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Resumen

Las relaciones entre las bacterias enddfitas y sus plantas huésped se han desarrollado a lo largo
de una larga historia evolutiva, y tiene influencia en su aptitud a través de funciones esenciales
para su desarrollo y evolucidn, impactando en la estabilidad y el funcionamiento de los
ecosistemas. El interés en estudiar las comunidades microbianas asociadas a las plantas ha
aumentado significativamente en las ultimas décadas. Esta creciente atencion ha revelado la
importancia de considerar el microbioma como un componente activo del desarrollo de las
plantas huéspedes, que también responde a los cambios en las condiciones ambientales (bidticas
y abidticas). Esta tesis tiene el objetivo general de evaluar el efecto de la inoculacion de bacterias
endodfitas nativas en las fases iniciales de la regeneracion en tres especies de arboles nativos, con
un enfoque especifico en los procesos de germinacion y el desarrollo temprano de las plantulas.
En el capitulo |, se realiza una revisidn del conocimiento actual sobre las bacterias enddfitas y su
interaccion con las plantas durante las etapas iniciales del desarrollo vegetal. La primera parte del
capitulo se centra en el concepto de la planta como un holobionte vegetal, enfatizando en el
papel crucial de su microbioma bacteriano. Se explora codmo estas interacciones microbianas
influyen en el desarrollo de la planta al inicio de su ciclo de vida. En la segunda parte, se aborda
el conocimiento sobre el microbioma bacteriano endofitica de las semillas. Se profundiza en cémo
estas bacterias endofitas afectan las etapas tempranas del desarrollo de la planta, desde la
germinacion, pasando por su dispersion, hasta el establecimiento de la plantula en su habitat
natural. Se destacan las funciones y mecanismos mediante los cuales estas interacciones pueden
influir en el desarrollo y la adaptacion de las plantas en sus ecosistemas. En el capitulo Il, dada la
importancia ecoldgica de las zonas riberefas y los limitados estudios sobre el microbioma de
semillas de estos ecosistemas, se evalla el efecto de la inoculacion de bacterias enddfitas en tres
especies nativas del Bajo Rio Uruguay en América del Sur, Blepharocalyx salicifolius (Myrtaceae),
Erythrina crista-galli (Fabaceae) y Neltuma affinis (Fabaceae). Evaluamos el efecto de inoculacion
con bacterias provenientes de semillas nativas de arboles del Rio Uruguay: Neobacillus drentensis
(origen Myrtaceae), Aosakonia radicincitans (origen Fabaceae), y Citrobacter freundiiy Priestia
megaterium (origen Lauraceae), sobre la germinacion y el crecimiento de las plantulas.
Especificamente, evaluamos la respuesta germinativa (proporcién de germinacion final, velocidad
de germinacion y tiempo medio de germinacion), y la vigorosidad de las plantulas en su primera
etapa del establecimiento (biomasa seca, altura del tallo, area foliar y la relacion biomasa
subterraneo:aérea), en comparacion con el control sin inoculacion. Los resultados resaltan que i)
las bacterias endofitas nativas inoculadas tuvieron efectos tanto en las variables de germinacion
como en el crecimiento de las plantulas de arboles nativos del Rio Uruguay; ii) los efectos de la
inoculacion fueron diversos y variaron segun la combinacion de bacteria y especie de arbol. Estos
resultados sugieren un potencial efecto de las bacterias enddfitas en las primeras fases de
regeneracion de las plantas y destacan la complejidad de las interacciones del microbioma de las
semillas. Ademas, plantean numerosas preguntas y abren nuevas posibilidades para futuros
estudios sobre la biologia de microorganismos asociados con plantas nativas y la ecologia de
semillas y plantulas en los bosques de Uruguay.
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Capitulo |

De la semilla a la plantula: conocimiento actual sobre el microbioma
bacteriano durante las primeras etapas de la regeneracion del
holobionte vegetal.



