espectro de
plantas) en raices de plantas de arroz (Oryza sativa) y-posteriormente inocularon larvas del
insecto Lissorhoptrus oryzophilus (la mayor plaga en raiz del arroz), observando una
proteccion por parte del hongo hacia las raices del arroz durante el ataque del insecto, ademas

de un incremento en el nimero de brotes, tallos y raices de las plantas inoculadas.

Como se mencioné anteriormente, los microorganismos fitopatdgenos son también
parte del estrés bidtico al que las plantas estan expuestas, pero al igual que con los insectos
herbivoros, se han encontrado microorganismos que benefician a la planta a tolerar el dafio
que generan y combatirlos. Un ejemplo es el género de hongo Trichoderma, el cual ha sido
encontrado con frecuencia asociado a la rizésfera de las plantas y en donde ha mostrado gran
potencial antagonista contra fitopatdgenos como Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum,
Colletotrichum capsici, Fusarium oxysporum, Mycosphaerella fijiensis, Moniliophthora
perniciosa los cuales afectan diversos cultivos (Saxenay col., 2014; Mahmoud ycol., 2015y
Galarza y col., 2015). También existen bacterias que pueden tener un efecto mutualista de
defensa contra fitopatdgenos, un ejemplo es la bacteria Pantoea dispersa, la cual fue aislada
de la planta de papa dulce (Ipomoea batatas L.) y que mostro tener un efecto de inhibicion
en la planta ante el hongo Ceratocystis fimbriata, agente causal de la pudricién negra en la

papa (Jiang y col., 2019).



Ante el estrés abiotico, el cual se define como el impacto negativo de los factores no
vivos (altas y bajas temperaturas, metales, salinidad, luz, entre otros) sobre las plantas
(Suzuki y col., 2014), también existen ejemplos de relaciones benéficas con la microbiota
asociada a las plantas. Un ejemplo es el que describen Armada y col. (2014), donde
encontraron que la cepa de Bacillus thuringiensis aislada de las raices de lavanda (Lavandula
dentata) confiere tolerancia a la sequia mediante el aumento de la concentracion de potasio
en la planta, disminuyendo la conductancia estomatica y la acumulacion de prolina en los
brotes. Otro ejemplo, son los hongos endofitos Peyronellaea glomerata, Phoma macrostoma
y Alternaria tenuissima aislados de las raices de carrizo (Phragmites australis), los cuales le
confieren la capacidad de crecer a altas concentraciones de zinc, mercurio y salinidad (Soares
y col., 2016). Ademas, al inocularlos en plantulas de arroz bajo estrés por salinidad se observé
un efecto de tolerancia y promocion del crecimiento, es-decir esta capacidad positiva se puede

trasladar a otras especies de cultivos.

En conjunto estos trabajos muestran que las relaciones mutualistas entre los
microorganismos y las plantas son de importancia ecoldgica, ya que permiten el desarrollo
exitoso de las plantas en ambientes con estrés bidtico y abidtico, y lo cual termina
beneficiando a ambas partes de la relacion.

2.1.2 Factores ecologicos que influyen en composicion y estructura de la microbiota de las

plantas.

Los estudios de ecologia microbiana han demostrado que el tipo de 6rgano, asi como
la_especie o genotipo de la planta son factores capaces de influir en la estructura de las
comunidades microbianas, tal es el ejemplo en plantas de Agave segun lo reportado por
Coleman-Derr y col. (2016). Este grupo encontré que el tipo de érgano es el principal factor
que modula las poblaciones bacterianas presentes en la filosfera, mientras que en las
poblaciones fangicas lo mas influyente es la especie de Agave (Coleman-Derr y col., 2016).
Otro de los factores que se ha documentado es la edad de la planta, por ejemplo, en la planta

Berro de Drummond (Boechera stricta) se observé que la edad de las raices tuvo un efecto



en la diversidad de bacterias asociadas, siendo mayor en las raices de plantas con mas afios
de crecimiento (Wagner y col., 2016). Por otro lado, en las raices de Arabidopsis thaliana se
observo que al cambiar las poblaciones bacterianas durante el desarrollo de la planta, también
cambiaban la expresion de ciertos genes en la rizésfera, encontrando que en la etapa de
floracion se aumentaban los genes relacionados con la sintesis de estreptomicina, en-las
poblaciones de actinobacterias presentes, lo cual se puede relacionar con la capacidad de

defensa en esta etapa de desarrollo (Chaparro y col., 2014).

Otro factor relevante en el fendmeno tiene que ver con la presencia de moléculas
sintetizadas por las plantas, por ejemplo, el &cido jasménico (AJ) regula la colonizacion de
la microbiota asociada a la parte foliar. En plantas de Arabidopsis thaliana mutantes para AJ,
se observé un aumento en la diversidad y riqueza de las poblaciones bacterianas (Kniskern'y
col., 2007). De igual manera Carvalhais y col. (2015) encontraron que plantas de A. thaliana
mutantes que tenian incompleta la ruta de sintesis del AJ, mostraron cambios en el perfil de
exudados de rizosfera y por consiguiente cambios en la composicion de la comunidad
bacteriana y archaea epifita asociada al érgano (P<0.05); también observaron incremento en
los géneros Bacillus, Streptomyces y Lysinibacillus (P<0.05), los cuales se han ligado con
funciones mutualistas como defensa en plantas. Otro grupo de compuestos que pueden
ejercer cambios en el crecimiento y colonizacion de microorganismos son los exudados
presentes en las plantas, los cuales, han sido ampliamente estudiados en la rizésfera. Los
exudados de rizosfera estan conformados por polisacaridos (ej. glucosa, fructosa),
aminoacidos (arginina, asparagina, aspartico, cisteina) acidos organicos (acido acético,
ascorbico, benzoico) y compuestos fendlicos (Rasmann y Turlings, 2016). La composicion
de estos exudados puede cambiar con la etapa de desarrollo de la planta, por ejemplo.
Chaparro y col. (2013) encontraron que la mayor concentracion de azucares en los exudados
de A. thaliana, se presentan en la primera etapa (plantula), en contraste con las
concentraciones de los aminoécidos y polifenoles los cuales van aumentando durante el
desarrollo. Posteriormente observaron que la comunidad bacteriana solamente fue diferente
en la etapa de plantula (P<0.05) y similar en la etapa vegetativa y de floracién (P<0.05). Lo

que indica que los compuestos como azucares, aminoacidos y polifenoles presentes en los



exudados de las raices de las plantas juegan un papel importante en la conformacion de las
comunidades microbianas. A nivel de hojas y frutos, el estudio del papel que juegan los
exudados de estos drganos ha sido muy poco estudiado; sin embargo, existen trabajos que
demuestran que estos 6rganos son capaces de producir exudados compuestos por
aminoacidos, compuestos fendlicos, azlcares y &cidos organicos, los cuales pueden tener
efecto en el establecimiento y colonizacion de ciertas bacterias, como por ejemplo

Salmonella enterica (Han y Micallef, 2016).

2.1.3 Importancia de la microbiota asociada a las plantas en la biotecnologia agricola.

Uno de los objetivos de las investigaciones sobre el entendimiento de las relaciones
positivas entre microorganismos asociados a las plantas, ha sido encontrar microorganismos
que le confieran beneficios en la productividad de cultivos, para limitar el uso de agentes
agroquimicos (Coleman-Derr y Tringe, 2014).

El estudio de la microbiota de la rizésfera ha dejado como resultado la comprension
y aplicacién de microorganismos como biofertilizantes; un ejemplo son las bacterias
fijadoras de nitrogeno, pertenecientes al género de Rhizobium, las cuales establecen una
organizacion estructural benéfica con las raices de las leguminosas. Esta organizacion
estructural se conoce como nddulo, en el cual la planta proporciona a la bacteria un ambiente
con nutrientes y bajos niveles de oxigeno, y la bacteria fija nitrégeno atmosférico (N2) en
forma de amoniaco, el cual puede ser utilizado como una fuente de nitrégeno por la planta
(Zeng.y col., 2016). Esta relacion mutualista es ampliamente explotada como un mecanismo
para aumentar la fertilidad del suelo en la agricultura (Shrestha y col., 2016). Otro ejemplo,
son los hongos micorrizicos arbusculares, los cuales forman asociaciones simbioticas
obligatorias con las raices de méas de 80% de las especies de plantas terrestres, donde juegan
un papel vital en el crecimiento al mejorar la captacion de nutrientes minerales como el
fosforo (P), nitrégeno (N) y oligoelementos (Qiny col., 2015). La evaluacion y uso de la

colonizacidn micorrizica arbuscular en cultivos econémicamente importantes, se ha descrito



exhaustivamente, dejando como conclusion la importancia de esta simbosis para el sector

agricola (Baum y col., 2015).

Por otro lado estan los microorganismos que ayudan a limitar el dafio causado
fitopatdgenos, los cuales en su mayoria se encuentran asociados a la parte externa de la planta
y pueden utilizarse como agentes de biocontrol (Rastogi y col., 2013). La actividad
antagénica de estos microorganismos puede deberse a la produccion de compuestos
antimicrobianos derivados del metabolismo secundario, la induccion de la resistencia
sistémica dependiente de hormonas y por competencia de nutrientes (Francesco y col., 2016).
Los agentes epifitos de biocontrol han sido ampliamente ‘estudiados no solamente bajo
condiciones de laboratorio sino también bajo condiciones de cultivo, lo cual ha culminado
en la elaboracion de productos comerciales. Las cepas-mas utilizadas para la elaboracion de
estos productos pertenecen a los géneros de bacterias Bacillus, Pseudomonas y el hongo
Trichoderma, los cuales son utilizados a nivel de patégenos de rizdsfera (Berg, 2009).

2.1.4 Técnicas para el estudio de los microorganismos asociados a plantas.

Una de las primeras necesidades para empezar a estudiar la microbiota asociada a las
plantas, es determinar qué microorganismos estan presentes y mediante indices ecoldgicos
de diversidad determinar la estructura y los cambios de la comunidad microbiana asociada
(Bulgarelli y col., 2013).

Una de las principales estrategias para el estudio de los microrganismos asociados a
las plantas, esta basada en los métodos dependientes de cultivo, en los cuales se aislan en
medios artificiales las diferentes cepas de bacterias, hongos y levaduras asociadas a los
organos de la planta y se identifican mediante perfiles bioquimicos y marcadores moleculares
(Cordero-Bueso y col., 2017; Etminani y Harighi, 2018; Albdaiwi y col., 2019). Una de las
ventajas de estos métodos es que se cuenta con cepas aisladas y se puede evaluar sus
caracteristicas fenotipicas para ver la posible funcionalidad dentro de la microbiota de la

planta; por ejemplo, su aplicacion como agentes de biocontrol contra fitopatogenos (Chen'y



col., 2018), biofertilizantes (Swain y col., 2018), y como agentes para conferir tolerancia a
metales pesados (Ortiz-Ojeda y col., 2017), entre otros. Sin embargo, una de las grandes
desventajas es que la diversidad de microorganismos que se pueden cultivar en el laboratorio
no representa la diversidad total presente en la naturaleza, debido principalmente a que no es
posible facilitar todas las condiciones de cultivo favorables (nutrientes, pH, temperatura'y
atmosfera) para el desarrollo de todos los microorganismos (Stewart, 2012; Wu y col., 2019).

Las limitantes de los métodos dependientes de cultivo para conocer completamente
la microbiota asociada a las plantas, se puede minimizar con el uso de métodos basados en
la secuenciacion masiva de amplicones o metagenomas mediante diversas técnicas que
resultan en la obtencién masiva de datos de organismos cultivables y no cultivables; ademas,
cada vez su costo y disponibilidad son mas accesibles (Shendure y Ji, 2008). Una de las
técnicas més utilizadas actualmente es la secuenciacion mediante la plataforma de Illumina
MiSeq, la cual se basa en laamplificacién mediante PCR-Puente que genera grupos (clusters)
que seran la platilla para la secuenciacion por sintesis de terminadores reversibles, cada
nucléotido que es incorporado durante-la amplificacion es excitado y su emision de
fluorescencia es detectada por el equipo (Jauk, 2019) (Figura 2). Al comparara esta
tecnologia con otras, es unade las que mas Utiles para determinar la diversidad microbiana
mediante la amplificacion de amplicones para bacterias (la region V4 del 16S rRNA) y
hongos (la regiéndel ITS3-1TS4 del ITS) (TaoBing y col., 2021; Fan y col., 2020), debido a
su flexibilidad, secuencias mas largas y tiempos rapidos de procesamiento (Wen y col.,
2017). Otra ventaja de esta tecnologia, es que existen programas de cédigo abierto para el
procesamiento de los datos, por ejemplo QIIME (“quantitative insights into microbial

ecology”, por sus siglas en inglés) (Caporaso y col., 2010).

Actualmente se sugiere que la caracterizacion de la microbiota asociada a las plantas,
se logra a través de una complementacion entre los métodos dependientes de cultivo e
independientes de cultivo; este enfoque permite obtener una vision global de la microbiota.
Mediante las técnicas moleculares se puede determinar de manera mas exacta la microbiota

presente y por otro lado, mediante el cultivo de los aislados microbianos se pueden
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determinar experimentalmente la posible funcion durante su interaccion con la planta

(Jackson y col., 2013; Schlaeppi y Bulgarelli, 2015; Anguita-Maeso y col., 2020).
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Figura 2. Secuenciacion por la plataforma Illumina. A) Mediante una reaccion de
polimerizacion se genera una copia del inserto desde el oligonucleétido unido al soporte
solido, B) Reaccion de polimerizacion, C) se obtiene una segunda hebra complementaria a
lainicial, D) El proceso se repite hasta generar un grupo (cluster) a partir de la hebra primaria,
E) Los nucleo6tidos marcados con fluorescencia (terminadores reversibles) compiten por
elongar la cadena de ADN, F) El nucle6tido complementario se une a la hebra molde, G) Una
fuente luminica excita el fluoréforo del nucleétido afiadido y H) El ciclo vuelve a repetirse

con un nuevo flujo para incorporar otro nucleétido a la cadena. (Modificado de Jauk, 2019).

2.2 La microbiota en la fil6sfera

La filosfera corresponde a la parte area de las plantas, las cuales albergan a cientos de

especies de bacterias, levaduras y hongos, sin embargo, el conocimiento de la microbiota de
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la fil6sfera ha sido menos estudiada en comparacion con la rizosfera de las plantas (Lindow
y Leveau, 2002; Vorholt, 2012). Los microorganismos que colonizan la parte externa de la
filosfera se denominan epifitos, cuya definicién biologica en base a su nicho es
“microorganismos que se encuentra en la superficie de los 6rganos de la planta sin penetrar
al interior durante su ciclo de vida” (Zambell y White 2014). Al igual que en la rizésfera la
comunidad de epifitos en la filésfera pueden comprender microorganismos patogenos y

benéficos para la planta (Sartori y col., 2015).

2.2.1 Estructura'y composicion de los microorganismos epifitos de la filosfera

En la filosfera, la hoja es el habitat mas estudiado. Esto se debe a que: i) se estima
que el area foliar mundial es de 508.630.100 km?, lo que corresponde a un area de
1.017.260.200 km? (tomando en cuenta el haz y-envés de la hoja), lo cual es tres veces mayor
al de la superficie terrestre, lo que la hace uno de los ambientes mas grandes habitados por
los microorganismos (Vorholt, 2012); ii) la mayoria de los microorganismos presentes son
patdgenos y amenazan la salud vegetal de muchos cultivos, por lo que han sido estudiados
ampliamente desde un punto de vista fitopatolégico (Vacher y col., 2016) y iii) los
microorganismos presentes estan expuestos a fluctuaciones agudas de humedad, temperatura,
irradiacion de luz UV y nutrientes limitados (ambiente oligotréfico), las cuales han sido
caracteristicas de- interés para el estudio de las capacidades de adaptacion de los
microorganismos (Bulgarelli y col., 2013). Dentro de un marco evolutivo las comunidades
microbianas de la fildsfera estan regidos por cuatro procesos ecoevolutivos representados:
dispersion, adecuacion, seleccion y la deriva. La dispersién y la adecuacion dan forma a la
diversidad funcional de los microorganismos que llegan a las hojas de las plantas. La
seleccidn externa favorece a aquellas que estdn mas adaptadas a las condiciones locales (es
decir, morfologia y metabolismo de las hojas y microclima). La seleccion interna a traves de
interacciones bioticas como la competencia o el parasitismo regula ain mas la estructura de
la comunidad microbiana. La deriva provoca cambios estocasticos en la estructura de la

comunidad. La estructura de la comunidad microbiana resulta asi de la influencia de la planta,
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de la atmosfera y de la propia comunidad, y a su vez estas comunidades pueden influir en el
desarrollo de la planta (Vacher y col., 2016).

2.2.2 La microbiota asociada al fruto

Como se describio anteriormente, la hoja ha sido uno de los 6rganos mas estudiados
de la filésfera, sin embargo, los frutos son otros 6rganos de importancia para la planta, los
cuales, han sido menos estudiados, pero que muestran una dindmica interesante en la planta.
En un analisis realizado por Ottesen y col. (2013) de la microbiota epifita general de todas
los 6rganos de la planta de tomate (hojas, tallos, raices, flores y frutos), se evidencié que
existen géneros bacterianos como Microvirga, Pseudomonas, Sphingomonas,
Brachybacterium, Rhizobiales, Paracocccus, Chryseomonas y Microbacterium que se
comparten solamente entre flores y frutos maduros. Esto podria indicar que ciertas especies
microbianas pueden permanecer desde la etapa floral hasta la maduracién del fruto. En otro
trabajo, Leff y Fierer (2013) sefialan que las comunidades epifitas varian dependiendo del
tipo de fruto. Estos autores encontraron que las poblaciones bacterianas a nivel de riqueza
taxonomica difieren entre los frutos en estudio, siendo mas parecidas entre tomates, chile y
fresas y dejando con poblaciones muy especificas (Gnicas) en las manzanas, duraznos y uvas.
Ademas, en este mismo estudio, encontraron que dependiendo del tipo de manejo
agronémico (convencional y organico) las poblaciones de bacterias cambiaban, encontrando
que fue mayor en el manejo agronémico del tipo organico, lo cual se podria explicar por la

carencia de bactericidas en este tipo de manejo.

Por otro lado, Korsten (1996) demostro que en la microbiota del fruto de aguacate se
puede encontrar en etapas fenoldgicas tempranas al principal patdégeno de poscosecha
Colletotrichum gloeosporioides, al igual que al hongo Trichoderma, el cual es ampliamente
utilizado como agente de biocontrol. Estos resultados indican que, es posible encontrar en el

fruto a los patdgenos de poscosecha y a sus posibles antagonistas naturales.
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A pesar de que los estudios de la microbiota epifita son extensos y diversos, aun se
desconocen algunos fendmenos asociados, como si existe una posible regulacion por parte
de moléculas endogenas del fruto en el establecimiento, composicion y estructura de la
comunidad microbiana (Baltrus, 2017). Algunas moléculas candidatas para el estudio-en
fruto son aquellas que han sido vinculadas en otros 6rganos de la planta, como los exudados
de las raices, que contienen azUlcares, aminoacidos y polifenoles que pueden ejercer un efecto
en la composicion de las poblaciones microbianas (Chaparro y col., 2013 y 2014). Si bien,
no existen estudios respecto a la relacion de la composicién de éstos y la comunidad
microbiana total presente, si se han desarrollado trabajos que tratan de entender la relacion
entre los exudados de frutos y la colonizacion por microorganismos patdégenos puntuales. Por
ejemplo, Padgett y Morrison (1990) encontraron que los exudados en el fruto de la vid van
cambiando durante la maduracion del fruto encontrando la menor concentracion de glucosa
en las etapas mas tempranas del fruto (tres semanas después de antesis) con incremento
paulatino para alcanzar los niveles mas altos en la etapa de fruto maduro. Ademas,
comprobaron que los exudados presentes-en las Ultimas etapas promovieron el crecimiento
micelial del hongo patdgeno Botrytis cinerea. De igual manera Wijesekara y col. (2011),
analizaron el efecto de los exudados obtenidos de frutos de uguressa en diferentes etapas del
desarrollo (etapa inmadura, madura y poscosecha). Encontraron diferencias significativas en
la germinacién de las esporas y formacion de apresorio del hongo patégeno Colletotrichum
gloeosporioides, obteniendo el mayor porcentaje para ambos en la etapa de fruto maduro en

poscosecha.

2.2.3 Importancia de la microbiota de la filésfera como agentes de biocontrol

Los diversos estudios realizados sugieren que las comunidades epifitas en la filosfera
son de importancia agrobiotecnolégica debido a que en su mayoria, juegan un rol en la
proteccién de la planta ante los fitopatdgenos (Rastogi y col., 2013). Los microorganismos
con esta actividad antagdnica pueden utilizarse como agentes de biocontrol (Francesco y col.,

2016). En la filosfera, los agentes de biocontrol se han encontrado en diferentes érganos
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aereos (hojas, flores y fruto). En hojas del maiz (Zea mays), Sartori y col. (2015) encontraron
que tres cepas del género Bacillus disminuyen el crecimiento del patégeno Exserohilum
turcicum, causante de la mancha foliar. Un estudio en flores de manzano (Malus domestica)
y peral (Pyrus communis) encontraron que cuando la bacteria epifita Pseudomonas
fluorescens coloniza a la flor desde una etapa temprana, no permite el establecimiento-del
patdgeno Erwinia amylovora, agente causal del fuego bacteriano. De este agente de
biocontrol se desarroll6 el producto comercial Blightban A506® (Mercier y Lindow, 2001).
Es en el fruto donde méas ejemplos existen sobre el amplio espectro-de microorganismos
epifitos probados como agentes de biocontrol, cuya aplicacion se ha dirigido principalmente
a frutos en poscosecha. Esta etapa es de interés, debido a que con base en los reportes de la
Organizacidn de las Naciones Unidades para la Agricultura'y la Alimentacion (FAQO, por sus
siglas en inglés) se estima que una tercera parte de los alimentos producidos mundialmente
para consumo humano se pierde en esta etapa (Romanazzi y col., 2016). En la Tabla 1 se
muestran algunos ejemplos de microorganismos epifitos con capacidad de inhibir el
crecimiento de patogenos del fruto. Esto sugiere que los microorganismos antagonistas tienen
un gran potencial agroindustrial.

