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INTRODUCCION.

La poblaciéon humana estd en constante crecimiento y, a partir de la Revolucion
Industrial, experimenté un incremento exponencial descontrolado. La agricultura es la
base de la alimentacion humana y, para satisfacer la continua demanda de alimentos, ha
tenido que evolucionar y mejorar para conseguir cultivos mas eficientes. Los fertilizantes
y pesticidas quimicos son dos de los factores mas importantes en la agricultura que
aportan los nutrientes necesarios a los cultivos y los protegen de las enfermedades.

El uso de los fertilizantes y de los pesticidas ha ido en aumento desde su
incorporacion a la agricultura. Entre el afio 2000 y el 2021, el consumo mundial de
fertilizantes aument6 en un 144,3%, mientras que el consumo de los pesticidas aumentd
en un 162,3%. En la actualidad, se han descrito una serie de consecuencias negativas
relacionadas con la salud ambiental y la humana, derivadas del uso excesivo de los
compuestos agroquimicos. El exceso de estos productos que no son absorbidos por las
plantas, son acumulados en los suelos. Estos, ya sea por la lluvia, la erosion del suelo, el
riego o la infiltracion, acaban en las aguas subterraneas y los acuiferos, lo que altera las
caracteristicas fisicoquimicas del agua y la contamina. Ademas, el uso excesivo de los
pesticidas quimicos ha dado lugar a la aparicion de cepas de microorganismos
fitopatogenos resistentes a estos compuestos, los cuales acaban perdiendo su efectividad
y capacidad de control. Por esta razon, en los ultimos afios, las diferentes legislaciones
gubernamentales y supragubernamentales se han vuelto mds estrictas con respecto al uso
de este tipo de compuestos quimicos, por lo que es necesaria la busqueda de alternativas
mas sostenibles.

Una de las alternativas propuestas es el uso de bioestimulantes o biopesticidas.
Por un lado, los bioestimulantes son compuestos formulados en base a microorganismos
PGP (Plant Growth Promotion) que poseen diferentes mecanismos de accion que inducen
el crecimiento vegetal. Por otro lado, los biopesticidas son formulados en base a
microorganismos que poseen actividad antagonista frente a algin fitopatdgeno, ya sea
porque lo combaten o porque previenen la infeccion. La mayoria de estos
microorganismos con interés agronémico utilizados para estos fines provienen o bien de
los suelos, ya que estan relacionados con la fertilidad y la productividad del suelo; o bien
del interior de los tejidos vegetales, pues son organismos capaces de establecer relaciones
mas estrechas con las plantas que los microorganismos edéficos.

En este sentido, tanto los microorganismos edaficos como los que habitan en el
interior de las plantas, llamados endofitos, pueden tener un rol activo en el mantenimiento
de los sistemas agricolas. El estudio de estos microorganismos y de sus interacciones con
las plantas puede abrir nuevas puertas al desarrollo de nuevos bioestimulantes o
biopesticidas.

Los microorganismos del suelo desempefian funciones que son esenciales para el
mantenimiento de los ecosistemas. Ademas, inducen el crecimiento de las plantas y
mejoran la salud vegetal, por lo que son considerados como un importante recurso para
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el mantenimiento de la sostenibilidad en los sistemas agricola. La interaccion entre las
plantas y los microorganismos del suelo no es unidireccional, ya que las plantas también
influyen en la microbiota edafica. En este sentido, diversos estudios apoyan la teoria de
que las plantas reclutan a microorganismos especificos mediante la liberacion de
exudados, que las ayudan en la adquisicion de nutrientes y la mitigacion de estreses tanto
bioticos como abiodticos. Estos microorganismos pueden colonizar los tejidos de la planta
y establecerse en su interior, pasando a ser considerados microorganismos endofitos, los
cuales ahora conforman el microbioma de la planta. Este conjunto de microorganismos
esta involucrado en el mantenimiento del estado de la salud y la nutricion optima de la
planta. El origen de los microorganismos que interaccionan con las plantas es diverso. La
mayoria son reclutados a partir del suelo circundante, y conforman la microbiota
rizosférica de la planta, mientras que otros provienen del ambiente aéreo y tienen una
influencia determinante sobre la microbiota filosférica, en la superficie de los tejidos
vegetales. Tanto los microorganismos que conforman la rizosfera como los que
conforman la filosfera pueden acabar colonizando el interior de las plantas y asi
establecerse en la endosfera. Para ello, deben de atravesar y de penetrar los tejidos
vegetales. Las estimaciones indican que el suelo rizosférico es el contribuyente
mayoritario de la microbiota endofita de las plantas, contribuyendo con mas de dos tercios
de la diversidad bacteriana y la fingica. Ademas, la composicion de los ambientes
endofiticos es diversa, variando no solo entre las plantas sino también entre los
compartimentos de un mismo individuo. Dado que estos microorganismos estan
intrinsecamente ligados a la planta, es probable que muchos de ellos posean mecanismos
beneficiosos para las plantas. Sin embargo, muchas de estas funciones siguen sin estar
caracterizadas. Las nuevas técnicas de secuenciacion masiva evitan algunas de las
limitaciones asociadas al cultivo de microorganismos ya que permiten analizar toda la
comunidad, incluidas las células que estan inactivas.