Capitulo |

Conocimiento actual sobre el microbioma bacteriano durante las primeras

etapas de la regeneracion del holobionte vegetal.

Introduccion

Las relaciones entre las bacterias enddfitas y sus plantas huésped, desarrolladas a lo largo
de una extensa historia evolutiva, han influido en la aptitud de las plantas al aportar
funciones clave para su desarrollo, su evolucion y la estabilidad de los ecosistemas. La
regeneracion natural, constituye la base para la renovacion y continuidad de las especies y,
por lo tanto, contribuye al mantenimiento de la diversidad de los bosques. Este proceso
ocurre en una serie de etapas, que van desde la formacidn y la dispersion de las semillas,
pasando por la germinacion, hasta el establecimiento de las plantulas en su entorno natural
(Nathan & Muller-Landau, 2000; Wang & Smith, 2002). Cada una de estas fases representa
un fuerte cuello de botella en la demografia de las especies, ya que los estadios mas
tempranos, como semillas y plantulas, son vulnerables a diversos factores ambientales, lo
que resulta en altos riesgos de mortalidad.

El interés en estudiar las comunidades microbianas asociadas a las plantas ha aumentado
significativamente en las ultimas décadas. Esta creciente atencion ha revelado laimportancia
de considerar el microbioma, definido como el conjunto de microorganismos, sus genesy
las condiciones ambientales que los afectan en un entorno especifico, como un factor activo
en el desarrollo de las plantas huésped. En particular, las semillas albergan diversos
microorganismos cuya influencia en la vida de la planta estd siendo cada vez mas
comprendida. Entre ellos, ciertos taxones microbianos desempefian un papel crucial en la
promocion de la salud y el crecimiento de las plantas, asi como en la supervivencia de las
semillas. Esta tesis tiene como objetivo general evaluar el efecto de la inoculacion de
bacterias endodfitas nativas en las fases iniciales de la regeneracion en tres especies de
arboles nativos, con un enfoque particular en los procesos de germinacion y desarrollo
temprano de las plantulas.

En el capitulo 1, se realiza una revision del conocimiento actual sobre las bacterias
endofitas y su interaccidn con las plantas durante las etapas iniciales del desarrollo vegetal.
La primera parte del capitulo se centra en el concepto de la planta como un holobionte
vegetal, enfatizando en el papel crucial de su microbioma bacteriano. Se explora como estas
interacciones microbianas influyen en el desarrollo de la planta al inicio de su ciclo de vida.
En la segunda parte, se aborda el conocimiento sobre las bacterias enddfitas presentes en
las semillas, profundizando en su influencia sobre las etapas tempranas del desarrollo de la
planta, desde la germinacion y dispersion hasta el establecimiento de la plantula en su
habitat natural.

Se destacan las funciones y mecanismos mediante los cuales estas interacciones pueden
influir en el desarrollo y la adaptacion de las plantas en sus ecosistemas. Ademas, se



profundiza en el estado actual del microbioma de las semillas y sus principales desafios para

su conservacion.
Las plantas vasculares y el microbioma vegetal

Las interacciones entre plantas y microorganismos, como bacterias, arqueas, hongos y
protistas se remontan a una larga historia evolutiva. La evidencia plantea que la capacidad
para formar relaciones simbidticas con micorrizas y hongos, ha sido uno de los factores
criticos para la colonizacion de los ambientes terrestres. Este evento fue determinante para
su adaptacion y supervivencia en diversos entornos, dando lugar a los ecosistemas
terrestres (Delaux et al. 2015; Strullu-Derrien et al. 2018).

En el dmbito de la investigacion bioldgica contemporanea, se ha ampliado el conocimiento
tedrico y experimental sobre la influencia de los microorganismos asociados al huésped,
cuya importancia resulta fundamental para el funcionamiento y la supervivencia del
organismo hospedador (Berg et al. 2020). Este énfasis subraya la necesidad de comprender
de manera integral las funciones e interacciones que se establecen entre un organismo
hospedador y sus comunidades de microorganismos asociados, destacando asi la
complejidad de las relaciones en este contexto bioldgico. En particular, esta tesis se centrara
en las interacciones bacterianas, enfatizando su papel crucial en la evolucion y ecologia de
las plantas.