Actualmente, aunado a estos esfuerzos de caracterizacion de agentes de biocontrol,
se plantea la necesidad de la‘identificacion y cuantificacion de la comunidad epifita general,
puesto que esta informacion puede facilitar la comprension de las interacciones complejas
que tienen lugar-entre el fruto y los microorganismos residentes y con ello mejorar el
desempefio de los posibles controladores bioldgicos tal y como se hace actualmente en hojas
(Wisniewski y.col., 2016).
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Tabla 1. Microorganismos con potencial antagonista contra patégenos poscosecha en frutos.

Fruto Enfermedad Antagonista(s)
Antracnosis Bacillus licheniformis
(Colletotrichum gloeosporioides) Brevundimonas diminuta (Leifson
&
Mango Hugh) Segers
Candida membranifaciens Hansen
Podredumbres en frutos Trichoderma spp.

(Lasiobasidium theobromae y
Rhizopus spp.)
Moho gris Acremonium brevae (Sukapure&
(Botrytis cinerea) Thirumulachar) Gams.
Candida sake (CPA-1).
Cryptococcus albidus (Saito)
Skinner.
Metschnikowia pulcherrima
Pichia guilliermondii
Pseudomonas fluorescens
Rahuella aquatilis
Rhodotorula glutinis
Manzana Pudricion por Penicillium Candida oleophila
(Penicillium expansum) Cryptococcus albidus
Cryptococcus spp.
Metschnikowia pulcherrima
Pantoea agglomerans
Pichia guilliermondii
Rahuella aquatilis
Rhodotorula glutinis

Podredumbre amarga Cryptococcus laurentii
(Glomerella cingulata)
Podredumbre por Mucor Pseudomonas cepacia
(Mucor piriformis)
Uva Pudricion por Botrytis Aureobasidium pullulans
(Botrytis cinerea) Pichia guilliermondii
Trichoderma harzianum
Pudricion blanda Aureobasidium pullulans
(Monilinia laxa) Metschnikowia fructicola

Modificado de Sharmay col., 2009
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2.3 La microbiota del manzano

El manzano (Malus domestica Borkh) es un cultivo que ha despertado el interés de
diversos grupos de investigacion ya que junto con los citricos, uvas y frutales de carozo son

los més conocidos y consumidos en el mundo (Toranzo, 2016).

2.3.1 Taxonomia, anatomia y fisiologia del manzano

El manzano (Malus domestica Borkh) es uno de los cultivos frutales mas importantes de
las regiones més frias y templadas del mundo. El género Malus pertenece a la familia
Rosaceae, subfamilia Maloideae y comprende unas 55 especies (Harris y col., 2002). Es un
arbol perenne con una vida aproximada de unos 60 a 80 afios, cuyos requerimientos son:
fotoperiodo de dia neutro (10-14 horas de luz), altitud de 1300-2200 msnm y precipitacion
anual de 473mm. El &rbol tiene el tronco derecho, alcanzando normalmente de 2 a 2,5 m. de
altura, la corteza es lisa, de color ceniciento verdoso sobre los ramos y escamosa y gris pardo
sobre las partes viejas del arbol (Flores y col., 2014). Los primeros 5 a 12 afios de la planta
corresponde a la fase juvenil, en la cual el manzano aun no tiene capacidad para florecer.
Posterior a este tiempo comienza la fase adulta, donde se producen brotes florales que daran
la formacion de fruto y asi comenzar un ciclo de crecimiento reproductivo (Yamagishi y col.,
2014) (Figura 3). A la par las partes vegetativas producen brotes vegetativos para continuar
con el ciclo de crecimiento vegetativo. Aproximadamente el 95% de los meristemos
vegetativos en los brotes se destinan hacia desarrollo floral, los cuales, se convierten en
meristemos de inflorescencia y luego se desarrollan en meristemos en antesis (Mimida y col.,
2009). Dentro del ciclo reproductivo, la etapa de madurez del fruto es uno de los mas
importantes, debido a que es en ésta cuando el arbol esta listo para la cosecha de la fruta
(manzana) y a su vez es una de las etapas en donde se debe tener mayor proteccion contra
los patogenos (DeGrand-Hoffman y Perry, 1984).
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IN
Figura 3. Etapas fenoldgicas del fruto del manzano. A: brotes latentes; B: comienzo de la
hinchazdn; C: puntas verdes; C3: media pulgada de color verde; D: media pulgada de hojas
verdes; D2: hojas verdes de media pulgada, E: boton verde, E: boton rosa, F: inicio de la
floracion; F2: floracion completa; G: fin de la floracion; H: caida de pétalos, I: amarre de los

frutos; J: fruta verde y L: fruta madura. (Imagen tomada de Lopes y col., 2013)

2.3.1.1 Variedades de estudio

‘Royal Gala’

Esta variedad es proveniente de Nueva Zelanda y de origen probable de ‘Kidd's
Orange’ x ‘Golden Delicious’. El arbol tiene un vigor elevado, similar al de ‘Golden
Delicious’ una maduracion tardia y es susceptible a Venturia inaequalis, Podosphaera
leucotricha y a Erwinia amylovora. Tiene frutos de pequefio a mediano, de color rojo con
rayas amarillo dorado. Su sabor es muy dulce y con una textura firme, crujiente y jugosa. La
vida de almacenamiento es de tres a siete meses dependiente de la tecnologia utilizada
(Brown, 1993).

‘Joya’
Elsta variedad es de procedencia desconocida y su origen posible es de ‘Anna’ x

‘Gala’. El arbol tiene un vigor elevado y de maduracién temprana. Ha mostrado tolerancia a
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Podosphaera leucotricha. Sus frutos son de tamafio pequefio a mediano de color rojo
estriado. Su sabor es dulce con textura crujiente y jugosa (Martinez, 2014).

‘Golden Delicious’

Esta variedad es proveniente de Estados Unidos de América, es origen de ‘Golden
Reineta’ x ‘Grimes Golden’ y es uno de las variedades mas conocidas y consumidas en el
mundo. El arbol tiene un vigor bajo y es de maduracion tardia. Ha mostrado ser sensible a
Podosphaera leucotricha y Venturia inaequalis y en etapa poscosecha a la pudricién por P.
expansum. Los frutos son medianos a grandes, de color amarillo-verde a amarillo-dorado con
lenticelas bien marcadas. Su sabor es dulce y con una textura firme 'y jugosa (Iglesias y col.,
2001; Suny col., 2017).

2.3.2 Importancia econdmica del manzano

La produccién de manzana en México en el afio 2019 fue de 677,000 toneladas, con
un promedio en los Gltimos 10 afies de 677 mil toneladas anuales (SIAP, 2021). Siendo el
periodo de mayor produccion de agosto a octubre, representando 0.68% del PIB agricola
nacional y siendo la variedad ‘Golden Delicious’ la mas cultivada con 409,579 toneladas
(SIAP, 2019). La superficie destinada para su cultivo es de 57 mil hectareas, principalmente
en el norte del pais. Chihuahua es el mayor productor de manzana del pais, produciendo en
el 2020 un total de 624,696 toneladas, seguido por Coahuila, Pueblay Durango (SIAP, 2020).

El estado de Querétaro ocupa el lugar namero 11 en la produccién de manzana con
una aportacion a nivel nacional aproximada de 1, 579 toneladas (FND, 2014). ElI manzano
en-Querétaro es una de las especies mas ampliamente distribuidas en las sierras frias y
humedas de Pinal de Amoles, San Joaquin, Cadereyta, Humilpan y Amealco, donde se
observan arboles muy antiguos y vigorosos, confirmando su adaptacion a las condiciones de
climay suelo de la region. Actualmente existen alrededor de 40 variedades de manzana en la

region productora del estado (Martinez y col., 2014). En donde estan incorporadas antiguas
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variedades europeas como “Gravenstein’, y de Estados Unidos como “Golden Delicious’,
"Red Delicious” y "TRome Beauty” (Fernandez y col., 2010).

2.3.3 Estudio de la microbiota epifita del manzano

Al igual que en otros frutos, el estudio de la comunidad epifita en los érganos de la
filésfera del manzano se ha enfocado en la busqueda de microorganismos antagonistas de
patdgenos, centrandose en los microorganismos asociados a los frutos maduros. Chen y col.
(2016), encontraron en frutos de la variedad del manzano “Fuji” a la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens, la cual mostr6é tener actividad antagonista in vitro e in vivo contra
Botryosphaeria dothidea agente causal de la podredumbre blanca en manzana. Asimismo, se
ha caracterizado la actividad antagdnica de la bacteria Rahnella aquatilis, la cual puede ser
utilizada para el biocontrol de los principales patégenos poscosecha de la manzana, P.
expansum y Botrytis cinérea, causantes de la pudricién azul y gris respectivamente (Calvo y
col., 2007).

Aunado a los esfuerzos de la caracterizacion de los agentes de biocontrol, se plantea
la necesidad de identificar y cuantificar la comunidad epifita total, para comprender mejor
las interacciones microbianas que tienen lugar en el fruto y con ello mejorar el desempefio
de estos agentes de biocontrol (Droby y Wisniewski, 2018). Hasta el momento, existen pocos
trabajos que abarquen de manera global el andlisis de las poblaciones microbianas asociada
a la superficie de la manzana. Algunos de estos se han centrado en el estudio de las
poblaciones fangicas (hongos y levaduras), debido a que dentro de este grupo se encuentran
principalmente los fitopatdgenos mas importantes de la manzana. Abdelfattah y col. (2016),
analizaron mediante técnicas moleculares la poblacién de hongos asociados al epicarpio
(exterior) y mesocarpio (interior) del fruto maduro en la variedad de manzano ‘Red
Delicious’, cultivado bajo un sistema de produccion convencional y organico. Los resultados
que encontraron muestran que los cambios en las poblaciones de hongos dependen de la parte
del fruto que se analice, encontrando que el género Penicillium fue mas abundante en la parte
externa del fruto que en la interna. Por otro lado, observaron que la levadura Cryptococcus,

género al que pertenecen diversas especies que se utilizan actualmente como agentes de
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biocontrol, fue la méas abundante en la parte externa del fruto en ambos sistemas de cultivo,
sugiriendo que esta levadura tiene una alta tolerancia a los tratamientos quimicos utilizados
en el cultivo convencional, y lo cual aporta informacion relevante para las estrategias de
control integrado de plagas en este cultivo. Siguiendo con el estudio de las poblaciones
fangicas, Shen y col. (2018) analizaron los cambios asociados al sitio de produccion, en
huertos rurales y periurbano, manzanas en la etapa poscosecha de la variedad 'Fuji'. Los datos
encontrados, muestan una mayor diversidad fungica en los huertos rurales que en los
periurbanos. Ademas, se observo que los géneros vinculados con bioproteccion como
Coniothyrium, Paraphaeosphaeria y Periconia estaban enriquecides en los huertos rurales y
por el contrario en los huertos periurbanos estaban enriquecidos los géneros patogénicos

como Acremonium, Aspergillus y Penicillium.

También se han estudiado los cambios en la etapa poscosecha debido a las
condiciones de almacenamiento de las manzanas se ha estudiado. Bdsch y col. 2021,
encontraron que las poblaciones de bacterias eran mayores en las manzanas almacenadas en
atmosferas controladas en comparacion a-las recién cosechadas, no encontrando cambios en
las poblaciones fungicas. Ademas se ha encontrado en manzanas de la variedad ‘Enterprise’,
que las poblaciones bacterianas y fangicas son diferente dependiente de la parte del fruto,
para las bacterias la mayor diversidad se encontrd en la zona del pedinculo, seguida por el
epicarpio (piel) yel caliz; y para los hongos la mayor diversidad se encontro en caliz, seguida

por el pedinculo y finalmente el epicarpio (Abdelfattah y col., 2020).

Por otro lado, se ha estudiado a la microbiota de la manzana para determinar si es
una fuente de patdégenos al humano. Wassermann y col. (2019) estudiaron las poblaciones
bacterianas asociadas a diferentes partes del fruto de la variedad de manzano ‘Arlet’,
cultivada en un sistema convencional y organico. Se encontro que la parte externa del fruto
fue la menos colonizada en comparacion con la parte interna. Ademas, observaron que el
orden Enterobacteriales, uno de los relacionados con diversos patégenos de humanos, fue
mas abundante en el cultivo convencional. Ademas, en un estudio realizado por Gonzalez-

Lopez (2012), encontraron que las manzanas cultivadas en la sierra gorda de Querétaro
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pueden estar colonizadas por Salmonella spp., teniendo una incidencia en 3 manzanas de 40
muestreadas, ademés de demostrar que este tipo de bacteria es capaz de formar biopeliculas

en la superficie de la manzana.

En conjunto estos resultados, muestra lo dinamica que pueden ser las poblacionesde

microorganismos epifitos asociados al fruto de la manzana.
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HIPOTESIS

La composicion, dindmica y estructura de la comunidad microbiana epifita asociadas al fruto
de la manzana (Malus domestica Borkh), la cual incluye a las poblaciones bacterianas con
capacidad antagonista, estd influenciada por la etapa de desarrollo y los exudados del fruto

presentes en la superficie de cada variedad de manzano.
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OBJETIVOS

General

Analizar la composicion, dindmica y estructura de la comunidad epifita (bacterias,
hongos y levaduras) durante el desarrollo del fruto en tres variedades de manzano (‘Joya’,
‘Royal Gala’ y "Golden Delicious’) y su probable relacion con la concentracion de &cidos
organicos, aminoacidos, azucares y polifenoles presentes en los exudados del fruto; asi

como con la capacidad antagonista de las poblaciones bacterianas contra P. expansum.

Obijetivos especificos

1. Determinar mediante métodos dependientes e independientes de cultivo la diversidad
de la microbiota epifita durante el desarrollo de los frutos de las variedades de

manzano ‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden Delicious’ en dos afios de cultivo.

2. Evaluar la capacidad antagonista-in vitro e in vivo de cepas bacterianas obtenidas

durante dos afios de muestreo contra el patdgeno P. expansum.

3. Determinar los posibles mecanismos de accion de las cepas bacterianas con capacidad

antagonista.

4. Obtener los exudados de los frutos y cuantificar las concentraciones de &cidos

organicos, aminoacidos, azlcares y polifenoles.

5. Analizar y correlacionar los datos de la microbiota epifita y el perfil de exudados
obtenidos en los frutos de las variedades en estudio.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de muestreo

El material bioldgico fue colectado en la huerta experimental ubicada en el municipio
de Amealco (20°09°LN, 100°07 LO y 2279 msnm), Querétaro (Google Earth, 2020, Figura
4). En la region de colecta se registra una temperatura promedio maxima de 23°C y minima
de 8 °C durante la época templada (Abril-Junio), mientras que durante la temporada fria
(Diciembre-Febrero) se presentan temperaturas promedio maximas de 19°C y minimas de
1°C. La precipitacion promedio en temporada de lluvias fue de 110-mm_y en temporada de
sieca presenta una acumulacion promedio de 2 mm (CONAGUA, estacion Amealco 22001,
afio). Los experimentos se desarrollaron en los laboratorios de: “Laboratorio de Plantas y
Biotecnologia Agricola” y “Fermentaciones y Fisiologia de frutos” de la Universidad
Autoénoma de Querétaro, asi como en el “Laboratorio de Investigacion del Departamento de

Bioingenierias” del Tecnoldgico de Monterrey, Campus Querétaro.

Leyenda.
? Amealco de Bonfil

i A IS b S (km = T R B B e
Figura4. Sitio de muestreo para la colecta de los frutos en el municipio de Amealco (a) y la

huerta experimental con las diferentes variedades seleccionadas (b).

3.2 Material biolégico

3.2.1 Variedades de manzana
- Durante el ciclo de cultivo de Febrero a Agosto del afio 2017, se trabajo con las variedades

rojas ‘Joya’ y ‘Royal Gala’.
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- Durante el ciclo de cultivo de Febrero a Agosto del afio 2018, se trabajé con las variedades
rojas ‘Joya’ y ‘Royal Gala’ y la variedad amarilla ‘Golden Delicious’.
- Durante el ciclo de cultivo de Febrero a Agosto del afio 2019, se trabajé con las variedades

‘Joya’ y ‘Golden Delicious’.

3.3 Determinacion de la microbiota epifita cultivable y total

3.1.1 Obtencion de las muestras

Se seleccionaron tres arboles de cada variedad (distantes entre ellos aproximadamente
3 metros), y cinco etapas de desarrollo amarre del fruto, tres etapas de fruta verde (1-3) y
fruta madura (Figura 5a), para la obtencién de la microbiota epifita cultivable durante el ciclo
de cultivo del 2017, se colect6 un fruto representativo de cada etapa por arbol. En el ciclo de
cultivo del 2018 se considerando solo las etapas de amarre del fruto, una etapa de fruta verde
3y fruta madura (Figuras 5b y 5c). Ademas, se aument6 el numero de frutos por etapa,
colectando tres frutos por etapa y arbol. En el ciclo del afio 2019, se seleccionaron 18 frutos
por arbol de las tres etapas consideradas en el 2018. Las muestras se colectaron de forma
axénica, se conservaron en frio y-se transportaron al laboratorio de Plantas y Biotecnologia
Agricola de la UAQ para su procesamiento (<48 h).
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Figura 5. Etapas del desarrollo del fruto de manzana colectadas. Afio 2017 (a, ejemplo
‘Royal Gala’) y en los afios 2018 y 2019 (b, ejemplo ‘Golden Delicious’ y c, ejemplo ‘Joya’)

durante el muestreo.
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Los microorganismos epifitos se obtuvieron mediante un protocolo basado en las
metodologias reportadas por Burch y col. (2016) y Desgarennes y col. (2014). Los frutos se
colocaron en una bolsa estéril con cierre hermético y se adicionaron 30 mL de solucion
amortiguadora de lavado (Anexo 1); posteriormente se sonicaron (Branson 5510, 135 W, 42
KHz) durante 5 min y se agitaron por 10 min a 200 rpm. La solucion de lavado se transfirio
a tubos Falcon y se centrifugaron a 4000 rpm por 10 min para recuperar el pellet microbiano.
Se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mL de solucidén salina (NaCl
0.85% v/v). A partir de esta suspension se hicieron diluciones decimales con solucién salina
(0.85% de NaCl). Posteriormente se procesaron de acuerdo a lo recomendado para cada
grupo de microorganismos (Ryffel y col., 2016). Para bacterias se utiliz6 Agar Nutritivo
(AN, Dibico, México) adicionado de fluconazol (100 mg/L, Pisa, Mexico); en las placas se
inocularon 100 pL de las diluciones de 10 a 10 por-duplicado y se incubaron a 30 °C por
48 h. Los hongos y levaduras se aislaron en Agar Papa Dextrosa (APD, Dibico, México)
adicionado de estreptomicina (50 pug/ mL, Pisa, México); se inocularon por triplicado 100
uL de las diluciones de 10 a 10, y las placas se incubaron a 28 °C por 96 h. De cada placa
se seleccionaron de 5 a 10 colonias con caracteristicas diferenciales.

Los aislamientos microbianos obtenidos fueron clasificados en morfotipos,
considerando que un morfotipo estd integrado por diferentes tipos de cepas de
bacterias/hongos/levaduras distinguibles de otros aislamientos microbianos basados en
caracteristicas morfolégicas, caracteristicas bioquimicas y celulares que pueden o no indicar
diferentes especies (Luziatelli y col., 2019). Por lo que se procedié a realizar una
clasificacion mediante caracteristicas macroscOpicas Yy microscépicas de los
microorganismos. En el caso de bacterias, las caractetristicas bioquimicas se determinaron
mediante la actividad en agar triple azlcar hierro (TSI), agar lisina hierro agar (LIA) y agar
citrato de Simmons; todos los medios de BD (Bioxon, México). Cada morfotipo microbiano
fue purificado y conservado en glicerol al 50% (v/v) en caldo nutritivo (CN) a-80 ° C.

Para el caso de las levaduras, se realizaron tinciones Gram para determinar la

morfologia celular y poder clasificar junto con las caracteristicas macroscéopicas. Cada

28



morfotipo microbiano fue purificado y conservado en glicerol al 50% (v/v) en caldo nutritivo
(CN)a-80°C.