Estos microorganismos pueden contar con diferentes mecanismos que sirvan para
el desarrollo de bioestimulantes o biopesticidas. Por un lado, los bioestimulantes cuentan
con mecanismos de promocion del crecimiento vegetal, que facilitan la adquisicion de
nutrientes como el nitrogeno, el fosforo, el potasio o el hierro o intervienen en la
regulacion hormonal de la planta. Po otro lado, los biopesticidas cuentan con mecanismos
de proteccion frente a patdgenos, como la produccion de moléculas antibiodticas o la
induccion de la resistencia sistémica en la planta.

OBJETIVOS.

La presente tesis doctoral tiene como objetivo principal el estudio de las
poblaciones bacterianas asociadas a los tejidos de Rubus ulmifolius Schott y el
aislamiento de bacterias endofiticas para su evaluacion como posibles bioinoculantes para
la mejora del crecimiento vegetal, el biocontrol del hongo fitopatogeno Botrytis cinerea
y la mejora de la produccion agricola de cultivos de zarzamora. Para la consecucion de
este objetivo se proponen los siguientes objetivos especificos:
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1. Estudio de la diversidad de las poblaciones bacterianas endofiticas de la raiz, el
tallo y las hojas de plantas de la especie Rubus ulmifolius Schott recogidas en tres
ambientes impactados por diferentes condiciones ambientales.

2. Aislamiento, identificacion y caracterizacion fenotipica in vitro de la capacidad
de promocidn del crecimiento vegetal y de biocontrol del hongo Botrytis cinerea
de las bacterias obtenidas del interior de los tejidos de la raiz y del tallo de plantas
de la especie Rubus ulmifolius Schott.

3. Evaluacion de la capacidad de colonizacion de los aislados seleccionados
combinando técnicas in vitro e in vivo.

4. Evaluacién de la capacidad de la promociéon del crecimiento vegetal de los
aislados seleccionados en plantas de la especie Solanum lycopersicum 'y
cuantificacion de la colonizacion.

5. Evaluacion de la capacidad de biocontrol de las cepas seleccionadas en plantas de
la especie Solanum lycopersicum infectadas con el hongo fitopatogeno Botrytis
cinerea.

6. Andlisis in silico e in vivo de la capacidad antifingica del volatiloma de las
bacterias seleccionadas frente al hongo fitopatdogeno Botrytis cinerea.

7. Analisis del efecto del volatiloma de las cepas seleccionadas en la induccion de la
resistencia sistémica de las plantas de la especie Solanum lycopersicum.

8. Estudio de la inoculacion de los aislados seleccionados en la produccion de moras
en plantas del género Rubus en condiciones de invernadero y de campo.

9. Analisis del efecto de la inoculacion de las bacterias sobre la composicion de los
compuestos fenolicos de las moras y estudio del potencial bioldgico en el
organismo modelo Caenorhabditis elegans.

10. Analisis de la expresion génica de genes de Caenorhabditis elegans involucrados
en la tolerancia al estrés oxidativo tras la exposicion a las moras obtenidas de las
plantas inoculadas con las bacterias seleccionadas.

CAPITULO 1. ANALISIS METATAXONOMICO DE LAS BACTERIAS
ENDOFITICAS ASOCIADAS A LOS DIFERENTES TEJIDOS DE PLANTAS DE
ZARZAMORA.