3.1.2.1 Identificacion molecular de bacterias y levaduras

De los morfotipos obtenidos para bacterias y levaduras se seleccion6.un aislado
representativo para su identificacion molecular. EI ADN se extrajo utilizando el kit Quick-
DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research, EUA). Para la identificacion de
bacterias se amplifico la region genética 16S rRNA (Fredriksson y col., 2013) y para las
levaduras la region genética ITS (Toju y col., 2012) mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en una reaccion de 25 pl: 12.5 pl (Ix) de
Radiant™ 2X Taq Mastermix (Alkali Scientific, EUA), 5 ng/uL de gDNA como molde y 10
mM de cebadores (Sigma-Aldrich, EUA) 27F (5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3
Yy 1492R (5'- TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T -3 ") para bacterias e ITS1F (5-CTT
GGT CAT TTA GAG GAA GTAA -3)y ITS4R (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC -
3") para levaduras. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador punto final
(Arktik Thermal Cycler, Thermao Scientific, EUA) utilizando las siguientes condiciones para
el programa: desnaturalizacion inicial durante 3 min a 95 °C, 35 ciclos de 30 s
desnaturalizacion a 95°C, 30 s de alineamiento a 48 °C (bacterias) y 47 °C (levaduras), 90
s de extension a 72 °C, seguida de una extension final durante 7 minutos a 72 °C. La
integridad de los amplicones se corrobord por electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v). Los
amplicones obtenidos se purificaron mediante el kit DNA Clean y Concentrator ™ -5 (Zymo
Research, EUA) y secuenciados por el método de Sanger (LANGEBIO, México). Los
cromatogramas de secuenciacion se visualizaron mediante el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.4 (Windows 95/98/NT/XP). Las secuencias resultantes se compararon
con la base de datos no redundante de GenBank (Bethesda, MD, EUA,;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se compararon los mejores resultados y se utilizo un corte
> al 99% de la cobertura e identidad de la secuencia para la comparacion con la base de

datos.
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3.1.2.2 Identificacion taxonomica de hongos

De los morfotipos obtenidos de los aislados de hongos se selecciond un aislado
representativo para su identificacion taxonémica. Con el objetivo de inducir la esporulacion
de los aislados, se inocularon en los medios APD, agar nutritivo de levadura glucosa (NYDA,
Anexo 1) y agar V8 (Anexo I). Los medios se incubaron por 8 dias-a temperatura ambiente
(28 °C).

La revision de esporas se realizé mediante preparaciones semipermanentes de micelio
del hongo en &cido lactico (Meyer, México). Posteriormente cada preparacion se reviso al
microscopio (Zeiss, México) utilizando los objetivaes 10X, 40X y 100X. Se clasificaron en
dos grupos, con base a la ausencia/presencia de esporas. Los morfotipos con esporas se
clasificaron de acuerdo al posible género al que correspondian dado las estructuras de esporas
y micelio visualizadas microscopicamente y descritas en las claves taxondémicas dependiente
del género observado: Aspergillus (Klich, 1988), Alternaria, Cladosporium y Rhizopus
(Denman y col., 2003; Bensch y col., 2010), Colletotrichum (Damm y col., 2010), Fusarium
(Domsch y col., 2007) y-Penicillium (Pitt, 1991).

3.1.3 Determinacién de la microbiota epifita mediante secuenciacion de amplicones

La obtencion de la microbiota epifita mediante técnicas moleculares se realizo
durante el ciclo de cultivo de Febrero a Agosto del afio 2019. Los frutos se lavaron con 500
mL de agua destilada estéril, se sonicaron y agitaron durante 10 min a 200 rpm.
Posteriormente el agua de lavado se filtr6 mediante membranas de 0.22 um (Millipore,
Merck, EUA) para separar la fraccién microbiana. El agua de lavado se reservd para los
analisis quimicos de los exudados y las membranas se colectaron para la extraccion de ADN

microbiano.
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3.1.3.1 Extraccién de ADN y secuenciacion masiva de amplicones 16S rRNA e ITS

La extraccion de ADN de todas las muestras se realizo utilizando el Kit
ZymoBIOMICS DNA Microprep Kit (Zymo Research, EUA) de acuerdo al protocolo del
fabricante. EI ADN se cuantifico y reviso su integridad mediante un espectrofotometro
NanoDrop™ (Thermo Scientific, EUA). EI ADN obtenido (60 ng/ul por muestra) se envié a
Macrogen Inc. (Corea del Sur) para su secuenciacion con el sistema de secuenciacién Miseq
(Illumina, EUA). Para las librerias de bacterias se amplificaron por PCR las regiones V3-V4
de la region genética 16S rRNA (Bakt 341F: 5- CCTACGGGNGGCWGCAG-3' y
Bakt_805R: 5- GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') y para la poblacion fangica (hongos
y levaduras) se amplifico la region genética ITS3-ITS4 del ITS (ITS3F: 5'-
GCATCGATGAAGAACGCAGC-3'y ITS4R: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). Los
archivos con las secuencias generadas fueron depositados en la base de datos de macrogen,

de donde fueron obtenidas para su analisis.

3.1.3.2 Analisis bioinformatico de la secuenciacién masiva de amplicones

Las lecturas obtenidas de la secuenciacion de los amplicones se sometieron a
controles de calidad utilizando el programa FASTQC (Version 0.11.2 Andrews, 2010),
eliminando los pares de bases con baja calidad en cada una de las secuencias. Posteriormente
las secuencias curadas se analizaron en el lenguaje de programacion Python 2.7 mediante
una maquina virtual (VirtualBox version 5.1.18) y siguiendo el protocolo del programa
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, version 1.9.1, http://giime.org/)
(Kuczynski y col., 2011). Las secuencias fueron agrupadas en unidades taxonomicas
operacionales (OTUs, por sus siglas en ingles) con un rango de similitud del 97% utilizando
el algoritmo UCLUST mediante el script del comando “pick closed reference otus.py” y

utilizando como referencia las bases de datos Greengenes (versién 13_8) para bacterias y la
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base de datos de UNITE (version 01.12.2017) para hongos y levaduras. Se realiz6 un filtrado
de los datos obtenidos para eliminar los OTUs con abundancias menores al 0.01% en
bacterias y 0.001% para levaduras/hongos y asi, disminuir el error de la estimacion de los
OTUs, obteniendo una tabla normalizada para los andlisis posteriores (Koljalg y col., 2013y
Navas-Molina y col., 2013). Para determinar si el nimero de secuencias que se obtuvieron
representan una fraccion significativa de la muestra con base a los diferentes OTUs
observados, se realizaron curvas de rarefaccion, mediante las tablas de OTUs encontrados en

cada muestra en el paquete VEGAN mediante la funciéon “rarefy” (Oksanen, 2013).

3.1.3.3 Anadlisis de los perfiles funcionales bacterianos de los.amplicones de 16S rRNA

La prediccion funcional metabdlica potencial de los OTUs normalizados bacterianos,
se determinaron en el lenguaje de programacion Python 2.7, siguiendo el protocolo del
programa PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of
Unobserved States, version 1.1.0, http://picrust.github.io/picrust/) (Langille y col., 2013). El
porcentaje de secuencias asociadas a las funciones metabdlicas por muestra se graficd

mediante un mapa de calor utilizando el paquete ggplot2 del programa estadistico de R.

3.1.4 Anélisis estadisticos de la microbiota

Los andlisis estadisticos se realizaron el programa estadistico de R (R Core Team,
2013, version 3.6.2). Para las muestras dependientes de cultivo, se estimé la riqueza de
especies (S) (nimero total de especies bacterianas) y el indice de diversidad de Shannon-
Weiner (H'). Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para evaluar el efecto de
la etapa de desarrollo y la variedad de manzana sobre el Logio UFC, la riqueza de especies
(S) y la diversidad (H') por centimetro cuadrado (cm?) de epicarpio de fruta. Se utilizo la
prueba no paramétrica de Wilcoxon para comparar la mediana entre las etapas de desarrollo
(nivel de confianza de 0.05). El porcentaje de abundancia relativa se realizd6 mediante la
siguiente formula: RA (%)= di/dT*100; donde d es la densidad (CFU/cm?) de la especie (i)
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y dT la densidad total de bacterias, hongos o levaduras que se encuentran en la etapa del
fruto.

Para las muestras independientes de cultivo, se estimo la diversidad de Shannon-
Weiner (H') a nivel de familia y género; para observar el efecto de la variedad sobre la
diversidad la diferencia entre las variedades se determind mediante un analisis de varianza
de una via y una prueba de Tukey-Kramer (nivel de confianza de 0.05) usando el paquete
agricolae. El porcentaje de abundancia relativa se calcul6 de los OTUs bacterianos'y fngicos
a nivel de familia y género se determin6 mediante la férmula: RA (%)=di/dT*100; donde d
es el numero de secuencias del OTU (i, familia o género) y dT es €l nimero total de
secuencias de todos los OTUs (familias o géneros) presentes-en la muestra.

Para estimar la disimilitud/diferencia entre las muestras y las rutas metabdlicas
predichas, se utilizdé la medida de Bray-Curtis donde la suma de las diferencias entre las
muestras a través de las variables (es decir, los morfotipos/especies/OTUs microbianos) se
estandariza mediante la suma de los valores de las variables entre las muestras, también
sumada entre las variables. Esta medida varia entre cero (completamente similares) y uno
(completamente diferente), ademas que se adapta bien a los datos de abundancia relativa de
especies, porque ignora las variables con ceros. El efecto del tipo de comunidad microbiana,
la variedad de manzana, la etapa de desarrollo y todas sus interacciones resultado de la matriz
de distancia calculada, se evaluaron mediante un andlisis de varianza multivariado
permutacional (PERMANOVA). Posteriormente, esos factores con efectos significativos se
graficaron utilizando el método de escala multidimensional no métrica (NMDS) de Kruskal.
Los analisis se realizaron utilizando los paquetes MASS y VEGAN (Anderson, 2001).

Para estimar la diferencia de las funciones metabdlica predichas entre las muestras se
realizd un analisis de varianza de una via y las diferencias estadisticas se evaluaron mediante
una prueba de Tukey-Kramer (nivel de confianza de 0.05). La estimacion de similitud de las
muestras con base en las funciones metabdlicas predichas, se realizé mediante un analisis de
factores multiples (MFA, paquete FactoMineR, programa R), en el cual, la similitud entre las
muestras se decide mediante multiples conjuntos de observaciones diferentes (cuantitativos
y cualitativos), para determinar una ordenacion por el porcentaje de contribucién de las

funciones metabdlicas identificadas (Abdi and Williams 2010 y Cui y col., 2019).
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3.4 Determinacion de la actividad antagonista de bacterias epifitas

3.4.1 Activacion de cepas

Para el indculo de P. expansum Link cepa CFNL2016, el hongo se activé en medio
PDA durante 12 dias a temperatura ambiente. Los conidios se recolectaron usando solucion
salina (NaCl 0.85%); los micelios se separaron por filtracion y la suspensién de conidios se
cuantifico y ajusto a la concentracidn requerida.

Para las bacterias se tomé una colonia (activadas en medio AN durante 24 horas a
temperatura ambiente) y se inoculd en tubos Falcon de 50 mL conteniendo 10 mL de caldo
nutritivo (CN, Dibico, Mexico) en agitacion constante durante 24 h a 30 °C. El cultivo se
centrifugd a 4000 rpm por 10 min y la pastilla bacteriana obtenida se ajustd a la

concentracion requerida.

3.4.2 Ensayo antagonista in vitro de bacterias contra Penicillium expansum

Para evaluar la actividad antagonista de las cepas bacterianas contra P. expansum, se
realizaron enfrentamientos duales in vitro de acuerdo a la metodologia propuesta por Chen
y col. (2016). La suspension de bacteria se utilizd a una concentracion de 1x108 UFC/mL.
El ensayo de antagonismo fue por confrontacion dual en medio APD, inoculando en el centro
de la placa un segmento de 5 mm de diametro del hongo activo. Posteriormente, se
inocularon 10 pL de la suspension de las bacterias epifitas a una distancia de 3 cm del
crecimiento fangico. El control negativo consistié en placas de APD sélo inoculadas con P.
expansum, y los controles positivos fueron la cepa comercial de Bacillus spp. Q11
(Rodriguez-Chavez y col., 2019) y el fungicida nistatina (Rb Salute, México). Todas las
placas se incubaron a 28 °C durante 8 dias por quintuplicado. La actividad antagonista se
calcul6 como el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR): PICR (%) = [(R1 -

R2) / R1] x 100, donde R1 es el crecimiento radial de P. expansum en control negativo y R2
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indica el crecimiento del patdégeno en el ensayo de confrontacion dual con las bacterias
epifitas.

3.4.3 Ensayo antagonista in vivo de bacterias contra Penicillium expansum

La seleccion de las cepas para los ensayos in vivo se baso en la actividad antagonista
observada en los ensayos in vitro, seleccionando aquellas con una inhibicién mayor
a 35 PICR%. Los ensayos in vivo se desarrollaron con base a-la metodologia
propuesta por Chen y col. (2017). La suspension bacteriana se utilizd6 a una
concentracion de 1x108 UFC/ml y el indculo de P. expansum, a 1x10° conidios/ml.
Manzanas de la variedad ‘Golden Delicious’  (variedad susceptible) fueron
desinfectadas con una solucidén hipoclorito de sodio al 2% (v/v) durante 2 minutos,
se enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril y se secaron en una campana
de flujo laminar. Se hicieron cuatro heridas circulares (5 x 5 x 3 mm) en la zona
ecuatorial de cada manzana, se aplico una gota de 20 pL de la suspension de
patdgenos a cada herida y se dejd secar por una hora a flujo laminar. Posteriormente
se aplicaron 20 pL del in6culo bacteriano a cada herida y las manzanas se colocaron
en recipientes de plastico con sello hermético y se incubaron a temperatura ambiente
(28 °C) durante 14 dias (Zhou y col. 2001). El control negativo consistié en manzanas
solo inoculadas con P. expansum, y los controles positivos consistieron en una cepa
comercial de Bacillus spp. Q11 y el fungicida nistatina. La capacidad antagonista de
cada cepa bacteriana se expresd como el porcentaje de inhibicién del crecimiento del
patdgeno (PIC) y se calcul6 utilizando la siguiente férmula PIC (%) = [(D1-D2) /
D1] x 100, donde D1 indica el diametro de crecimiento de P. expansum en la
manzana del control negativo y D2 indica el didmetro de crecimiento de P. expansum
en la manzana co-inoculada con las bacterias epifitas. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.
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3.4.3 Caracterizacion de compuestos antifungicos producidos por bacterias antagonistas

3.4.3.1 Actividad quitinolitica

Se evalud la actividad quitinolitica extracelular de las bacterias con capacidad
antagonista de acuerdo al método propuesto por Wallace y col. (2017). Se prepar6 el medio
de quitina coloidal (Anexo I). El cultivo bacteriano de una noche de crecimiento en CN se
centrifugé a 10 000 rpm durante 5 minutos y se elimind el sobrenadante. La pastilla
bacteriana se resuspendi6 en 1 ml de solucién salina (NaCl 0.85%) y se inocularon 10 ul en
el medio de quitina coloidal. Las cepas bacterianas que mostraron halos transparentes
después de 7 dias de incubacién a 28°C se consideraron como positivos a la produccion de

quitinasas extracelulares. El ensayo se realiz6 por triplicado.

3.4.3.2 Produccion de siderdforos

La técnica universal de cromo azurol S (CAS) se utilizd para determinar la produccion
de sidero6foros en medio sélido (Schwyn y Neilands, 1987) (Anexo 1). De cada cepa
bacteriana se inocularon 10 pL en el medio (a partir de un indculo bacteriano obtenido como
se describe en la seccion 3.4.1). Las bacterias que mostraron un halo con un cambio en la
coloracion del medio de azul a amarillo después de 10 dias de incubacion a 28 °C, se
consideraron como positivos para la produccion de sideroforos. El ensayo se realizé por

triplicado.

3.4.3.3 Actividad hemolitica

La actividad hemolitica se evaluo en placas de agar sangre (MCD LAB, México). Se
tomo una gota con un asa microbioldgica de un cultivo activado de las cepas de bacterias
(obtenido como se describe en la seccion 3.4.1), y se estrid en el medio, las placas se
incubaron a 30 °C durante cuatro dias. Las bacterias que produjeron halos traslucidos
alrededor del crecimiento de la colonia fueron considerados como positivos para actividad

hemolitica. El ensayo se realizé por triplicado.
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3.4.3.4 Perfil de lipopéptidos

Las bacterias que mostraron mayor actividad antagonista, produccion de sideréforos
y capacidad hemolitica se seleccionaron para determinar el indice de emulsificacion y el
perfil de lipopéptidos de la fraccion biosurfactante de su sobrenadante. Para obtener el indice
de emulsificacion se tomaron 2 mL del sobrenadante de un cultivo activado, se mezcl6 con
2 mL de queroseno Yy se agitd vigorosamente durante 2 minutos. Posteriormente se realizo la
medicién de la capa emulsificante a las 0 y 24 h y se calcul6 el indice de emulsificacion (1E24)
(Zhu col., 2013).

Para detectar el perfil de lipopéptidos presentes en la fraccion biosurfacante, se realizd
un pre-indculo bacteriano en 100 ml de CN, se incub6 durante 16 horas a 37 °C con agitacion
constante a 180 rpm. EI cultivo obtenido se inoculé en 500 mL de CN, se incub6 a 30 °C a
180 rpm durante 72 h. El sobrenadante del cultivo de 72 h se centrifugd para eliminar las
células (400 rpm durante 35 min). El sobrenadante se ajust6 a pH 2 con HCI 6N y se refrigero
a 4 °C durante la noche. Los precipitados acidos formados se recuperaron por centrifugacion
a 400 rpm durante 30 minutos, el sedimento obtenido se solubilizé en metanol anhidro y se
concentrd usando un evaporador de vacio. Los precipitados secos se disolvieron en 1 mL de
PBS (0.01 M), se sonicaron durante 5 min y se centrifugaron a 400 rpm durante 5 min. La
solucion de lipopéptidos se filtro a través de filtros de jeringa de 0.2 pm (Nalgene ™, Thermo
Scientific, EUA)y se coloco en un tubo estéril (Cao y col., 2009).

Para el analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser
desorption  ionization-time of flight mass spectrometry) (Bruker Daltonics Microflex LT
equipment, Bruker Corp., Massachusetts, EUA), se mezcl6 1 pL de solucion de lipopéptidos
con 10 puL de disolucion sobresaturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-Aldrich,
EUA) en una proporcion de 1:5 preparada en una mezcla de acetonitrilo:agua como matriz
solucion. Luego se coloco 1 pL de la mezcla en la placa MALDI permitiendo la evaporacion.
La muestra se insert6 en la fuente de ionizacion y el rayo laser se proyect6 en cada punto de
forma pulsada. Los datos fueron adquiridos utilizando el modo de funcionamiento del
reflector adquiriendo 150 disparos, en un rango de deteccion de 900 a 1,600 de masa/carga
(m/z).
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3.4.3.5 Andlisis estadistico de la capacidad antiflngica de bacterias

Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico de R. Los ensayos de
antagonismo in vitro e in vivo y el indice de emulsificacion se analizaron mediante un analisis
de varianza de una via y las diferencias estadisticas se evaluaron mediante una prueba de
Tukey-Kramer (nivel de confianza de 0.05) usando el paquete Agricolae (Version n 1.3-5).
Para los andlisis estadisticos los datos se transformaron a grados angulares y se expreso el
resultado con el dato original.

3.5 Determinacion del perfil de compuestos presentes enlos exudados del fruto

3.5.1 Obtencion de exudados presentes en la superficie de los frutos

Para la obtencion de los exudados, se partio del agua de lavado de los frutos para los
andlisis de secuenciacion masiva de ampliaciones (seccion 3.1.3). Los 450 mL del agua
destilada de lavado se concentraron mediante rotavapor (Rotavapor® R-215, Buchi, Reino
Unido) en vacio a 60 °C hasta tener un volumen final de 5 mL, el cual se filtrd a través de
una membrana de 0.45 um (Millipore, Merck, EUA). El volumen final se trasfiri6 a viales
para HPLC. Los viales se congelaron a -20°C hasta su procesamiento (Padgett, 1990). A
partir de esta solucidn se cuantificaron los azucares, acidos organicos, aminoacidos y

polifenoles.

3.5.1.1 Azucares y acidos organicos

Los azUcares y acidos organicos se determinaron por HPLC (Agilent 1100, Agilent
Technologies, EUA). Para ello, se utilizo una columna Agilent Hi Plex Ca (Duo) (300 x 6.5
nm) a 80 °C. La fase movil fue agua milli-Q grado HPLC y la elucién de las muestras (20
uL) se realizo a una velocidad de flujo de 0.6 mL/min. El tiempo de ejecucion total fue de 30
min y la deteccion se realizd mediante el detector de indice de refracciéon (RID) (Ball y Lloyd,

2008). Para determinar la concentracion de los analitos, se elabord una curva estandar desde
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0.05 hasta 1 mg/mL para cada uno de los siguientes compuestos: acido malico, sacarosa,
glucosa, xilosa, fructosa, manitol, sorbitol y ribosa (Anexo I1) (Sigma-Aldrich, EUA).

3.5.1.2 Aminoéacidos

Los aminoacidos se determinaron por HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies,
EUA) en base al método publicado en una nota técnica de Agilent (Henderson y col., 2000).
Se utiliz6 una columna Zorbax Eclipse AAA (dimensiones: 4.6 mm-x 150 mm) y las fases
moviles consistieron en una solucion de fosfato monosddico 40 mM, pH=7.8 (fase A) y una
mezcla de agua, metanol y acetonitrilo (10:45:45 v/v/v; fase B). Para la preparacion de
muestra se inyectaron los siguientes volimenes: 2.5 pL. de una soluciéon tampoén de borato
mezclado con 20 uL. de muestra, 0.5 puL de o-ftaldehido (OPA), 0.5 puL de cloroformiato de
9-fluorenilmetilo (FMOC) y 32 uL de agua de grado HPLC. La elucion de las muestras se
realizé a una velocidad de flujo de 2.0mL/min y el tiempo de ejecucion total fue de 30 min.
La deteccion se realiz6 a 262 y 338 nm. Los picos de aminodcidos individuales (Anexo 111)
se identificaron comparando sus tiempos de retencion con los de los estandares sugeridos en

el protocolo de la columna (Sigma-Aldrich, EUA).

3.5.1.3 Polifenoles

Los polifenoles se determinaron por HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies,
EUA). Se utilizé una columna Agilent Eclipse XDB-C18 (5 m x 4.6 mm x 150 mm) a 28 °C.
Las fases maviles estuvieron constituidas por una solucion de acido fosférico 0.01 M (fase
A) y metanol puro (fase B). La elucion de las muestras (20 pL) se realizo a una velocidad de
flujo de 1.0 mL/min y el tiempo de ejecucion total fue de 65 min y la deteccidn se realizé a
280 nm. Las condiciones del gradiente lineal fueron 0 min 5% B, 25 min 40%, 40 min 50%
B, 50 min 50% B, 55 min 100% B, 60 a 65 min 5%. Para determinar la concentracion de los
analitos, se elabor6é una curva estandar desde 0.76 pg a 76 pg/mL para cada uno de los

siguientes compuestos: acido galico, acido 3,4 — dihidroxibenzoico, &cido 4-hidroxibenzoico,
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catequina, acido clorogénico, acido vanilico, &cido cafeico, &cido siringico, &cido p-
coumarico, acido 4 hidroxi 3 metoxicindmico, acido sinapico, acido 2- hidroxicinamico y
apigenina (Anexo 1V) (Sigma-Aldrich, EUA).

3.5.2 Andlisis estadisticos y correlacion del perfil de exudados con las poblaciones

microbianas

Para analizar las diferencias entre las etapas y las variedades de las concentraciones
de los diferentes compuestos cuantificados se realizé un analisis de varianza de una via y las
diferencias estadisticas se evaluaron mediante una prueba de Tukey-Kramer (nivel de
confianza de 0.05) mediante el paquete Agricolae. Para la visualizacion de los cambios en el
contenido de exudados por etapa y variedad de manzana se graficaron los datos en un mapa
de calor mediante el paquete ggplot2. La disimilitud/diferencia de los perfiles de exudados,
se determiné mediante la medida de distancia de Bray-Curtis y el efecto de la variedad de
manzana Yy la etapa de desarrollo, se evaluaron mediante un analisis d¢ PERMANOVA.
Posteriormente, los factores con efectos-significativos se graficaron utilizando el método
NMDS de Kruskal. Los analisis se realizaron en el programa estadistico de R, utilizando los
paquetes MASS y VEGAN.

Para determinar los patrones de variacion de los OTUs bacterianos y fangicos, a nivel
de familia y género en relacion con el perfil de exudados presentes de igual manera en la
superficie de la manzana, se realiz6 en un analisis restringido de coordenadas principales
(CAP) con la medida de distancia de Bray-Curtis y mediante la funcion capscale del paquete
VEGAN (Anderson y col., 2003 y Irvine y col., 2011). Los anélisis fueron realizados en el

paquete estadistico de R.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Las poblaciones bacterianas y fangicas que coexisten asociadas a los diferentes
organos de las plantas pueden presentar interacciones de sinergismo o antagonismo entre
ellas (Frey-Klett y col., 2011, Janisiewicz y col., 2014). El estudio de la diversidad de estos
microorganismos asociados a los frutos ha sido un tema central para comprender la
funcionalidad y potencial de éstos en los sistemas agricolas, principalmente, para potenciar
el uso de agentes bioldgicos (microorganismos con actividad antagonica) en la etapa de
poscosecha, y asi, disminuir las perdidas por hongos fitopatégenos y el uso de agroquimicos
(Calvo y col., 2007; Bevardi y col., 2013; Chen'y col., 2016). En este trabajo, encontramos
una diversidad de bacterias y hongos que va cambiando a lo largo del desarrollo de la
manzana, al igual que los exudados del fruto que interaccionan con estos microorganismos.
Algunos de estos aislados bacterianos, tuvieron la capacidad de limitar el dafio causado por

uno de los principales patégenos poscosecha de la manzana.

4.1 Composicion y diversidad de la microbiota epifita asociada a la manzana.

4.1.1 Comunidades microbianas obtenidas por cultivo

A partir del aislamiento y cultivo de la fraccion microbiana presente en la superficie
de la manzana en los afios 2017 (n= 30 frutos) y 2018 (n=54), se lograron cuantificar y aislar
bacterias, hongos y levaduras durante todas las etapas de desarrollo estudiadas en las
variedades ‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden Delicious’. En el andlisis de las poblaciones
microbianas del afio 2017, no se encontraron diferencias en la densidad, riqueza y diversidad
bacteriana y fungica (hongos y levaduras) entre las variedades, pero si se encontraron

diferencias entre las etapas de desarrollo (p<0.05) (Tabla 2). La etapa con la mayor densidad,
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riqueza y diversidad fue la etapa de amarre de fruto, y la etapa de fruto maduro fue la de
menor. Con base a estos resultados, se seleccionaron para un segundo afio de muestreo (2018)
las etapas de amarre de fruto, fruto verde 3 y fruto maduro de las mismas variedades. Ademas,
se selecciond la variedad amarilla ‘Golden Delicious’, para analizar el efecto de una variedad
contrastante sobre las poblaciones microbianas. Al igual que el afio 2017, en 2018 no-se
encontraron diferencias en la densidad, riqueza y diversidad de las poblaciones microbianas
entre las tres variedades, siendo nuevamente la etapa de desarrollo donde se encontraron los
cambios significativos (p<0.05) (Tabla 2). Adicionalmente, se reafirmd.en las tres variedades
que la etapa de amarre de fruto fue nuevamente la que mostré los valores mas altos en las
determinaciones. Estos resultados coinciden con los datos reportados previamente para la
variedad ‘Golden Delicious’, en donde Teixido y col. (1999) observaron que a medida que
la manzana se acerca a la maduracion, las densidades microbianas disminuyen. Los cambios
en las comunidades microbianas epifitas se hanrelacionados con los cambios ambientales a
los que estan expuestas como temperatura, lluvia y-viento (Allard y col., 2020; Gomes y col.,
2018).

En el manzano se ha observado que las poblaciones bacterianas y fangicas presentes
en las hojas cambian dependiendo de la estacion del afio, encontrando un aumento en las
poblaciones en los meses finales de la maduracion (Junio-Agosto) (He y col., 2012). En
nuestro estudio, de manera simultanea al crecimiento del fruto del manzano ocurren cambios
ambientales, como la temperatura; en febrero (amarre del fruto) se tienen temperaturas
promedio del sitio de 18 °C y estas van aumentando hasta llegar a 24°C en Agosto (fruto
maduro), lo cual posiblemente también pueda estar asociada con los cambios observados.
Los resultados de las poblaciones microbianas por tipo de poblacion se muestran a

continuacion.
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Tabla 2. Densidad, diversidad y riqueza de la poblacién bacteriana y flngica durante el

desarrollo de la manzana en dos afios consecutivos.

Grupo ~ Densidad , ’ N 2
microbiano Afo Etapa logUFC/cm? Riqueza/cm Diversidad/cm
Amarre de fruto 2.0254 1.9672 0.333?
Fruto verde 1 0.9242 0.5562 0.1192
2017 Fruto verde 2 0155b 0083b 0020b
Bacterias Fruto verde 3 0.082° 0.053° 0.012°
Fruto maduro 0.086° 0.032° 0.006°
Amarre de fruto 0.1862 0.0892 0.013?
2018  Eruto verde 3 0.008° 0.026° 0.005P
Fruto maduro 0047C 0012C OOOZC
Amarre de fruto 1.780° 1.067% 0.200?
Fruto verde 1 0.477° 0.313° 0.0592
2017 Fruto verde 2 0.074¢ 0.053¢ 0.008%°
Fruto verde & 0.073° 0.039° 0.005°
Hongos Fruto madyrg 0.067° 0.043¢ 0.004¢
Amarre de fruto 0.1362 0.0602 0.0082
2018  Frutoverde 3 0.087° 0.031° 0.004°
Fruto maduro 0.1122 0.0272 0.0072
Amarre de fruto 1.219° 0.883° 0.153?
Fruto verde 1 0.337" 0.242" 0.073¢
2017  Fruto verde 2 0.057° 0.032°¢ 0.008°
Fruto verde 3 0.034° 0.025° 0.005
Levaduras Fruto maduro 0.018° 0.016° 0.004P
Amarre de fruto 0.0822 0.060° 0.0072
2018  Eruto verde 3 0.047° 0.014° 0.002°
Fruto maduro 0_1003 0023C 0005C

Los valores representan la mediana de seis (afio 2017) y nueve (afio 2018) réplicas; los valores con una letra
diferente en la misma columna y afio son significativamente diferentes (Prueba Wilcoxon, p <0.05).
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4.1.1.1 Poblacién bacteriana

En el primer afio de colecta se recuperaron un total de 1399 aislados a partir de
bacterias de las variedades ‘Joya’ y ‘Royal Gala’, los cuales con base en las caracteristicas
morfologicas coloniales y celulares, y perfil de pruebas bioguimicas se clasificaron en 30
morfotipos (Tabla 3). Mediante la identificacion molecular en los ‘30 morfotipos se
encontraron cinco géneros bacterianos: Arthrobacter, Bacillus,  Curtobacterium,
Microbacterium y Plantibacter; siendo Bacillus el género mas abundante en todas las etapas
en ambas variedades (83.3 % de las bacterias identificadas) (Figura 6).

En el afio 2018, se recuperaron 2076 aislados bacterianos asociados al fruto en las tres
variedades y etapas de desarrollo seleccionadas, los cuales se clasificaron en 36 morfotipos
(Tabla 4), y mediante la identificacion molecular se encontraron 17 géneros: Acinetobacter,
Arthrobacter, Bacillus, Clavibacter, Comamonas, Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia,
Frondihabitans, Leifsonia, Lysinibacillus, Microbacterium, Methylobacterium, Pantoea,
Pseudarthrobacter, Pseudomonasy Sphingomonas (Figura 7). Tres géneros se encontraron
nuevamente, pero no se observd Plantibacter. El género Bacillus fue nuevamente el mas
abundante en todas las etapas-en las tres variedades (36.1 % de las bacterias identificadas).
La dominancia de Bacillus en las poblaciones epifitas se ha relacionado con su capacidad de
colonizar y permanecer asociado de una manera mas efectiva que otros géneros de bacterias
debido a la produccion de biopeliculas (Saleem y col., 2017), ademas de permanecer latente

mediante la formacidn de esporas (Demoz & Korten, 2006).
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Tabla 3. Identificacion y caracterizacion bioquimica de cepas bacterianas aisladas de la

superficie de ‘Royal Gala’ y ‘Joya’ en el afio 2017.

C?jilgo Cepa bacteriana mas cercana Egg;f;odgf Caracterizacion bioquimica*
Morfotipo (% similitud NCBI) NCBI  Cit Lis Glu LIA
M12 Arthrobacter koreensis (100 %) NR_025665.1 - + +K/K -K/A
M16 Bacillus cereus (99 %) NR_074540.1 - + <K/ -K/IK
M5 Bacillus halotolerans (100 %) NR_115063.1 + +  +K/K -KIA
M15 Bacillus firmus (100 %) NR 112635.1 - - +K/A -K/IK
M20 Bacillus licheniformis (99 %) NR_118996.1 - + +K/K -K/IA
M17 Bacillus megaterium (100 %) NR_116873.1 - + +K/K +A/A
M9 Bacillus methylotrophicus (99 %) KF590554.1 - +  +K/K -A/IK
M2 Bacillus mobilis (100 %) NR_157731.1 - - +K/A -K/A
M6 Bacillus mobilis (100 %) MT538261.1 - - -A/K -K/IK
M10 Bacillus mobilis (100 %) MT515806.1 - + -K/IK -K/IK
M27 Bacillus mobilis (100 %) MK855407.1 - +  -K/K +A/K
M28 Bacillus mobilis (100 %) MT429193.1 - +  -K/K -K/A
M18 Bacillus mojavensis (100 %) NR_118290.1 - + -K/IK +A/K
M21 Bacillus mojavensis (100 %) MT434775.1 - +  +K/K -K/A
M30 Bacillus mojavensis (100 %) MT313129.1 - +  +K/K +A/A
M14 Bacillus safensis (100 %) NR_1139451 - +  +K/K -K/A
M3 Bacillus subtilis (100 %) NR_112116.2 - - +K/A -K/A
M4 Bacillus subtilis (100 %) MT636851.1  + +  +K/K +A/K
M8 Bacillus subtilis (100 %) MT447880.1 - + +K/K -K/A
M11 Bacillus subtilis (100 %) NR_112116.2 - - +K/A +A/A
M23 Bacillus subtilis (100 %) MT677937.1  + + -K/K -K/IK
M13 Bacillus subtilis (100 %) MT645308.1 - + +K/K -K/A
M25 Bacillus subtilis (100 %) MN900584.1 - + -K/IK -K/IK
M19 Bacillus subtilis subsp. spizizenii (100 %) MN918365.1 - + -K/K -K/IK
M24 Bacillus subtilis subsp. spizizenii (100 %) NR_112686.1 - - +K/A -K/A
M26 Bacillus subtilis subsp. spizizenii (100 %) LS998693.1 - + +K/K -K/IA
M7 Curtobacterium oceanosedimentum (99 %) NR_104839.1 - + +K/K -K/IA
M1 Microbacterium ginsengiterrae (100 %) NR_116483.1 - + +K/K -K/IA
M22 Microbacterium paraoxydans (100 %) NR_025548.1 - + -K/IK -K/IK
M29 Plantibacter flavus (99 %) NR_025462.1 - + -K/K -K/IK

* Pruebas bioquimicas, Cit: utilizacion de citrato, Glu: solo fermentacion de glucosa, Acido: A, Alcalino: K.
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Tabla 4. Identificacion y caracterizacion bioquimica de cepas bacterianas aisladas de la

superficie de ‘Royal Gala’, ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’ en el afio 2018.

Codigo Cepa bacteriana mas cercana Numero de L
de - (% similitud NCBI) acceso del .Carac-terlzamon bIOQUImlca
Morfotipo NCBI Cit Lis Glu LIA
M1.18 Acinetobacter johnsonii (100 %) NR 1084611 T+t KK KA
M2.18 Acinetobacter sp. (99 %) MT476969.1 - +  +K/K +A/A
M3.18 Arthrobacter gandavensis (100 %) NR_025475.1 - + -KIK -K/IK
M4.18 Arthrobacter pascens (100 %) NR_026191.1 - + -K/IK -K/IK
M5.18 Arthrobacter sp. (100 %) LC488937.1 + + -K/IK -K/IK
M6.18 Bacillus atrophaeus (100 %) MT305986.1 - - +K/A -K/IA
M7.18 Bacillus endophyticus (99 %) NR_025122.1 - +  +K/K -AIK
M8.18 Bacillus licheniformis (100 %) NR_074923.1 - - +K/A -K/IA
M9.18 Bacillus mediterraneensis (100 %) NR_144741.1 - - +K/A -K/IA
M10.18 Bacillus megaterium (100 %) MN704496.1 - + -K/IK -K/IK
M11.18 Bacillus mobilis (99 %) NR:157731.1 - - +K/A -K/A
M12.18 Bacillus mojavensis (99 %) NR_118290.1 - + KK -K/IK
M13.18 Bacillus simplex (99 %) NR_114919.1 - +  -K/K -K/IK
M14.18 Bacillus sp. (100.%) KY625607.1 - - +K/A -K/A
M15.18 Bacillus subtilis subsp. spizizenii (100 %) MTO071494.1 - + -K/IK -K/IK
M16.18 Bacillus tequilensis (100 %) MN988863.1 - +  +K/K +A/A
M17.18 Bacillus toyonensis (100 %) NR_121761.1 - - +K/A -K/A
M18.18 Bacillus zanthoxyli (99 %) NR_164882.1 - + KK -K/IK
M19.18 Clavibacter michiganensis (100 %) NR_036892.1 - +  +K/K -KI/IA
M20.18 Comamonas piscis (100 %) NR_148635.1 + +  +K/K +A/A
M21.18 Curtobacterium flaccumfaciens (100 %) NR_025467.1 - +  +K/K -K/IA
M22.18 Enterobacter cloacae (100 %) KP058541.1 + +  +K/K +A/A
M23.18 Erwinia billingiae (100 %) NR_104932.1 - - +K/A -K/A
M24.18 Frondihabitans sp. (100 %) MH813406.1 - + -K/IK -K/IK
M25.18 Leifsonia soli (96 %) NR_116501.1 - + -K/IK -K/IK
M26.18 Lysinibacillus chungkukjangi (100 %) NR_109669.1 - + -K/IK -K/IK
M27.18 Methylobacterium goesingense (100 %) MH929793.1 - + +K/K -K/A
M28.18 Methylobacterium phyllostachyos (100 %) NR_108242.1 - - +K/A -K/A
M29.18 Microbacterium maritypicum (100 %) NR_114986.1 - - +K/A -K/IA
M30.18 Pantoea agglomerans (99 %) NR_114111.1 - + -K/IK -K/IK
M31.18 Pantoea sp. (100 %) KF202777.1 - +  +K/K -K/A
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Cadigo Ndmero de
de Cepa bacteriana mas cercana acceso del
(% similitud NCBI) Caracterizacion bioquimica*
Morfotipo NCBI
Cit Lis Glu LIA
M32.18 Pseudarthrobacter defluvii (99 %) NR_042573.1 - + -K/IK -K/IK
M33.18 Pseudomonas asturiensis (100 %) NR 108461.1 + +  +K/K +A/A
M34.18 Pseudomonas caspiana (97 %) NR_152639.1  + + +KI/K +A/A
M35.18 Pseudomonas graminis (100 %) NR_026395.1 + +  +K/A +A/A
M36.18 Sphingomonas aerolata (100 %) NR_121761.1  + +. +K/A +A/A

* Pruebas bioquimicas, Cit: utilizacion de citrato, Glu: solo fermentacion de glucosa, Acido:A, Alcalino: K.
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Figura 6. Distribucion y abundancia de las bacterias identificadas molecularmente en las

variedades ‘Joya’ y ‘Royal Gala’ en el afio 2017 en las cinco etapas del desarrollo del fruto.

El analisis de PERMANOVA reveld que la composicion bacteriana detectada en el
afio 2017, esta influenciada principalmente por la etapa de desarrollo (R? =0.48, P<0.001),
observando que las etapas de fruto verde 3 y fruto maduro, se separan de las primeras tres
etapas de desarrollo y explicando el 48% de la variacion encontrada (Figura 8). Para el afio
2018 se observd en el analisis de PERMANOVA que la composicién bacteriana para este
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afio estaba influenciada nuevamente por la etapa de desarrollo (R?=0.23, P<0.001), pero
adicionalmente por el factor variedad (R?=0.17, P<0.001), asi como por la interaccion etapa-
variedad (R?=0.22, P<0.001), explicando juntos un 40 % de la variacion observada en los
resultados. Debido a que los porcentajes de variacion son muy similares entre los factores,
no fue posible generar un grafico de agrupacioén. Es posible que el efecto de variedad se haga
mas claro en el segundo afio ya que se consideraron tres variedades en vez de dos, y la
variedad incluida en 2018 es mas contrastante en caracteristicas de color y composicion. En
otros estudios se ha reportado que la poblacion bacteriana presente en-portainjertos de tres
variedades de manzana (‘Royal Gala’, ‘Golden Delicious’, y ‘Honey Crisp’) se Ve
influenciada por el factor variedad (Liu y col., 2018). Esto podria indicar que para observar
cambios de poblaciones bacterianas a nivel de técnicas dependientes de cultivo entre
variedades en el sitio de estudio, posiblemente se necesiten de al menos tres variedades en

estudio o variedades que muestren diferencias amplias en las caracteristicas fenotipicas.
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Figura 7. Distribucién y abundancia de las bacterias identificadas molecularmente en las
variedades ‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden Delicious’ en el afio 2018 en las tres etapas de

desarrollo del fruto.

Sin embargo, en ambos afios el factor que influencié méas claramente la estructura de
las poblaciones bacterianas fue la etapa de desarrollo. Esto coincide con lo reportado por
Ottesen y col. (2016a), que al analizar las poblaciones bacterianas en tres tiempos de
desarrollo de frutos de manzano (variedad ‘Enterprise’) encontraron que la estructura de las

poblaciones bacterianas estaba influenciada por el factor tiempo.
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Figura 8. Agrupacion de NMDS de bacterias del afio 2017 asociadas a las variedades
estudiadas en las diferentes etapas de desarrollo. Variedad ‘Joya’ (circulos) y ‘Royal
Gala’ (triangulos); en las etapas de amarre de fruto (circulos y tridngulos verdes), fruto verde
1 (circulos y triangulos azules), fruto verde 2 (circulos y tridngulos grises), fruto verde 3

(circulos y triangulos amarillos) y fruto maduro (circulos y triangulos rojos).