En este capitulo se estudio la diversidad bacteriana asociada a la raiz, el tallo y las
hojas de plantas de zarzamora, Rubus ulmifolius Schott, un nicho que, hasta ahora, estaba
sin caracterizar. Las muestras fueron tomadas de varios individuos de plantas de
zarzamora localizadas en tres ambientes diferentes e influidas por diferentes factores
ambientales. Por un lado, se tomaron muestras de plantas de una localizaciéon que no
estaba influida por ningun factor, a la que denominamos Natural, y por otro lado se
tomaron muestras de otras dos localizaciones, una influida por ambientes riberefios, a la
que se denomin6 Riberena y otra influidas por campos de cultivos cercanos, a la que se
denomin6é Humanizada.

En primer lugar, se estudid la composicion bacteriana a diferentes niveles
taxonomicos de las diferentes muestras de tejidos en los diferentes ambientes. En todas
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las muestras los tres filos bacterianos mas abundantes fueron los filos Pseudomonadota,
Actinomycetota y Bacteroidota. Ademads, las muestras de raices mostraron una gran
representacion de otros filos, como Myxococcota o Acidobacteriota. Con respecto a las
clases bacterianas, las mas abundantes en todas las muestras fueron las clases
Alfaproteobacteria 'y  Gammaproteobacteria, ambas pertenecientes al filo
Pseudomonadota. La clase Actinobacteria también fue abundante en todas las muestras,
aunque decrecio ligeramente en las muestras de hoja en las muestras de los ambientes
Humanizados y Riberefios. Finalmente, la clase Bacteroidia no representd un gran
porcentaje en las muestras de las raices, pero aumentd en los otros dos tejidos. Con
respecto a los oOrdenes bacterianos el mas abundante en todas las muestras fue
Sphingomonadales, y la abundancia de este taxon iba aumentando desde las muestras de
la raiz a las muestras de la parte aérea de la planta en todos los ambientes. El orden
Hyphomicrobiales también fue abundante en todas las muestras, aunque no mostré un
patron constante a todos los ambientes. El orden Cytophagales mostrd una representacion
baja en las muestras de las raices de todos los ambientes, pero que aument6 en las
muestras de los tallos y las hojas. Finalmente, hubo algunos ordenes que aparecieron
sobrerrepresentados en muestras concretas, como el orden Burkholderiales en las
muestras de los tallos del ambiente Ribereio o el orden Pseudomonadales en las muestras
de las hojas de los ambientes Humanizados. En cuanto a la diversidad por familia
bacteriana, la familia Sphingomonadaceae fue la mas abundante en todas las muestras.
Sin embargo, las siguientes familias mas abundantes difirieron entre las muestras. En las
muestras de los ambientes Naturales, las familias Xanthobacteraceae 'y
Microbacteriaceae fueron la segunda y tercera familias méas abundantes. En las muestras
de los ambientes Riberefos, fueron las familias Xanthobacteraceae 'y
Pseudonocardiaceae. y en las muestras de las raices de los ambientes Humanizados, las
principales familias fueron Streptomycetaceae y Steroidobacteraceae. Finalmente, con
respecto a los géneros, al igual que ocurrid con la clase Alfaproteobacteria, el orden
Sphingomonadales y la familia Sphingomonaceae, el género Sphingomonas fue el género
mas abundante en todas las muestras, mostrando un incremento en la composicion de las
muestras de las raices a las muestras de los tejidos aéreos. El resto de los géneros
destacaron de manera diversa en las diferentes muestras (Figura I).
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Figura I. Abundancia relativa de los 14 géneros bacterianos mas abundantes en diferentes partes
anatomicas de plantas de Rubus ulmifolius en diferentes condiciones. RS: muestras de la raiz de
las plantas de zarzamora de los ambientes Naturales; SS: muestras del tallo de las plantas de
zarzamora de los ambientes Naturales; LS: muestras de las hojas de las plantas de zarzamora de
los ambientes Naturales; RR: muestras de la raiz de las plantas de zarzamora de los ambientes
Riberefios; SR: muestras del tallo de las plantas de zarzamora de los ambientes Riberefios; LR:
muestras de las hojas de las plantas de zarzamora de los ambientes Riberefios; RH: muestras de
la raiz de las plantas de zarzamora de los ambientes Humanizadas; SH: muestras del tallo de las
plantas de zarzamora de los ambientes Humanizadas; L