En ambos afios, algunas bacterias se encontraron solo en una etapa del desarrollo; por
ejemplo, en el afio 2017 la bacteria B. subtilis M3 en la etapa fruto verde 3 y B. subtilis M23
en la etapa de fruto maduro; y en el 2018 M. phyllostachyos M18.28 en la etapa de amarre
de fruto y B. toyonensis M18.17 (Figura 6 y 7). Debido a que la mayoria de las bacterias
epifitas son de transferencia horizontal, es decir vienen del ambiente que rodea a las plantas
(Ottesen y col., 2016b), estos cambios podrian deberse a que las bacterias pudieron estar en
menor densidad en el ambiente en torno a los frutos de manzana durante algunas etapas del
desarrollo, lo que las hace no detectables dentro de la poblacion bacteriana cultivable
(Jackson y Denney, 2011; Shade y col., 2017). En contraste, en el segundo afio de muestreo,
la bacteria C. flaccumfaciens M18.21 se logrd aislar en todas las etapas de desarrollo y
variedades. Esta bacteria ha sido reportada como parte de la poblacion bacteriana epifita en
manzanas de variedad ‘Arlet’ en cultivo tradicional y organico (Wassermann y col., 2019);
ademas de que en plantas de frijol donde es una bacteria patdgena se ha vinculado su

persistencia en la planta por la formacion de biofilm (Harding y col., 2019).
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Comparando las variedades (‘Joya’ y ‘Royal Gala’) y etapas del fruto (amarre del
fruto, fruto verde 3 y fruto maduro) que coincidieron en los muestreos de ambos afos, se
observo que en el analisis de PERMANOVA de la poblacion bacteriana, la composicion
bacteriana detectada estuvo influenciada principalmente por el afio (R?>=0.27, P<0.001) y la
etapa de desarrollo (R?=0.16, P<0.001), explicando entre los dos un 43 % de la variacion-de
los datos y no se observaron cambios por la variedad de la manzana (Figura 9). Como se
observo en los datos individuales de cada afo, la etapa de desarrollo es uno de los factores
que influye en la conformacion de las poblaciones bacterianas. Referente al cambio
dependiente del afio de muestro, se ha observado que en la filésfera de las plantas la
composicion bacteriana sufre cambios dependientes del afio" de colecta. Estos cambios
observados pueden ser debido a que las especies de las bacterias presentes en el ambiente
pueden fluctuar dependiendo de los cambios ambientales como la temperatura, precipitacion
y exposicién solar, lo cual influye en qué tipo de bacterias pueden interaccionar con la
superficie de las plantas (Rochefort y col., 2019; Singh y col., 2019). En el presente estudio
se observo que tanto la temperatura como la humedad fueron cambiantes entre los dos afios

de muestreo (Tabla 5), lo cual podria estar relacionado con los cambios encontrados.

Variedad y Ao

‘ Joya:Aio_2017
A Joya:Aiio_2018

. ‘ . RoyalGala:Afio_2017
+ RoyalGala:Afo_2018

A Etapa
0. ]
3 ‘ ’ ' Amarre_de_fruto
A . Fruto_Maduro

‘ A Fruto_Verde3

-0.5 0.0 0.5
NMDS1

0.5

NMDS2

Figura 9. Agrupacion de NMDS de bacterias del afio 2017 y 2018 asociadas al fruto de
las variedades ‘Joya’ y ‘Royal Gala’. Etapas de amarre de fruto (color verde), fruto verde

3 (color amarillo) y fruto maduro (color rojo).
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Tabla 5. Promedio mensual de la temperatura y humedad del sitio de muestro en los meses
de colecta (CONAGUA, estacion climatologica Amealco 22001).

Afo Mes Temperatura (°C) Humedad (%0)
2017 Abril 16.8 43.5
Junio 18.0 63.7
Agosto 15.6 81
2018 Abril 16.9 46.2
Junio 15.8 74.9
Agosto 13.3 46.8

4.1.1.2 Poblacion fungica

En el primer afio de colecta se recuperaron.un total de 2076 aislados de levaduras y
2865 aislados de hongos filamentosos de las variedades ‘Joya’ y ‘Royal Gala’. Los aislados
de levaduras se clasificaron con base en las caracteristicas morfoldgicas coloniales y
celulares en 7 morfotipos. Mediante la identificacion molecular los 7 morfotipos
correspondieron a 7 diferentes géneros: Aureobasidium, Cryptococcus, Cystobasidium,
Debaryomyces, Filobasidium, Papiliotrema y Rhodotorula; siendo Aureobasidium el género
mas abundante de las levaduras (45.3 % AR) y el Unico presente en todas las etapas y
variedades (Figura 10) (Anexo V). Aureobasidium ha sido reportado como levadura epifita
en manzanas de las variedades ‘Red Delicious’ y ‘Golden Delicious’, y en ambas siendo una
de las levaduras mas abundante y presente en todos los tratamientos estudiados tanto en
cultivo convencional como organico (Abdelfattah y col., 2016 y Granado y col., 2008).

Los aislados de hongos filamentosos se lograron clasificar en 38 morfotipos de
hongos con base en las caracteristicas macro y microscépicas evaluadas, quedando el 38.9 %
de los aislados sin asignacion de género, debido a que no se logré que produjeran esporas en
los medios de cultivo. Los morfotipos correspondieron a 5 géneros: Alternaria,
Cladosporium, Colletotrichum, Fusarium y Penicillium, siendo Alternaria el género mas
abundante (35.5 % AR) (Figura 10). Alternaria es un género que ha sido reportado como
parte de la poblacion fungica epifita en manzanas de las variedades ‘Red Delicious’, ‘Red

53



Fuji’ y ‘Golden Delicious’, siendo también uno de los hongos mas abundantes en las
poblaciones fungicas (Abdelfattah y col., 2016; Granado y col., 2008; Qin y col., 2012).
Ademas de ser uno de los géneros mas abundantes en manzana, Alternaria también se
encuentra dentro de los patdgenos que pueden llegar a causar dafio en este fruto en la etapa

poscosecha (Ntasiou y col., 2015).
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Fruto verde 3

Fruto verde 2

Royal Gala

Fruto verde 1

Amarre de fruto

Fruto maduro

Fruto verde 3

Fruto verde 2
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Fruto verde 1
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M Alternaria spp W Cladosporium spp W Colletotrichum spp
| Fusarium spp W Penicillium spp mME
B Papiliotrema terrestris W Aureobasidium pullulans MW Rhodotorula sp.
B Debaryomyces hansenii W Cryptococcus sp. W Filobasidium magnum

W Cystobasidium slooffiae

Figura 10. Distribucion y abundancia de hongos y levaduras identificadas en las variedades
‘Joya’ y ‘Royal Gala’ en el ailo 2017 en las cinco etapas del desarrollo del fruto.
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En el segundo afo de colecta se recuperaron un total de 1479 aislados de levaduras y
2832 aislados de hongos filamentosos de las variedades ‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden
Delicious’. Los aislados de levaduras se clasificaron en 15 morfotipos de levaduras,
pertenecientes a 7 géneros: Aureobasidium, Cryptococcus, Debaryomyces, Filobasidium,
Naganishia, Papiliotrema y Vishniacozyma (Figura 11; Anexo V). Siendo el género més
abundante y presente en todas las muestras de ese afio, Debaryomyces (31.7 % AR), esto
coincide con lo encontrado en frutos de la variedad de manzano ‘Pinova’ (Angeli y col.,
2019). Los dos géneros de levaduras que resultaron ser mas abundantes para cada afio
(Aureobasidium y Debaryomyces), han sido reportados como antagonistas de los principales
patdgenos poscosecha de la manzana P. expansum y Monilinia fructicola (Agirman y Erten,
2020; Czarnecka y col., 2019). Esta capacidad antagonista podria estar relacionada, de igual
manera, con su capacidad de permanecer de una forma mas efectiva asociada a la superficie
de la manzana que otras levaduras.

Los aislados de hongos filamentosos se lograron clasificar en 72 morfotipos,
quedando el 37.3 % de los aislados sin asignacion de género, debido a que no se logro obtener
esporas en los cultivos. Los morfotipos correspondieron a 7 géneros: Alternaria, Aspergillus,
Beauveria, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum y Penicillium, siendo Cladosporium el
género méas abundante (34.7 % AR) y presente en todas las etapas y variedades del fruto
(Figura 11). Esto coincide con los resultados obtenidos por Bésch y col. (2021) en las
variedades ‘Ariane’, ‘Otava’ y ‘Topaz’, en donde Cladosporium es uno de los hongos méas
abundantes en los frutos maduros. Ademas, se ha encontrado que algunas especies como
Cladosporium: cladosporoides, tienen el potencial de antagonizar en campo a patdgenos
como Venturia inaequalis, agente causal de la rofia del manzano, disminuyendo el dafio en
fruto y hojas (Kohl y col., 2015).

En ambos afios, se logrd detectar cepas pertenecientes a Penicillium, uno de los
géneros mas importantes que causa pudriciones de la manzana en etapas poscosecha
(Janisiewicz y col., 2016). Interesantemente, en ambos afios Penicillium fue aislado en las
ultimas etapas de desarrollo, incluyendo la etapa de fruto maduro, en la cual el fruto es mas
susceptible a este patdégeno (Figuras 10 y 11). Esto coincide con lo reportado por Ortega-

Beltran y col. (2018) en frutos de almendro, quienes observaron que Aspergillus, uno de los
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hongos que infecta los frutos en la etapa poscosecha, estaba presente con mas frecuencia en
los frutos maduros. Esto puede estar relacionado con los compuestos presentes en los frutos,
principalmente los azucares que van aumentado conforme el desarrollo de los frutos

incluyendo la manzana (Li y col., 2012; Padgett y Morrison, 1990).
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- Papiliotrema flavescens W Filobasidium magnum W Cryptococcus wieringae
B Vishniacozyma victoriae B Cryptococcus carnescens B Naganishia liquefaciens
W Vishniacozyma sp. B Filobasidium wieringae

Figura 11. Distribucion y abundancia de hongos y levaduras identificadas en las variedades
‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden Delicious’ en el afio 2018 en las tres etapas del desarrollo del

fruto.
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El analisis de PERMANOVA revel6 que la composicion fangica detectada en el afio
2017 estuvo influenciada principalmente por la etapa de desarrollo (R?=0.61, P<0.001),
explicando el 61 % de la variacion observada. Ademas, se observo que las primeras tres
etapas de desarrollo son mas similares entre si y se separan de la etapa de fruto verde 3y
fruto maduro, datos similares a lo encontrando para la poblacion de bacterias del mismo-afio
(Figura 12). Para el afio 2018, el analisis de PERMANOVA mostr6 que la composicion
fungica detectada estaba influenciada principalmente por la etapa de desarrollo (R?=0.39,
P<0.001), la cual explica un 39 % de la variacion observada, seguido. por la variedad
(R?=0.14, P<0.001) y la interaccion etapa-variedad (R?=0.25, P<0.001), coincidiendo con lo
encontrado para bacterias en el mismo afio (Figura 13). El efecto de la etapa de desarrollo
del fruto sobre las poblaciones fungicas ya ha sido reportado en otras plantas como en la
palma datilera (Piombo y col., 2020) y la vid (Carmichael y col., 2017). Las posibilidades
que abordan los autores de dichos trabajos, para explicar los cambios observados son los
cambios fisioldgicos y bioquimicos que los frutos sufren durante la maduracion del fruto, lo

cual también podrian estar relacionados con los cambios que observamos en manzana.
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Figura 12. Agrupacion de NMDS de poblaciones fungicas (hongos y levaduras) del afio
2017 asociadas a las variedades estudiadas en las diferentes etapas de desarrollo.
Variedad ‘Joya’ (circulos) y ‘Royal Gala’ (tridngulos); en las etapas de amarre de fruto
(circulos y triangulos verdes), fruto verde 1 (circulos y triangulos azules), fruto verde 2
(circulos y triangulos grises), fruto verde 3 (circulos y triangulos amarillos) y fruto maduro
(circulos y triangulos rojos).
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Figura 13. Agrupacién de NMDS de poblaciones fangicas (hongos y levaduras) del afio
2018 asociadas a las variedades estudiadas en las diferentes etapas de desarrollo.
Variedad ‘Joya’ (triangulos), ‘Royal Gala’ (cuadrados) y ‘Golden Delicious’ (circulos); en
las etapas de amarre de fruto (circulos, triangulos y cuadrados verdes), fruto fruto verde 2
(circulos, tridngulos y cuadrados azules) .y fruto maduro (circulos, tridngulos y cuadrados

rojos).

Comparando las variedades (‘Joya’ y ‘Royal Gala’) y etapas del fruto (amarre del
fruto, fruto verde 3 y fruto maduro) que coincidieron en los muestreos de ambos afos, se
observo que en el analisis de PERMANOVA de la poblacion fungica, a diferencia de las
bacterias, los tres factores afio (R?=0.27, P<0.001), etapa (R?=0.22, P<0.001) y variedad
(R?=0.02, P<0.001) tuvieron efecto en la composicion de los diferentes aislados flngicos,
explicando en conjunto el 51 % de la variacién de los datos (Figura 14). Estos datos coinciden
con lo obtenido en uva, donde se muestra que las poblaciones fungicas presentes en la
filésfera tienden a fluctuar por méas factores que las poblaciones bacterianas, en donde los
efectos que pueden mostrar cambios son el afio de muestreo, la variedad, la etapa de
desarrollo y el sitio de muestreo (Chou y col., 2018; Cureau y col., 2021).

58



o ' AA Variedad y Afo
. Joya:Aiio_2017
0.4 ‘

=k . RoyalGala:Ano_2017

Joya:Afio_2018

RoyalGala:Afo_2018

o Etapa
0.4 . . Amarre_de_fruto

. Fruto_Maduro

0.8 Fruto_Verde3

-0.4 0.0 0.4 0.8
NMDS1

Figura 14. Agrupacion de NMDS de hongos del afio 2017 y 2018 asociadas a la variedad
‘Joya’ y ‘Royal Gala’; en las etapas de desarrollo. Amarre de fruto (color verde), fruto

verde 3 (color amarillo) y fruto maduro (color rojo).

4.1.2 Comunidades microbianas obtenidas por secuenciacién masiva

A partir del muestreo del afio 2019 se logrd obtener el ADN de la fraccion microbiana
presente en la superficie de la manzana en la etapa de fruto maduro de ‘Joya’ y ‘Golden
Delicious’. Mediante secuenciacion masiva de amplicones y anélisis bioinformaético, se
determinaron las poblaciones bacterianas y fangicas. Los resultados de las poblaciones

microbianas por poblacion se muestran a continuacion.

4.1.2.1 Estructura y diversidad de la poblacion bacteriana

De las muestras procesadas para la poblacion bacteriana, se obtuvieron un total de
953,534 secuencias para la variedad ‘Golden Delicious’ y 942,190 en la variedad ‘Joya’.
Mediante el analisis bioinformatico con QIIME se clasificaron en unidades taxondmicas
operacionales (OTUs). Se encontraron 51 OTUs para la variedad ‘Golden Delicious’ y 58 en

la variedad ‘Joya’, no encontrando diferencias significativas entre las dos variedades (Tabla
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6). Las curvas de rarefaccion mostraron que los OTUs detectados en las muestras, alcanzaron
la saturacion (asintota) (Anexo VI). Esta saturacion se alcanza cuando un incremento en el
numero de secuencias no da como resultado un incremento adicional en el niUmero de OTUs,
lo cual indica que el esfuerzo de muestreo fue suficiente por lo que los datos obtenidos son
adecuados para el analisis de poblaciones bacterianas (Hong y col., 2019; Vepstaite-
Monstavice y col., 2018). Los indices de diversidad mostraron que tanto a nivel de familia
como de géneros bacterianos la mayor abundancia (indice de Simpson) y homogeneidad
(indice de Shannon) se presentd en la variedad ‘Joya’ (Tabla 5). El impacto de la variedad en
los cambios de diversidad bacteriana en las poblaciones epifitas ha sido reportada en diversos
organos de la planta como hojas (Laforest-Lapoint y col., 2016), flores (Hayes y col., 2020)
y frutos, como es el caso de uvas (Singh y col., 2018). Para manzano, sien embargo, hasta el
momento no se han descrito estudios similares en poblaciones microbianas entre variedades
de manzana. Estas diferencias entre variedades se ha reportado que podrian estar relacionadas
a los cambios en nutrientes presentes en el exterior de la planta, los cuales pueden incluir
desde micronutrientes como el hierro (Thapay col., 2017), y macronutrientes como acidos
organicos (Ling y col., 2011) y-azucares (Han y col., 2016), ademas de fitohormonas
(Augimeri y col., 2015); los cuales se han observado que son diferentes entre las variedades
amarillas y rojas de manzana (Alberti y col., 2017; Stephan y col., 1999; Zhang y col., 2010).

Tabla 6. Diversidad bacteriana estimada basada en la secuenciacién de amplicones en la

etapa de fruto maduro de las dos variedades estudiadas.

Indice de Shannon (H’) indice de Simpson

Variedad NGmero
OTUs Familia Género Familia Género

“Golden Delicious” 51+3a 0.77+02b 11+0.2b 031+0.1b 0.45%0.1b
Joya’ 58+6a 1.7+03a 194+0.2a 0.7+0.07a 0.72+0.04a

Los valores representan el promedio de tres repeticiones; los valores con letras diferentes en la misma columna

son significativamente diferentes (Tukey’s, p <0.05).

Los OTUs obtenidos a partir de cada variedad se agruparon a nivel de familiay género

de los cuales 47 estuvieron presentes en ambas variedades, es decir el 74.6 % de los taxones
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bacterianos detectados se compartié entre las dos variedades de manzana. Dentro de los
OTUs especificos para cada una de las variedades, 15 fueron exclusivos de la variedad ‘Joya’
y solo uno en la variedad ‘Golden Delicious’. El analisis d¢ PERMANOVA revel6 que la
composicion de OTUs bacterianos detectada estuvo influenciada principalmente por la
variedad de manzana (R?=0.44, P<0.05), explicando el 44 % de la variacion observada
(Figura 15). Estos datos refuerzan lo encontrado en los indices de diversidad, donde la
variedad ‘Joya’ tiene los mayores valores y lo cual podria estar asociado al microambiente

generado en la parte externa del fruto.
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Figura 15. Agrupacién de NMDS de poblaciones bacterianas del afio 2019 asociadas al
fruto en las variedades estudiadas. ‘Joya’ (triangulos) y ‘Golden Delicious’ (circulos); en
la etapa de fruto. maduro, en las repeticiones bioldgicas estudiadas (1-3).

Con base en la identificacion de los OTUs, se observd que las familias que
predominan en ambas variedades fueron Oxalobacteraceae (‘Golden Delicious’ = 81.5 %AR
y-‘Joya’ = 43.1 %AR) y Pseudomonadaceae (‘Golden Delicious’ = 16.9 %AR y ‘Joya’ =
24.9 %AR) (Figura 16). A nivel de género los dominantes fueron un género no identificado
de la familia Oxalobacteraceae (‘Golden Delicious’ = 72.3 %AR y ‘Joya’ = 41.6 %AR) y
Pseudomonas (‘Golden Delicious’ = 16.9 %AR y ‘Joya’ =25.7 %AR) (Figura 17).
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Tanto la familia Oxalobacteraceae como la Pseudomonadaceae han sido reportadas
como familias predominantes en poblaciones bacterianas presentes en la fildsfera de plantas
(Diskin y col., 2017; Allard y col., 2020), incluyendo el manzano (Yashiro y col., 2012;
Ottesen y col., 2016; Arrigoni y col., 2018). En especifico en frutos de manzano se ha
reportado la presencia de Pseudomonas como un género presente de forma constante y
abundante en los frutos aun cuando se comparan entre sistemas de cultivo convencionales y
organicos (Wassermann y col., 2019) y en manzanas de distintos sitios de muestreo (Angeli
y col., 2019; Vepstaité-Monstavi¢é y col., 2018). Los datos obtenidos en el presente estudio,

reafirman, que este género esta altamente asociado a los frutos de manzana.

Como se esperaba, al analizar la presencia de los géneros bacterianos con técnicas
moleculares, se encontré mayor diversidad de géneros que lo obtenido por técnicas de
cultivo. En particular se observo que el género Bacillus aparace como uno de los géneros
dominantes como en los dos afios anteriores de muestreo en medio de cultivo; sin embargo,
si estd presente en ambas variedades. Bacillus es facil de cultivar y por ello parece ser
abundante con técnicas de cultivo, en cambio suele observarse en menos proporcién con
métodos metagendmicos. Estos resultados coinciden con lo encontrado en manzanas de las
variedades ‘Ariane’, ‘Otava’, y. ‘Topaz’, donde se observd que la mayor diversidad de
géneros de bacterias se obtuvo mediante métodos moleculares (Bosch y col., 2020). Por otro
lado, en hojas de-del cultivar de manzano ‘Gala’, se observd que las actinobacterias solo
fueron encontradas mediante técnicas de cultivo (Yashiro y col., 2010). Al igual que nuestros
resultados, los trabajos mencionados, muestran la importancia del analisis de diversidad
bacteriana complementado los métodos tradicionales y moleculares, para que desde un

enfogue combinado se comprenda la diversidad total asociada a la manzana.
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Figura 16. Distribucion y abundancia taxonomica a nivel de familia de los grupos

bacterianos asociados a la superficie de los frutos maduros de las variedades estudiadas en el

afo 2019.
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Figura 17. Distribucion y abundancia taxondmica a nivel de género de los grupos bacterianos

asociados a la superficie de los frutos maduros de las variedades estudiadas en el afio 2019.
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4.1.2.2 Inferencia funcional de las poblaciones bacterianas

Para entender la funcionalidad de las poblaciones bacterianas presentes en las dos
variedades estudiadas se realizo el analisis mediante el algoritmo de PICRUSt para predecir
los perfiles metabdlicos. Este es un algoritmo que predice los metagenomas a partir de la
informacidn de secuenciacion de amplicones de 16S, mediante una base de datos de genomas
de referencia (Greengenes), para posteriormente predecir la composicion. funcional de los
metagenomas mediante una clasificacion en bases de datos sobre funcion de genes, por
ejemplo la “Enciclopedia de genes y genomas de Kioto” (KEGG, por sus siglas en inglés)
(Langille y col., 2013). Este algoritmo nos permitié hacer algunas inferencias sobre las
posibles funciones més representadas en las poblaciones obtenidas de ambas variedades de
manzana, las cuales fueron las relacionadas con el metabolismo de carbohidratos,
aminoéacidos, metabolismo secundario y del procesamiento de informacion ambiental. Desde
luego que esta metodologia debe utilizarse con cuidado, dada la variabilidad interespecifica

que se sabe ocurre en bacterias.

a) Metabolismo de carbohidratos: En analisis d¢ PERMANOVA de las vias relacionadas al
metabolismo de carbohidratos se encontrd que la composicion de dichas vias estuvo
influenciada principalmente por la variedad de manzana (R?=0.24, P<0.05) y la réplica
bioldgica (R?>=0.58, P<0.05) explicando en conjunto el 82 % de la variacion observada
(Figura 18a). El -analisis de ANOVA mostr6 que las vias de “degradacion de
glucosaminoglicanos”, “degradacion de glicanos” y “metabolismos de carbohidratos” fueron
las que presentaron diferencias significativas entre las variedades, siendo mayor estas
actividades en la variedad de ‘Joya’ (Figura 18b).

b) Metabolismo de aminoacidos: El analisis de PERMANOVA mostré que la composicion
de dichas vias estuvo influenciada principalmente por la réplica bioldgica (R?=0.70, P<0.01)
explicando el 70 % de la variacién observada (Figura 19a). Debido a esto el analisis de
ANOVA mostro que la Unica via con diferencia significativa entre las variedades, fue la via
del “metabolismo de D-arginina y D-ornitina”, siendo mayor en la variedad de ‘Joya’ (Figura

19h).
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c) Metabolismo secundario: El anélisis de PERMANOVA mostré que la composicién de
dichas vias estuvo influenciada principalmente por la variedad de manzana (R?=0.73,
P<0.01) explicando el 73 % de la variacion observada (Figura 20a). El analisis de ANOVA
mostré que en este tipo de metabolismo fue donde se encontraron mas vias con diferencia
significativa entre las variedades, y mostrando nuevamente que los valores mayores
estuvieron en la variedad ‘Joya’ (Figura 20b).

d) Metabolismo del procesamiento de informacién ambiental: En este caso no se encontro
efecto ni de la variedad o replica bioldgica en la composicion de dichas vias (Figura 21a).
Por su parte el anélisis de ANOVA mostré diferencias significativas de algunas vias entre las
variedades, encontrando los mayores valores de las vias “via de sefalizacion de calcio”,
“sistema de secrecion” y “sistema de secrecion bacteriana” en la variedad ‘Golden Delicious’
y menores en las vias de “sistemas de fosfotransferasas™ y “ritmo circadiano de la planta”
(Figura 21b).

Estos cambios observados a nivel del potencial metabolico de las poblaciones
bacterianas, se ha descrito a nivel de la rizésfera de manzanos, en donde Wang y col. (2020),
observaron que la composicion de las poblaciones bacterianas fueron diferentes entre la
variedad roja ‘Fuji’ y la variedad amarilla ‘Golden Delicious’, siendo mayor en la variedad
roja, lo cual impacto en las diferencias del potencial funcional de metabolismo bacteriano
asociada a cada variedad. En nuestro estudio, observamos que existen mas OTUs asociados
de forma particular a la variedad roja que a la variedad amarilla, lo cual al igual que el trabajo
reportado, podria explicar las diferencias en el potencial funcional de las poblaciones,
encontrando que en algunas vias tiende a ser mayor en ‘Joya’. Por otra parte, las
clasificaciones de metabolismos que mostraron ser mas abundantes, coinciden con las
encontradas en otros estudios de poblaciones bacterianas asociadas a plantas, en particular el
metabolismo de carbohidratos y aminoacidos, muy posiblemente por la interaccion que
tienen estas poblaciones con los exudados de filosfera y rizdsfera, los cuales estan
constituidos principalmente por estos tipos de metabolitos (Copeland y col., 2015; Comeau
y col., 2020; Cui y col., 2019; Sasse y col., 2018).

En conjunto los resultados obtenidos mediante esta prediccion, permiten conocer un

poco mas sobre la funcionalidad de las poblaciones bacterianas asociadas a las manzanas
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estudiadas, lo cual es la base para continuar con el estudio de su potencial en beneficio de
este producto agricola.
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Figura 18. Andlisis de las vias relacionadas con metabolismo de carbohidratos
predichas por PICRUSt en las poblaciones bacterianas presentes en el fruto maduro de
las variedades ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’. a) Agrupacion de NMDS de las vias predichas
en la variedad ‘Joya’ (triangulos) y ‘Golden Delicious’ (circulos), en las repeticiones
bioldgicas estudiadas (1-3). b) Mapa de calor de las vias de metabolismo de carbohidratos,
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las vias con asterisco (*) representan diferencias estadisticas entre las variedades (Prueba
Tukey, p <0.05).
d
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Figura 19. Andlisis de las vias relacionadas con metabolismo de aminoacidos predichas
por PICRUSt en las poblaciones bacterianas presentes en el fruto maduro de las
variedades ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’. a) Agrupacion de NMDS de las vias predichas en
la variedad ‘Joya’ (tridngulos) y ‘Golden Delicious’ (circulos), en las repeticiones bioldgicas

estudiadas (1-3). b) Mapa de calor de las vias de metabolismo de aminoacidos, las vias con
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asterisco (*) representan diferencias estadisticas entre las variedades (Prueba Tukey, p

<0.05).
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Figura 20. Anélisis de las vias relacionadas con metabolismo secundario predichas por
PICRUSt en las poblaciones bacterianas presentes en el fruto maduro de las variedades
‘Joya’ y ‘Golden Delicious’. a) Agrupacion de NMDS de las vias predichas en la variedad

‘Joya’ (triangulos) y ‘Golden Delicious’ (circulos), en las repeticiones biologicas estudiadas
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(1-3). b) Mapa de calor de las vias de metabolismo secundario, las vias con asterisco (*)
representan diferencias estadisticas entre las variedades (Prueba Tukey, p <0.05).
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Figura 21. Andlisis de las vias relacionadas con metabolismo del procesamiento de
informacién ambiental predichas por PICRUSt en las poblaciones bacterianas
presentes en el fruto maduro de las variedades ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’. a)
Agrupacion de NMDS de las vias predichas en la variedad ‘Joya’ (tridngulos) y ‘Golden

Delicious’ (circulos), en las repeticiones biologicas estudiadas (1-3). b) Mapa de calor de las
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vias de metabolismo del procesamiento de informacion ambiental, las vias con asterisco (*)

representan diferencias estadisticas entre las variedades (Prueba Tukey, p <0.05).

4.1.2.1 Poblacién fangica

En los analisis para la determinacion de las poblaciones fungicas, se obtuvieron un
total de 1, 324, 698 secuencias para la variedad ‘Golden Delicious’ y 1, 403, 862 para la
variedad ‘Joya’. Estas secuencias se clasificaron en 40 OTUSs para ambas variedades (Tabla
7). Las curvas de rarefaccion mostraron, que al igual que las poblaciones bacterianas en todas
las muestras los OTUs fungicos detectados alcanzaron la saturacion (asintota) (Anexo VI).
Los indices de diversidad calculados a nivel de familia y géneros fungicos no mostraron
diferencias entre las variedades estudiadas (Tabla 7). El analisis de PERMANOVA coincidié
con los datos de diversidad, donde no se encontrd. ningun efecto significativo en la
composicion de OTUs fangicos debido a la variedad o la repeticion biologica (P>0.05). Las
comparaciones de las poblaciones fungicas epifitas entre diferentes variedades de manzana
no se han reportado hasta el momento. Sin embargo, los enfoques que si se han abordado son
la comparacién de este tipo de poblaciones entre una misma variedad de manzana en
diferentes sitios (Vepstaité-Monstaviéé y col., 2018), sistemas de cultivo (Shen y col., 2017),
el tipo de almacenamiento (Shen y col., 2018) y tratamiento poscosecha (Abdelfattah y col.,
2020; Bosch y col., 2021). En todos los casos, se observd un cambio en la diversidad y
composicion de las poblaciones fungicas con base en el factor que se evalud, encontrando
que tanto el sitio de muestreo, sistema de cultivo, almacenamiento y tratamiento poscosecha
tienen un efecto en las poblaciones fangicas. En nuestro estudio, no se observaron diferencias
en ‘la composicion y diversidad de las poblaciones fungicas entre las variedades,
probablemente porque la diferenciacién sélo alcanzé hasta nivel de género. Esto difiere con
lo encontrado en otros frutos, como la uva de vino, donde tanto las poblaciones bacterianas

como las fungicas se ven afectadas por la variedad del fruto (Bokulich y col., 2013).

71



Tabla 7. Diversidad fungica estimada basada en la secuenciacion de amplicones en la etapa

de fruto maduro de las dos variedades estudiadas.

Variedad Indice de Shannon (H’) indice de Simpson
Ndamer

0 OTUs Familia Género Familia Género

Golden Delicious 40+1a 15+0.1a 15+0.1a 0.65+0.0l1a 0.67 + 0.02a
Joya 40+0a 13+0.04a 14+0.04a 0.67=+0.02a 0.65 +0.01a

Los valores representan el promedio de tres repeticiones; los valores con letras diferentes en la misma columna

son significativamente diferentes (Tukey’s, p <0.05).

Las familias més abundantes en ambas variedades fueron la familia de hongos
filamentosos Cladosporiaceae (‘Golden Delicious’ = 36.5 %AR, ‘Joya’ = 47.3 %AR) y la
familia de hongos levaduriforme Aureobasidiaceae (‘Golden Delicious’ = 42.3 %AR,
‘Joya’= 33.7 %AR) (Figura 22). A nivel de género los dominantes fueron Cladosporium
(‘Golden Delicious’ = 36.5 %AR, ‘Joya” 47.3 %AR) y Aureobasidium (‘Golden Delicious’
=42.3 %AR, ‘Joya’ = 33.7 %AR) (Figura 23). Ambos géneros fueron encontrados mediante
técnicas dependientes de cultivo en etapas de fruto maduro en ambas variedades en los afios
anteriores de muestreo, este dato coincide con los encontrado por Bdsch y col. (2021), en
donde los géneros de Cladosporium y Aureobasidium fueron los mas abundantes de las
poblaciones fungicas epifitas en las tres variedades de manzanas ‘Ariane’, ‘Otava’ y ‘Topaz’.
La dominancia de estos dos géneros también se ha descrito en las poblaciones epifitas de
otros frutos, como uva (Bokulich y col., 2013; Carmichael y col., 2017) y mango (Taibi y
col., 2020). Ademéas ambos hongos también se han reportado como géneros abundantes en
hojas de manzana de la variedad ‘Empire’ (Glenn y col., 2015). Estos estudios al igual que
el nuestro, muestran que el microambiente que se forma en la filosfera es aprovechado por
Cladosporium y Aureobasidium para colonizar. Interesantemente, ambos géneros se han
relacionado con la actividad antagonica contra otros microorganismos. Kéhl y col. (2015),
demostraron que la cepa Cladosporium cladosporioides H39 puede controlar a Venturia

inaequalis (agente causal de la sarna del manzano) en frutos y hojas de manzano, en
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condiciones de campo tanto en un sistema convencional como en sistemas organicos. Por
otro lado, Mari y col. (2012) encontraron que las cepas Aureobasidium pullulans L1 y L8,
pueden disminuir el dafio por los fitopatogenos Botrytis cinerea (pudricion girs),
Colletotrichum acutatum (pudricién amarga) y Penicillium expansum (pudricion azul), en
manzanas de la variedad ‘Gala’ en hasta un 89 %, resultado ser cepas muy prometedoras para
el control bioldgico en manzana. Por otro lado, con base en los datos moleculares (‘Golden
Delicious’ = 0.02 %AR, ‘Joya’ = 0.004 %AR), se confirmd que el género de Penicillium,
principal género patdgeno de la manzana, estuvo presente en muy baja abundancia. Estos
datos coinciden con lo encontrado en otros estudios, donde durante el cultivo de la manzana
la abundancia de Penicillium es muy baja, y durante el almacenamiento aumenta su

abundancia, si las condiciones lo favorecen (Bosch y col., 2021; Shen y col., 2018).
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Figura 22. Distribucion y abundancia taxondmica a nivel de familia de los grupos fungicos
asociados asociados a la superficie de las replicas bioldgicas (R) de los frutos maduros de

manzana de las variedades ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’.
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Figura 23. Distribucion y abundancia taxondmica a nivel de género de los grupos fungicos

asociados asociados a la superficie de las replicas bioldgicas (R) frutos maduros de manzana

de las variedades ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’.

75



4.2 Capacidad antagonista de las poblaciones bacterianas epifita contra P. expansum

4.2.1 Actividad in vitro y en fruto del afio 2017

La determinacidn de la actividad antagonista de las poblaciones bacterias asociadas a
las variedades de manzanas estudiadas, mostré que existen bacterias con la capacidad de
limitar el crecimiento y dafio ocasionado por P. expansum. En el afio 2017, el 33 % (10/30
morfotipos) de las cepas aisladas de las variedades ‘Royal Gala’ y ‘Joya’, tuvieron la mayor
capacidad de inhibicion (= 30 %, del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial: PICR)
del crecimiento radial de P. expansum. Estos morfotipos bacterianos pertenecieron
principalmente al género Bacillus, siendo B. methylotrophicus M9 y B. subtilis subsp.
spizizenii M26 (51.6 £ 1.7 %PICR y 55.4 £ 1.4 %PICR) las cepas con mayor actividad
antagonista contra el hongo, con valores mas altos inclusive que los controles positivos como
el fungicida quimico Nistatina (46.1 + 5.5 %PICR) y el agente comercial de biocontrol B.
subtilis Q11 (35.2 £ 1.9 %PICR) (Tabla 8, Figura 24). El género Bacillus, con frecuencia se
ha reportado como antagonista de hongos fitopatdégenos, esto es debido a sus multiples
mecanismos para ejercer este efecto, ademas de su habilidad de replicarse rapido y su
resistencia a los cambios ambientales (Shafi y col., 2017). Por otro lado, en los ensayos en
fruto, el fungicida quimico mostré el mayor porcentaje de reduccion de la pudricion del fruto
(%PRPF), seguido por B. subtilis subsp. spizizenii M24 (66.9 + 6.5 %PRPF), B. mojavensis
M18 (49.3 £ 4.7% of PRFR), B. halotolerans M5 (48.0 + 10.4 %PRPF), el agente comercial
de biocontrol B. subtilis Q11 (44.7 + 10.0 %PRPF) y B. methylotrophicus M9 (40.3 + 3.6
%PRPF) (Tabla 8 y Figura 25). Las cepas identificadas como B. subtilis subsp. spizizenii
fueron las que mostraron la mayor inhibicion del hongo, tanto in vitro como en fruto. Estos
resultados son similares a los encontrados por Wen y col. (2015), los cuales encontraron
como epifito de alfalfa a B. subtilis subsp. Spizizenii, cepa que mostrd controlar in vitro y en

planta la pudricion ocasionada por Fusarium semitectum.
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Figura 24. Ensayo in vitro de las cepas bacterianas aisladas en el afio 2017 co

n la mayor

actividad antagonista contra P. expansum.

Control negativo P. expansum Bacilus Q11 Nistatina B subtilis M4 B halotolerans M5 B. subtilis M8

B methylotrophicus M9 B mobilisM10 B mojavensisM18 B subtilis M24 B. subtilis M26 B. mobilis M27 B. mobilis M28

Figura 25. Ensayo antagonista en fruto de cepas bacterianas aisladas en el afio 2017 con

mayor actividad antagonista in vitro frente a P. expansum.

El anédlisis de PERMANOVA mostré que la composicion de las bacterias con
actividad antagonista asociadas a la variedad ‘Royal Gala’ estuvo influenciada
principalmente por la etapa de desarrollo del fruto (R?=0.43, P<0.01) explicando el 43 % de
la variacion observada, agrupandose las cepas encontradas en la etapa de fruto maduro y
separandose de las bacterias de otras etapas (Figura 26a). Por otro lado, en la variedad ‘Joya’
el andlisis de PERMANOVA no mostrd diferencias entre la composicion de las bacterias
asociadas en las diferentes etapas (P>0.01) (Figura 26b). Al observar la abundancia de las
cepas antagonistas en las diferentes etapas de desarrollo en la variedad ‘Royal Gala’, se
encontré que la mayor abundancia de cepas antagonistas estuvo en la etapa de fruto maduro
(47.5 %AR) y la menor en la etapa de fruto verde 2 (7.6 %AR). A diferencia de la variedad
‘Joya’, donde la mayor abundancia de bacterias antagonistas se encontré en la etapa de fruto
verde 2 (51.9 %AR) y la menor en la etapa de fruto verde 1 (26.6 %AR). Estos cambios en
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la presencia de bacterias antagonistas por etapa de desarrollo y variedades de manzana,

pueden estar relacionadas con los cambios en los perfiles de exudados del fruto. Aungue en

nuestros datos de perfiles de exudados de manzanas no logramos identificar el aumento de
algun azlcar durante el desarrollo del fruto, como lo han hecho para otras variedades de
manzana (Grabowski y col., 2004), es posible que estos compuestos estén en concentraciones
muy bajas pero suficientes para ejercer un efecto en las poblaciones bacterianas, incluyendo
las antagonistas. Este aumento de concentracion de azlcares en el fruto maduro, explica la

aparicion y aumento de hongos fitopatdégenos (Fourie y Holz, 1998), lo-cual puede inducir a

que las cepas presentes en este mismo nicho desarrollen habilidades para coexistir en el fruto

maduro, a diferencia de otras etapas de desarrollo.
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Figura 26. Agrupacion de NMDS de las bacterias antagonistas aisladas en el afio 2017

asociadas a la variedad ‘Royal Gala’ (a) y ‘Joya’ (b) en las diferentes etapas de desarrollo

estudiadas en ese afio.
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Tabla 8. Caracterizacion de la actividad antagonista contra P. expansum de los aislados bacterianos y caracteristicas fisicoquimicas

relacionadas con la actividad antifingica.

Variedad Etapa de Ensayo Ensayo Produccién Actividad
Afio Bacteria de desarrollo In vitro In vivo de surfactante®
manzana”® PICR (%)® PRPF (%)® sideréforosP
Control: Nistatina 46.1+5.5¢ 100.0+0.0?
Control: B. subtilis Q11 35.2+1.94%¢ 44.7+10.0¢
B. subtilis M4 RG/JO Fruto verde 3 39.8+1.6% 17.0+3.7%f ++ +++
de
B. halotolerans M5 RG/JO Amarre de frutoy  36.2£6.9 48,0410 4¢ +++
fruto verde 1-2 +
B. subtilis M8 RG Amarre de fruto, 30.741.7¢
fruto verde 2-3y 12 646.7F + ++
fruto maduro
B. methylotrophicus M9 RG/JO Fruto verde 3 y 55.4+1.4% 40.3+3.6° +++
fruto maduro +++
2017 B. mobilis M10 RG/JO Amarre de frutoy ~ 28.3+1.3 26.1+4.1¢ . +
fruto.verde 1-2
B. mojavensis M18 RG/IO Fruto verde 3 36.1+1.4% 49.3+4.7° s o+
B. subtilis subsp. spizizenii M24 ~ RG/JO Fruto maduro 39.3+3.3% 66.9+6.5° . +++
B. subtilis subsp. spizizenii M26 RG/JO Fruto maduro 51.6+1.7% 21.5+6.8% it ++
B. mobilis M27 RG/JO Fruto maduro 30.5+2.1% 12.9+1.6% - +
B. mobilis M28 RG Fruto maduro 30.242.9¢ 21.4+8.7%f - ++
Control: Nistatina 36.1+0.3g%"  100.0+0.0°
Control: B. subtilis Q11 41.3+0.8% 40.6+0.4°
A. pascens M4.18 JOIGD Amarre de frutoy ~ 33.5+1.0' 23,142, cdef - -
fruto verde 3
A. gandavensis M3.18 GD Amarre de fruto 33.740.7 12.1+2.8" - -
B. licheniformis  M8.18 GD Amarre de fruto 40.5+1.1% 23,042, 200f - +
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Variedad Etapa de Ensayo Ensayo Produccion Actividad
Afo Bacteria de desarrollo In vitro In vivo de surfactanteP
manzana® PICR (%0)® PRPF (%0)¢ siderdforos®
B. mediterraneensis M9.18 GD Amarre de fruto 33.8+0.9 11.9+4.1" - -
2018 B. subtilis subsp. spizizenii GD Fruto maduro 41.4+0.4% 13.5+1.49" + ++
M15.18
B. tequilensis M16.18 GD Amarre de fruto 36.7+1.19" 17.2+0.8fdh - ++
B. toyonensis M17.18 JO/GD Fruto maduro 43.1+0.3° 21.6+2.0cdef - -
C. piscis M20.18 GD Fruto maduro 42.4+0.2% 25.3+].70de - +
C. flaccumfaciens M21.18 RG/JO/GD  Amarre de fruto- 36.0+0.6" 19.2:+20efgn - -
fruto maduro
E. cloacae M22.18 GD Fruto maduro 53.7+0.22 18.2+2,08f9n + -
E. billingiae M23.18 GD Fruto verde 3 46.4+0.2>  20.5%1.2¢0f ++ ++
L. chungkukjangi M26.18 GD Amarre de fruto 38.4+0.7% 22.1+6, 200 - -
M. goesingense M27.18 GD Fruto maduro 45.4+0.5 14.0+0.99 - -
Pantoea sp. M31.18 GD Fruto maduro 39.1+0.7¢ 40.2+0.9° + -
P. asturiensis M33.18 GD Fruto verde 3 41.9+0.1 26.1+1.4 + -
P. caspiana M34.18 GD Fruto verde 3 39.1+0.7¢f 24.3+2, 0cdef + -
S. aerolata M36.18 GD Fruto verde 3 46.4+0.2° 26.9+3.1°¢ + -

AVariedades de las manzanas estudiadas: RG= ‘Royal Gala’, JO= ‘Joya’ y GD= ‘Golden Delicious’. BPICR: Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial. °PRFR:
Porcentaje de reduccion de la pudricion del fruto los valores representan el promedio de tres réplicas. B¢Los valores con una letra diferente en la misma columna

por afio son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <0.05). PCompuestos antiflingicos: -: no detectado; +++=alto; ++= medio; +=hajo.
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4.2.2 Actividad in vitro y en fruto del afio 2018

En el afio 2018, el 47 % (17 de 36 morfotipos) de las cepas aisladas de las variedades
‘Royal Gala’, ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’, tuvieron la mayor capacidad de inhibicion (> 30
%PICR) del crecimiento radial de P. expansum (Tabla 8). Ese afio también se encontraron
diversas cepas del género de Bacillus con capacidad antagonista in vitro; sin embargo, la
cepa con mayor actividad antagonista in vitro fue E. cloacae M22.18 (53.7+0.2 %PICR)
aislada de la etapa de fruto maduro (Tabla 8 y Figura 27). E. cloacae ya ha sido reportado
como parte de la microbiota de las plantas, y la cual ha demostrado también tener efecto de
biocontrol contra hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia solani 'y Fusarium oxysporum
(Yuliar y col., 2018; Abdel-Salam y col., 2007). En los ensayos en fruto, la cepa que mas
disminuyd el dafio fue Pantoea sp. M31.18 (40.2+0.9 %PRPF), aislada de igual manera del
fruto maduro (Tabla 8 y Figura 28). El género de Pantoea ya ha sido reportado como parte
de la microbiota asociada a manzanas de las variedades ‘Golden Delicious’, ‘Bellesa de
Roma’ y ‘Starking Delicious’, la cual ademas ha demostrado ser muy efectiva para el control
de P. expansum tanto para manzanas como para peras, incluso en condiciones de
almacenamiento poscosecha (Torres'y col., 2003). Ademas, Pantoea también ha resultado
ser un excelente agente de biocontrol contra Erwinia amylovora, agente causal del fuego
bacteriano en las flores de manzana; su eficacia radica en que puede colonizar los estigmas
de las flores y esto hace que el principal mecanismo de accion contra E. amylovora sea la
competencia por espacioy nutrientes (Pusey y col., 2011). Tanto E. cloacae M22.18 como
Pantoea sp. M31.18 mostraron tener la capacidad de producir sideréforos in vitro. La
produccién de-este tipo de metabolitos ha sido reportada como una de las estrategias
principales para la competencia de nutrientes por parte de las cepas antagonistas, reduciendo
la concentracion de hierro disponible y limitando asi, el crecimiento y establecimiento de los

fitopatdgenos (Yu y col., 2011).
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P. expansum Bacilus Q11 Nistatina A. pascens M4.18 A. gandavensis M3.18

8 B toyonensis le 18

/

C. flaccumfaciens M21.

P. asturiensis M33.18 P. caspiana M34.18

£l

Figura 27. Ensayo in vitro de las cepas bacterianas aisladas en el afio 2018 con la mayor

actividad antagonista contra P. expansum.

Al igual que el afio anterior, se encontr6 que la cepa con mayor actividad antagonista
in vitro no fue la mejor en los ensayos en fruto; este fendbmeno ya ha sido reportado en otros
estudios, donde encontraron que las cepas con actividad antagonista in vitro contra hongos
fitopatdgenos no siempre son las mejores cuando se utilizan en el 6rgano de la planta. El
comportamiento puede deberse a las interacciones que se dan entre la bacteria y la planta
como la induccioén de la resistencia sistémica por parte de algunas bacterias, lo cual provoca
una respuesta mas eficiente de la planta ante el patégeno (Besset-Manzoni y col., 2019).
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P. expansum Bacillus Q11 Nistatina A. pascens M4.18 A. gandavensis M3.18

B licheniformis M8.18 B. mediterraneensis M9.18 B. subtilis M15.18 B tequilensis M16.18

C. piscis M20.18 (. flaccumfaciens M21.18 E cloacae M22.18 E bilingiae M23.18 L chungkukjangi M26.18
o~ \

i

P. caspiana M34.18 S. aerolata M36.18

Figura 28. Ensayo en fruto de antagonismo contra P. expansum, utilizando las cepas

bacterianas aisladas en el afio 2018 que exhibieron la mayor actividad antagonista.

El analisis de PERMANOVA mostré que al igual que en el afio 2017, la composicion
de las bacterias con actividad antagonista asociadas a la variedad ‘Royal Gala’ y ‘Joya’
estuvo influenciada principalmente por la etapa de desarrollo del fruto (‘Royal Gala’:
R2=0.52 y ‘Joya’: R?=0.42, P<0.01) explicando el 52 % y 42 % de la variacion observada,
respectivamente (Figura 29a y 29b). Por otro lado, en la variedad ‘Golden Delicious’ no se
encontraron diferencias significativas en la composicion de las bacterias con actividad
antagonista entre las etapas de desarrollo (p>0.01) (Figura 29c). Las diferencias observadas
entre variedades pueden estar influenciadas por los compuestos presentes en la superficie de
las manzanas rojas y verdes, donde posiblemente los polifenoles juegan un papel importante,

ya que con base a los datos de perfiles de exudados encontrados en este estudio, es una de las
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principales diferencias durante el desarrollo del fruto entre las variedades de manzana rojas

y verdes.
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Figura 29. Agrupacion de NMDS de las bacterias antagonistas aisladas en el afio 2018
asociadas en las diferentes etapas de desarrollo de los frutos de las variedades

estudiadas. ‘Royal Gala’ (a), ‘Joya’ (b) y ‘Golden Delicious’ (c).

4.2.3 Actividad antagonista de consorcios bacterianos en fruto

Al observar que varias de las cepas bacterianas con actividad antagonista estaban
presentes en ciertas etapas del fruto, se decidio generar consorcios bacterianos por etapa para
determinar la actividad antagonista en conjunto contra P. expansum en fruto. Se observo que
los consorcios de las etapas de fruto verde 2 (26.8 + 8.6 %PRPF), fruto-verde 3 (23.9 + 3.6
%PRPF) y fruto maduro (27.1 £ 6.6 %PRPF) fueron los consorcios que obtuvieron la mayor
inhibicién de la pudricién del fruto (Figura 30); sin embargo, no superaron los porcentajes
obtenidos de forma individual por las cepas. Janisiewicz (1996) encontré que una forma
efectiva de generar consorcios bacterianos con mayor actividad contra P. expansum en
manzana, fue seleccionando cepas que ocupan diferentes nichos (manzanas) y fuentes de
carbono para poder coexistir y ser consorcios de biocontrol més efectivos. Esto coincide con
nuestros resultados, ya que los consorcios las bacterias aisladas en la misma etapa de

desarrollo (mismo nicho) no tienen'mayor actividad antagonista que las cepas individuales.

P. expansum A de Ko Fruto verde 2 Fruto verde 3 Fruto maduro
y fruto verde 1

Control 11.2£82° 26.8 £ 8.6° 23.9+3.67 27.1+6.6°

Figura 30. Ensayo antagonista en fruto de los consorcios bacterianos por etapa de las
cepas con actividad antagonista aisladas en el afio 2017 con mayor actividad antagonista

in vitro frente a P. expansum. Los valores representan el porcentaje de reduccion de la
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pudricion del fruto del promedio de tres réplicas. Los valores con letras diferentes son

significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p <0.05).

Al igual que las cepas bacterianas del afio 2017, se hicieron consorcios bacterianos
con las cepas con actividad antagonista encontradas en cada etapa de desarrollo para el afio
2018, principalmente de la variedad ‘Golden Delicious’, ya que fue la variedad donde se
encontraron la mayor parte de las cepas con actividad antagonista. Se observé que al igual
que en los consorcios de las variedades rojas del afio 2017, la mayor inhibicién de la
pudricion del fruto la obtuvo el consorcio del fruto maduro (26.9 + 1.2 %PRPF) (Figura 31);
sin embargo, nuevamente se observo que no superaron los porcentajes obtenidos de forma

individual por las cepas.

P. expansum Amarre de fruto Fruto verde Fruto maduro

Control 28.5%1.5° 23.2+0.1k 26.9+1.2°

Figura 31. Ensayo antagonista en fruto de los consorcios bacterianos por etapa de las
cepas con actividad antagonista aisladas en el afio 2018 de la variedad ‘Golden
Delicious’ con mayor actividad antagonista in vitro frente a P. expansum. Los valores
representan el porcentaje de reduccion de la pudricion del fruto del promedio de tres réplicas.
Los valores con letras diferentes son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, p
<0.05).

4.2.4 Compuestos bacterianos relacionados con la actividad antagonista

El 100 % de las cepas con actividad antagonista tuvieron capacidad surfactante en el

medio de agar sangre, mientras que el 87.5 % de las cepas produjeron sider6foros en el medio
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CAS (Tabla 8). El analisis de MALDI-TOF-MS del sobrenadante de las cepas con mayor
actividad antagonista en fruto, mostraron la produccién de una mezcla de dos grupos de
lipopéptidos. EI primer grupo con los picos més abundantes y diversos fue detectado en un
rango de 1440 a 1560 relaciébn masa carga (m/z), sugiriendo isoformas protonadas de
fengicinas y sus aductos de metales alcalinos (Figura 32). El perfil de lipopéptidos de la cepa
de B. subtilis subsp. spizizenii M24, la cepa con la mayor actividad antagonista en el fruto,
mostrd que el pico mas intenso fue atribuido a la fengicina B C-17 y sus aductos de sodio
[M+Na]+. Por otro lado, la cepa B. mojavensis M18, la segunda mejor antagonista en fruto,
prsento los picos mas intensos que correspodieron a fengicina A/B y fengicina A C-18. En
las cepas de B. halotolerans M5 y B. methylotrophicus M9, el pico més intenso fue el de la
fengicina B C-17. Ademas de las fengicinas, se detect6 otro grupo de lipopéptidos menos
abundante y diverso, en el rango de 1020 a 1100 m/z, el cual sugiere la presencia de
compuestos tipo iturina. La produccion de sideroforos 'y de lipopeptidos son dos de los
metabolitos antimicrobianos mas reportados para las-cepas de Bacillus con actividad
antagonista (Rodriguez-Chéavez y col., 2019; Yu y col., 2011). Los lipopéptidos estan
conformados por tres principales familias: surfactinas, iturinas y fengicina, siendo esta Gltima
una de las familias mas reportadas en la actividad antifingica contra los hongos como
Aspergillus, Fusarium, Pythium (Hanify col., 2019; Malfanova y col., 2011), Botrytis (Tosco
y col., 2015) y Penicilium (Arrebola y col., 2010; Yu y col., 2011).
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Figura 32. Espectrometria de masas MALDI-TOF de la fraccion biosurfactante

producida por las bacterias epifitas antagonistas del afio 2017. El porcentaje de

abundancia relativa de los lipopéptidos se detectd en el intervalo de m/z 900 a 1600.
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4.3 Composicion de los exudados del fruto y su relacion con la microbiota epifita

4.3.1 Perfil de los exudados presentes en la superficie de los frutos

En la caracterizacion de los compuestos presentes en los exudados de las variedades
seleccionadas, se encontro que existen azcares, acidos organicos, aminoacidos y polifenoles
presentes en la superficie de la manzana durante su desarrollo. Se identificaron y
cuantificaron los compuestos acido malico, manitol, prolina, tirosina, glutamato, &cido
gélico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, &cido 4-hidroxibenzoico y éacido vanilico (Tabla 9)
(Anexo VII- Xl). Todos los compuestos, excepto el manitol, se han identificado de forma
enddgena (jugo) en manzanas de variedades rojas y amarillas (Zhang y col., 2010; Swami y
col., 2016; Lee y col., 2017; Ma y col., 2018; Plotkowski‘y Cline, 2021). En el caso del
manitol, no ha sido reportado para frutos de manzana, pero si en hojas y tallos (Sakai, 1966);
ademas se ha encontrado presente en frutos de otras pomaceas como durazno (Muir y col.,
2009) y otros frutos como sandia (Jovanovic-Malinovska y col., 2014) y frutillas (Mékinen
y Soderling, 1980). Algunos reportes, mencionan a los azlcares glucosa y fructosa, los cuales
se encuentran en los frutos de manzana como azUlcares predominantes (Castel y col., 2020;
Wei y col., 2020), como sustratos utilizados por bacterias, hongos filamentosos y levaduras
para la formacion de manitol (Goncalves y col., 2019; Rice y col., 2020; Solomon vy col.,
2007). Con base en nuestros datos, podria ser posible que la presencia del manitol en los
exudados, sea debido al metabolismo microbiano que se lleva a cabo en la filosfera del fruto,

tal como se ha demostrado en la rizosfera (Zhalnina y col., 2018; Jacoby y Kopriva, 2019).

El analisis de PERMANOVA revel6 que los perfiles de compuestos identificados en
los exudados de manzana estaban influenciados principalmente por la variedad (R?=0.53,
P<0.001), la cual explica un 53 % de la variacion observada, seguido por la etapa (R?=0.17,
P<0.001) y la interaccion etapa-variedad (R?=0.15, P<0.001), explicando en conjunto el 85
% de la variacion observada (Figura 33). Estos datos coinciden con lo descrito en raices,
donde la variedad y la etapa de desarrollo de la planta son factores que han demostrado que
modulan los perfiles de exudados (Chaparro y col., 2013; Li y col., 2013; Zhang y col., 2020).

En frutos de tomate, se ha observado que la variedad de la planta es un factor para el perfil
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de los exudados, principalmente en el contenido de azUcares, aminoacidos y acidos grasos
(Han y Micallef, 2016). En frutos de manzana se ha encontrado que la variedad es un factor
que influye en el perfil de los compuestos enddgenos, principalmente azlcares (Castel y col.,
2020), aminoacidos (May col., 2018), acidos organicos (Wu y col., 2007) y polifenoles (Lee
y col., 2013). También se ha encontrado que la etapa de desarrollo del fruto llega a influir en
el perfil de los compuestos presentes en la manzana, principalmente en la presencia y
concentracion de azucares, aminodcidos, polifenoles y acidos orgénicos (Ackermann y col.,
1992; Beshir y col., 2019; Zhang y col., 2010); se ha reportado que estos cambios persisten
hasta la etapa poscosecha (Gercekcioglu y col., 2004; Jan y Rab, 2012; Wei y col., 2020).
Nuestros datos muestran que también la variedad y la etapa de desarrollo influyen en los
compuestos de los exudados presentes en la filosfera de los frutos, algo que hasta el momento

no ha sido descrito para el manzano.

0.10 . .

0.051 Etapa

. Amarre de fruto
A A . Fruto Mad uro
0.00 A ‘ . . Fruto Verde

Variedad

2,051 xciolden Delicious
Joya
210

.15 .

2041 0.0 0.1
NMD$1

NMDS2

Figura 33. Método de escala multidimensional no métrica (NMDS) del perfil de
exudados de las variedades ‘Joya’ y ‘Golden Delicious’. Variedad ‘Joya’ (tridngulos) y
‘Golden Delicious’ (circulos). Etapas: amarre de fruto (circulos, tridngulos y cuadrados
verdes), fruto verde 3 (circulos, triangulos y cuadrados azules) y fruto maduro (circulos,

triangulos y cuadrados rojos).
En ambas variedades se encontraron diferencias en la concentracién del aminoéacido

prolina, el cual fue disminuyendo conforme a la maduracion del fruto (‘Golden Delicious’ =

76.3+19.02 a 31.6+0.3 nmol/fruto y ‘Joya’ = 76.3+19.02 a 31.6+0.3 nmol/fruto, p<0.05)
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(Tabla 9). La prolina es uno de los aminoacidos mas abundantes que se ha encontrado en el
jugo y flores de manzanos de variedades amarillas y rojas (Ma y col., 2018; Pusey y col.,
2008). En jugo de manzanas de la variedad roja ‘Honeycrisp’, se encontrd6 que la
concentracion de prolina va aumentando conforme a la maduracion del fruto llegando a 8
mg/fruto (Zhang y col., 2010). Estos datos coinciden con los encontrados en jugo de uva para
vinificacion en diferentes variedades, donde las concentraciones mas altas de prolina se
encuentran en la pulpa del fruto maduro (Kliewer, 1970); ademas en exudados de este tipo
de uvas también se ha encontrado que la concentracion endégena de prolina va. aumentando
conforme a la maduracion del fruto (Prakitchaiwattana y col., 2020). Sin embargo, nuestros
datos muestran que para los exudados de las variedades de manzana estudiados, la prolina va
disminuyendo, probablemente por la actividad de los microorganismos presentes en esta
etapa del fruto, conforme a la maduracion a diferencia de lo que se ha reportado en la parte
interna del fruto (Ma y col., 2018). Otros aminoacidos que mostraron cambios en su
concentracion durante la maduracion, fueron la tirosina, la cual, fue disminuyendo conforme
a la maduracion del fruto en ambas variedades (‘Golden Delicious’ = 34.3£12.6 a 18.8+0.3
nmol/fruto y ‘Joya’ = 33.140.6 a 18.8+£0.3 nmol/fruto, p<0.05). (Tabla 9), esto coincide con
lo encontrado en manzanas ‘Honeycrisp’, donde la concentracion endogena de la tirosina fue
disminuyendo durante la maduracion (Zhang y col., 2010), sin embargo, aunque este tipo de
estudios no se han realizado en manzanas amarillas, la tirosina es uno de los aminoacidos
presentes en la pulpa de variedades amarillas como ‘Golden Delicious’ y ‘Orin’ en etapa
madura, lo que coincide con nuestros datos (Wu y col., 2007). Otro aminoacido con cambios
durante el desarrollo fue el glutamato, el cual, solo se encontré en la variedad ‘Golden
Delicious’ en la etapa de fruto maduro (9.0£0.39 nmol/fruto) (Tabla 9), este resultado, no
coincide con los-datos reportados para este aminoacido dentro de los compuestos enddgenos
de manzanas de variedad roja y amarillas, donde la concentracion va disminuyendo durante
la maduracion del fruto (Ackermann y col., 1992; Plotkowski y Cline, 2021), por lo que es
posible que al igual que la prolina, la dinamica de los exudados sea opuesta a la dinamica

enddgena y se vea influenciada por la actividad microbiana.

En los exudados de la variedad ‘Golden Delicious’ se encontro una diferencia en la

concentracion del &cido malico, se observo un aumento en las ultimas etapas de desarrollo
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(de 0 a 174.5+46.3 ug/fruto, p<0.05) (Tabla 9). Estos datos difieren con lo encontrado en
frutos de la variedad ‘Honeycrips’, en donde este acido va disminuyendo conforme a la
maduracion (Zhang y col., 2010) e incluso sigue bajando durante su almacenamiento
poscosecha (Ackermann y col., 1992). Por otro lado, estos datos coinciden con lo encontrado
en otras especies silvestres del género como Malus sargentii y Malus manshurica, donde
durante el desarrollo del fruto va aumentando la concentracion enddgena del acido malico
(Ma'y col., 2019). Sin embargo, hasta el momento no existen reportes de exudados de frutos
de manzano donde se reporte la concentracion de acido malico, lo que nuestros resultados
muestran es que si bien internamente la concentracion de este acido puede disminuir durante
el desarrollo de manzanas comerciales, en el exterior se podria encontrar que se exuda mas
conforme a la maduracion. Esto puede estar relacionado con la interaccion del fruto con su
microbiota, ya que se ha observado que el &cido malico en raices activa la quimiotaxis para
el reclutamiento y desarrollo de bacterias del género Paenibacillus con capacidad de
biocontrol en la rizésfera (Ling y col., 2011), género que-esta presente en la etapa madura de

la manzana.

El mayor nimero de diferencias entre los compuestos cuantificados entre las
variedades, se encontro en la etapa 3 de desarrollo, siendo diferentes en la concentracion de
acido malico (‘Golden Delicious’ = 174.5+46.3 y ‘Joya’ = 357.4+85.2 ug/fruto, p<0.05),
manitol (‘Golden Delicious’ = 16.3+3.4 y ‘Joya’ = 2.443.1 pg/fruto, p<0.05), prolina
(‘Golden Delicious’ = 16.3+3.4 y ‘Joya’ = 47.1£5.3 nmol/fruto, p<0.05), tirosina (‘Golden
Delicious’ = 14.3£1.6 nmol/fruto y ‘Joya’ = 18.8+0.3 nmol/fruto, p<0.05) y glutamato
(‘Golden Delicious’ =9.0+0.39 y ‘Joya’ = 00 nmol/fruto, p<0.05) (Tabla 9). Las diferencias
en la concentracion de acido malico, prolina, tirosina y glutamato entre variedades amarillas
y rojas se han descrito en otros trabajos para la parte interna del fruto (Wu'y col., 2007; Feng
y col., 2014; Ma y col., 2018). Como se comentd anteriormente, el manitol no es una azucar
que se haya descrito dentro de los compuestos endégenos de la manzana; sin embargo, su
presencia puede estar relacionadad con la fermentacion de otros azlcares que dan como
resultado el manitol, principalmente por bacterias el género Lactobacillus (Gongalves y col.,
2019), el cual es mas abundante en la variedad de ‘Joya’ (Figura 16), lo cual podria asociarse

a los valores mas altos de manitol en esta variedad.

92



En la concentracion de polifenoles, no sé observaron diferencias durante el desarrollo
del fruto de ambas variedades, sin embargo, si se encontraron diferencias al comparar cada
una de las etapas entre las variedades, observando que la mayoria de las diferencias en el
contenido de polifenoles entre las variedades, se encontré en la primer etapa de desarrollo,
en el &cido 3,4-dihidroxibenzoico (‘Golden Delicious’ =0 y ‘Joya’ = 129.1+£90.6 ug/fruto,
p<0.05) y &cido 4-hidroxibenzoico (‘Golden Delicious’ =0 y ‘Joya’ = 330.1+96 ug/fruto,
p<0.05), encontrando los mayores valores ‘Joya’, la variedad roja en estudio. Esto coincide
con lo encontrado en otros estudios, donde al comparar los perfiles y concentracion de
polifenoles enddgenos, incluyendo los hidroxibenzoicos, se observo que las variedades de
manzanas rojas tienen una mayor concentracion de estos compuestos que las amarillas
(Geana y col., 2021; Kondo y col., 2002; Lee y col., 2017; Piagentini'y Pirovani, 2017).
Nuestros datos muestran, que asi como se ha observado de manera endogena, los compuestos
polifendlicos exdgenos se encuentran en mayor cantidad en las variedades rojas que en

amarillas.

93



Tabla 9. Compuestos identificados en los exudados de los frutos entre las etapas de desarrollo en las variedades ‘Joya’ y ‘Golden

Delicious’.
. . . L Acido 3,4 — o -
Variedad Etapa '?‘C' /Tr%ltlggj (Mmﬁ(t)(l)) Prolina Tirosina Glutamato '(A‘C' /?flz't%(; dihidroxibenz Acido 4- AC(IdOn\:/rEEI:g)ICO
HO HO (nmol/fruto) (nmol/fruto) (nmol/fruto) HY oico hidroxibenzoico HY
(ug/fruto) (ug/fruto)
‘Joya' 1 535.6+16442 13.1+155428  94.4.3+2.2A2 33.1+0.6 2 oAa 164:1+137A2  129.1+90.6" 2 330.1+96A 2 232.8+196A 2
'Golden
Delicious' 1 08.b 57.1+58.8A 2 76.3+19.02A @ 34.3+12.6~2 0~ 2 210.5+34.5A 8 Q0B.a (e 185.1+167A 8
‘Joya’ 2 506.84236.4A2 19.9+14.9A2 85.5+8.6" 2 33.5+0.6 2 oAa 374.7+137A2 653.5+448A 2 512.1+592A.2 424.3+112A 8
'Golden
Delicious' 2 269.3+71.2A2  28.0+1.4A2 58.1+1.082 33.6+3.3A2 oAa 200.4+15.6A 2 oAa oAa 109+1238.2
‘Joya' 3 357.4+85.2A2  2.4+3.1B2 47.1+#53A b 18.8+0.3A 0 082 169.7435.942  109.5+1004 2 151.3+110A 2 89.8+126” 2
'Golden
Delicious' 3 174.5+46.382  16.3+3.4A2 31.6+0:38:0 14.3+1.68:0 9.0+0.39A b 240.5+130A 2 (0 oAa 44.9+40A 2

Los valores representan la media de tres réplicas; las letras mayusculas representan las diferencias entre la misma etapa entre las dos variedades; las letras mintsculas

representan las diferencias entre las etapas de desarrollo por variedad (Prueba de Tukey, p <0.05).
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4.3.2 Correlacion entre el perfil de exudados obtenidos en los frutos y la microbiota epifita

4.3.2.1 Bacterias

Mediante el analisis restringido de coordenadas principales (CAP) se logro observar
la relacion entre la composicion de las familias microbianas y los nueve compuestos
presentes e identificados en los exudados en la etapa de fruto maduro de las dos variedades
en estudio. Para las poblaciones bacterianas, el analisis CAP demostr6 que a nivel de géneros
se encontraron cuatro compuestos que afectaron significativamente la composicion de la
poblacién de bacterias (p<0.05): la tirosina, prolina, el &cido 4-hidroxibenzoico y el acido
3,4-dihidroxibenzoico (Figuras 35a y 35b); en contraste con lo observado a nivel de familia,
donde solamente prolina (Figura 34a) y acido 3,4-dihidroxibenzoico (Figura 34b) mostraron
tener un efecto sobre la composicién bacteriana (p<0.05). El efecto de los exudados de las
plantas sobre la conformacion de poblaciones bacterianas ha sido descrito principalmente en
las raices, donde se ha vinculado el aumento o disminucion de las poblaciones bacterianas
con algun metabolitos o grupo de metabolitos (Aira y col., 2010; Chaparro y col., 2013;
Zhalnina y col., 2018). Parte importante de los exudados de la raiz son los aminoécidos, los
cuales junto a los azlcares son una fuente importante de carbono y nitrégeno, y que por tanto,
la presencia o ausencia de estos aminoacidos puede afectar tanto la densidad como la
diversidad de las poblaciones bacterianas (Baudoin y col., 2002, Phillips y col., 2004; Kumar
y col., 2007; Tang y col., 2020). En el caso particular de la prolina, se ha reportado que
ademas de ser una fuente de carbono, también actla como un compuesto que permite a los
microorganismos Yy plantas aumentar su osmolaridad celular durante la limitacion de agua
(Hayat y col., 2021; Verslues y Sharma, 2010). El estrés hidrico es una caracteristica
relevante en los ambientes de filosfera, y en donde el mecanismo mediado por prolina se ha
descrito como parte de las estrategias utilizadas por las bacterias que colonizan este ambiente,
como es el caso de Bacillus altitudinis FD48 en hojas de arroz, donde la produccion de
prolina por parte de la bacteria ayuda a la planta a contrarrestar el estrés hidrico (Kumar y
col., 2017). Nuestros datos, muestran que la prolina también modula la conformacion de las
poblaciones presentes en las manzanas de las variedades estudiadas, y que posiblemente,
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debido a la concentracion diferente encontrada en cada variedad (Tabla 9), que en la variedad
‘Joya’ haya mas potencial para el metabolismo de este aminoécido que en la variedad
‘Golden Delicious’, pero en ambos casos la presencia de prolina, podria estar ayudando a

contrarrestar la falta de agua en la superficie del fruto.

Los compuestos fendlicos también se han reportado que forman parte de los exudados
de las plantas y se ha descrito su posible efecto sobre las poblaciones bacterianas asociadas
(Bradi y col., 2013; Chaparro y col., 2014). Uno de los polifenoles méas estudiados es el 4-
hydroxybenzoico, ya que se ha demostrado que es uno de los compuestos fendlicos con efecto
sobre las poblaciones bacterianas asociadas a plantas; por ejemplo, en la poblacién de
bacterias asociadas a la rizosfera de la uva de vino (Vitis vinifera), la concentracion alta del
4-hydroxybenzoico impacta sobre un aumento en la diversidad de las bacterias (Guo y col.,
2015). Esto coincide con lo encontrado en nuestros resultados, donde la mayor concentracion
de 4-hydroxybenzoico se encontr6 en la variedad de ‘Joya’ (Tabla 9), variedad con la mayor
diversidad de bacterias (Tabla 6). Estos datos muestran que al igual que en la rizésfera, el 4-
hydroxybenzoico es una metabolito de importancia en los exudados del fruto de la manzana

para la modulacion de las poblaciones bacterianas.
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mostraron tener un efecto en la composicion bacteriana.
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4.3.2.2 Hongos

En el caso de los hongos, el analisis de CAP mostré que un mayor numero de
compuestos mostraron tener efecto sobre la composicion de la poblacion fangica a nivel de
familia, en comparacion con las bacterias, incluyendo el &cido malico, el manitol, el
glutamato y el &cido 3,4-dihidroxibenzoico (Figura 36a, 36b y 36¢; p<0.05); mientras que a
nivel de géenero solamente los acidos 4-hidroxibenzoico y el vanilico tuvieron un efecto sobre
la poblacion bacteriana (Figura 37). El efecto de los exudados de las plantas sobre las
poblaciones fungicas se ha descrito en la rizésfera, donde la presencia o ausencia de ciertos
compuestos como azUcares, acidos organicos y aminoacidos pueden estar relacionados con
la diversidad de este tipo de microorganismos (Broeckling y col., 2008; Aira y col., 2010;
Huang y col., 2014). En el caso del acido malico, uno de los compuestos con efecto en las
poblaciones fungicas en nuestro estudio, se ha demostrado que junto con otros acidos
organicos como los &cidos oxalico y citrico, pueden ser utilizados por hongos el género de
Trichoderma, favoreciendo asi, su crecimiento en-las raices de pepino (Zhang y col., 2014).
El manitol, también ha sido estudiado dentro de las interacciones entre los hongos que
colonizan las raices; por ejemplo, se ha encontrado que cuando el hongo Heteroconium
chaetospira coloniza las raices de la col china, disminuye la concentracion de glucosa y
aumenta la concentracion de manitol en las raices (Usuki y Narisawa, 2007). En hongos, el
manitol se ha relacionado con la reserva de carbohidratos, resistencia a estrés ambiental y la
dispersion de esporas (Solomon y col., 2007), lo cual podria explicar que para nuestros datos,
este compuesto si influyd en las poblaciones de hongos y no en las de bacterias. Por otro
lado, en contraste con lo observado en las bacterias, el Gnico aminoacido que tuvo efecto en
las poblaciones fUngicas fue el glutamato. Hasta el momento no existen reportes relacionados
con este aminoacido y la diversidad de hongos, pero se ha reportado que el glutamato juega
un rol importante en el establecimiento de hongos patégenos como Magnaporthe oryzae,
cuya patogénesis y desarrollo es afectado por la homeostasis del glutamato en la superficie
de la planta (Zhou y col., 2018).

Al igual que las bacterias, se ha estudiado que en la relacion planta-hongos el aumento
de los polifenoles hidroxibenzoicos disminuye la densidad de hongos asociados a la raiz (Guo
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y col., 2015). Esto coincide en lo descrito por Wu y col. (2009), los cuales encontraron que
al crecer al hongo Fusarium oxysporum f. sp. niveum (principal patégeno del meldn) en
concentraciones elevadas del acido hidroxibenzoico se inhibia el crecimiento del hongo, al
igual que su esporulacion. Por otro lado, uno de los polifenoles que también tuvo efecto fue
el &cido vanilico; se ha demostrado que la presencia de este promueve el crecimiento y
esporulacion del hongo Fusarium oxysporum en plantas de Rehmannia glutinosa (Wu y col.,
2015). Estos resultados coinciden con lo encontrado por Speranza y col. (2020), donde
observaron que en presencia del acido vinilico, algunos hongos, incluyendo los géneros
Athelia, Fusarium y Penicillium aumentaban su crecimiento. En conjunto estos datos
muestran, que tanto para bacterias como para hongos, los exudados presentes en la superficie

de la manzana pueden influir sobre la estructura de las poblaciones microbianas observadas.
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5 CONCLUSIONES

Las comunidades bacterianas y fangicas de las variedades de manzanas evaluadas se
van enriqueciendo (diversidad y densidad) durante el desarrollo del fruto en las tres

variedades estudiadas (‘Joya’, ‘Royal Gala’ y ‘Golden Delicious’).

El género Bacillus fue el dominante en las poblaciones bacterianas determinadas en
las variedades estudiadas en los afios 2017 (‘Joya’, ‘Royal Gala’) y 2018 (‘Joya’, ‘Royal
Gala’ y ‘Golden Delicious’) y las familias Oxalobacteraceae y Pseudomonadaceae fueron
los dominantes en las poblaciones bacterianas en el fruto en el ano 2019 (‘Joya’ y ‘Golden
Delicious’). En relacion a las poblaciones fungicas los predominantes fueron el género de
hongos filamentosos Cladosporium y el género levaduriforme Aureobasidium en los tres

afos estudiados en las tres variedades de manzana.

Mediante técnicas moleculares se encontrd que la variedad tuvo una influencia en la
composicion de las poblaciones bacterianas encontradas en el fruto (‘Joya’ y ‘Golden
Delicious’) y con ello en el potencial metab6lico relacionado con carbohidratos y

aminoéacidos; mientras que en las poblaciones fungicas no fue relevante la variedad.

Las cepas bacterianas con capacidad antagonista contra P. expansum se encuentran
en todas las etapas de desarrollo del fruto. Sin embargo, el fruto maduro es la etapa ideal para
buscar bacterias con potencial antagonista en manzana, ya que se encuentran en mayor

namero, abundancia y potencial antifungico.

La cepa B. subtilis subsp. spizizenii M24 aislada del fruto maduro de las variedades
rojas ‘Roya Gala’ y ‘Joya’ en el afio 2017, muestra potencial para desarrollar un inoculante
microbiano para antagonizar P. expansum, la cual tiene capacidad de producir sider6foros y
lipopéptidos pertenecientes a la familia de las fengicinas e iturinas, ambos posiblemente son

los mecanismos de accion para el efecto antagonista contra P. expansum.
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En el afio 2018, los géneros Arthrobacter, Comamonas, Curtobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Lysinibacillus, Methylobacterium, Pantoea, Pseudomonas y
Sphingomonas aisladas de principalmente de la variedad ‘Golden Delicious’, mostraron
capacidad antagonista contra P. expansum. A nivel de fruto, se encontrd que la cepa Pantoea
sp. M31.18 fue la que disminuy0 la pudricion del fruto, mostrando que es capaz de producir
siderdforos, lo cual posiblemente muestra que su mecanismo de accion contra P. expansum

sea por competicion de nutrientes.

En los exudados de los frutos (‘Joya’ y ‘Golden Delicious) se detecté acido malico,
manitol, prolina, tirosina, glutamato, &cido gélico, &cido 3,4-dihidroxibenzoico, &cido 4-
hidroxibenzoico y acido vanilico. EIl acido malico, la prolina, la tirosina y el glutamato son

los principales compuestos que cambian durante el desarrollo del fruto en las variedades.

En la etapa de fruto maduro existen las mayores diferencias entre las variedades a
nivel de los compuestos presentes en los exudados; siendo principalmente el acido malico, el
manitol, la prolina y la tirosina los compuestos diferenciales, y que mostraron mayores
concentraciones en la variedad roja de ‘Joya’ en comparacion con la variedad amarilla

‘Golden Delicious’.

Algunos compuestos presentes en los exudados de los frutos (‘Joya’ y ‘Golden
Delicious’) se asocian ala composicion microbiana presente. Una posibilidad es que los
compuestos propicien la sobrevivencia de las poblaciones de microorganismos, a los que
desde luego serian tolerantes, pero también es posible que sean producidos por los propios
microorganismos. La tirosina, prolina, acido 4-hidroxibenzoico y el é&cido 3,4-
dihidroxibenzoico se asocian con los géneros bacterianos; la prolina y el acido 3,4-
dihidroxibenzoico con las familias bacterianas, el acido malico, el manitol; el glutamato y el
acido 3,4-dihidroxibenzoico con las poblaciones fungicas a nivel de familia y el acido 4-

hidroxibenzoico y el acido vinilico a nivel género de las poblaciones fungicas.
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En conjunto el presente estudio mostré la dinamicas que son las poblaciones
microbianas asociadas de forma natural a la superficie de un fruto, en este caso la manzana,
durante el proceso de maduracion. El fruto, ademas de espacio de colonizacion, otorga a los
microrganismos compuestos que posiblemente pueden ser utilizados por los
microorganismos presentes, los cuales, en algunos casos pueden generar proteccion contra

P. expansum, uno de los principales patdgenos de la manzana en etapa poscosecha.
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7 ANEXOS

Anexo |

Formulaciones de medios de cultivo y soluciones empleadas

Solucion amortiguadora de lavado: 6.75 g KH2POg4, 8.75 g Ko2HPOg4, 1 mL Triton X-
100 por litro, ajustado a un pH de 7.0.

NYDA: Caldo nutritivo 8 g/L, extracto de levadura 5 g/L, glucosa 10 g/L y agar 20
g/L.

Agar V8: Jugo V8 200 mL/L, Carbonato de calcio 3 g/L y Agar 15 g/L.

Agar de quitina coloidal al 0,5% (p/v): 7g (NH4)2S04, 1g K2HPO4, 0.1 g
MgS04+7H20, 0.5 g de caldo soya tripticasa, 15 g agar en un litro de agua destilada,
ajustado a pH 6.0.

Agar CAS: La solucion 1 (indicador de Fe-CAS): contuvo 10 ml de FeCI3-6H20
1mM (en HCI 10 mM) y 50 ml de solucion de. CAS (1.21 mg ml-1); la mezcla se
afiadio lentamente a 40 ml de una solucién acuosa de HDTMA (1,82 mg/ml). La so-
lucion 2: contuvo 30,24 g de PIPES en 750 ml de una solucion de sal (0,3 g de
KH2PO4, 0,5 g de NaCl), 1.0 g de NH4CI1y 15 g de agar); el pH se ajustd a 6,8 con
KOH al 50% Yy se afiadi6 agua para llevar el volumen a 800 ml. La solucion 3: contuvo
2 g de glucosa, 2 g de manitol, 493 mg MgS04-7H20, 11 mg CaCl2, 1.17 mg
MnSO4-H20, 1.4 mg H3BO3, 0.04 mg CuSO4-5 H20, 1.2 mg ZnSO4-7H20y 1.0
mg Na2MoO4 2H20 en 70 mL de agua destilada.
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Anexo Il

Ac. Malico Manitol
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Figura Al. Curvas estandar de azUcares, azUcares alcoholes y &cidos organicos.
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Anexo 111

Tabla Al. Curvas estandar para aminoacidos.

Aminoéacido Tiempo de retencion | Datos de la curva estandar
(pmol/uL)

ASP 1.792 y=0.0952x-0.2994
GLU 3.79 y=0.0879x-0.2168
ASN 6.038 y=2.0654x+2.6479
SER 6.304 y=0.0983x-0.2968
GLN 6.936 y=1.0107x+0.3716
HIS 7.166 y=0.0716x-0.4109
GLY 7.503 y=0.0956x-0.8918
THR 7.699 y=0.0990x-0.3423
ARG 8.239 y=0.1001x-05964
ALA 8.889 y=0.1029x-0.5381
TYR 10.027 y=0.0934x-0.4675
CY2 11.492 y=0.1472x-2.0912
VAL 11.887 y=0.1029x-0.3804
MET 12.092 y=0.1008x-0.4284
TYP 12.895 y=1.6446x+6.0767
PHE 13.3 y=0.0945x-0.5314
ILE 13.4931 y=0.0982x-0.3882
LEU 14.125 y=0.1001x-0.5408
LYS 14.586 y=0.1193x-3.0495
PRO 17.654 y=0.0690x+0.8281
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Anexo IV

Acido galico
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Acido 4-hidroxibenzoico
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Figura A2. Curvas estandar para polifenoles.

Acido 3,4 — dihidroxibenzoico

y =12458x + 10.783
R? = 0.9965

0.02 0.04 0.06 0.08
mg/mL

Acido vanilico

y=13188x +8.174
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mg/mL

Acido p-coumarico

y =62310x + 32,992
R?*=0.999

0.02 0.04 0.06 0.08
mg/mL
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Anexo V

Tabla A2. Identificacion taxondmica a nivel de género de los hongos en los dos afios de
muestreo.
Afio ID ejemplo del Imagen Imagen microscopica Género

morfotipo macroscopica
H5GJE1.2017 gesmAlternaria

H1GJES.2017

2017

H6GJE5.2017 sColletotrichum

H10GJE5.2017
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H7GJES.2017 Penicillium

2018 H5GDE1.2018

: ? « Alternaria

H10GDE3.2018 Aspergillus

H5GJ E1.2018

136



H2GDE1.2018 Cladosporium
H8GJE1.2018 ‘ Fusarium
H13GJE3.2018 Geotrichum

H11GJE1.2018 Penicillium
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Anexo VI
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Figura A3. Curvas de rarefaccion de las secuencias bacterianas en la etapa de fruto maduro
de las muestras de las dos variedades estudiadas.
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Figura A4. Curvas de rarefaccion de las secuencias fungicas en la etapa de fruto maduro de
las muestras de las dos variedades estudiadas.
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Anexo VII
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Figura A5. Perfiles de la identificacion mediante HPLC del acido malico y manitol.
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Aminoacidos “Joya Etapa 1”

Anexo VIII

Aminoacidos “Joya Etapa 2”
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Aminoacidos “Golden Delicious Etapa 1”
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Figura A6. Perfiles de la identificacion mediante HPLC de aminoéacidos mediante una derivatizacion con oftalaldehido (OPA) (a) y y
el cloruro de 9-fluoroenilmetil (FMOC) (b) en las dos variedades en las tres etapas estudiadas.
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Polifenoles “Joya Etapa 1”
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Anexo IX
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Figura A7. Perfiles de la identificacion mediante HPLC de los polifenoles en las dos variedades en las tres etapas estudiadas.
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