En este contexto, surge el término "holobionte", que denota las asociaciones simbidticas
a largo plazo entre un organismo hospedador multicelular y su comunidad de
microorganismos asociados (Bordenstein & Theis, 2015; Gilbert et al. 2012).El prefijo "holo”
derivado del griego "holos", connota integridad y totalidad en las relaciones. Adolf
Meyer-Abich lo describié por primera vez en 1940, y su popularizacién se atribuye a la
bidloga Lynn Margulis a principios de los afios 1990 (Baedke et al. 2020). La hipdtesis del
holobionte, desarrollada posteriormente, proporciona una perspectiva integral de las
funciones e interacciones entre un huésped y sus simbiontes, considerando el holobionte
con su hologenoma, que abarca los genes del hospedador y el microbioma, como una
entidad biologica Unica. En esta entidad, todos los organismos poseen interacciones
dinamicas que contribuyen a la estabilidad general del sistema (Rosenblueth & Martinez-
Romero, 2006; Vandenkoornhuyse et al. 2015; Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008). La
evidencia indica que todas las especies vegetales establecen interacciones con
microorganismos, ya que resulta muy complejo cultivar plantas en ausencia de bacterias y
hongos (Hardoim et al. 2008).

Actualmente, las plantas son consideradas holobiontes vegetales, formadas por la planta
huésped y su microbioma, conocido como microbioma vegetal. El microbioma vegetal,
definido como los genomas colectivos de microorganismos en un habitat especifico,
incluyen una amplia diversidad de bacterias, hongos y protistas que interactian entre si
(Hardoim et al. 2015; Hassani et al. 2018). Este microbioma emerge como un rasgo
novedoso que amplia la capacidad de las plantas, influyendo en todas las fases de su ciclo



de vida, desde la germinacidn hasta la reproduccion, y afectando componentes clave de su
fitness (Hardoim et al. 2015; Lemanceau et al. 2017; Vandenkoornhuyse et al. 2015).

Las interacciones entre las plantas y sus comunidades microbianas asociadas son
bidireccionales. Por un lado, la planta huésped proporciona nichos especificos para la
interaccién con sus microorganismos asociados, esto incluye una matriz de nutrientes,
metabolitos y estructuras fisicas. Estos ambientes pueden ofrecer una fuente continua de
nutrientes, proteccion contra elementos daninos y la oportunidad de establecer
interacciones. La planta huésped selecciona y regula su microbiota, influyendo en su
adaptacion y afectando el fitness de la planta. Los microorganismos pueden ser mutualistas
(beneficiosos), comensalistas (neutrales) o patdégenos (perjudiciales) (Hassani et al. 2018). La
seleccion y las presiones evolutivas impactan las interacciones, favoreciendo generalmente
una simbiosis beneficiosa. Sin embargo, varios factores pueden alterar esta dindmica y
promover microorganismos patégenos. Por ende, la divisidn en categorias antropocéntricas
(beneficiosos, comensalistas y patdgenos) varian lo largo del tiempo en respuesta a factores
ecoldgicos y evolutivos (Berg et al. 2020).

El hologenoma, es decir el acervo genético proporcionado por el microbioma vegetal,
tendrd una participacion clave conjunto con la epigenética en la generacidon de variacion
fenotipica, ejerciendo una gran influencia en las trayectorias evolutivas (Friesen et al. 2011;
Vandenkoornhuyse et al. 2015; Wagner et al. 2014). Los cambios fenotipicos integrados en
el genoma permiten adaptaciones tanto en tiempos cortos, durante la vida de la planta,
como en tiempos evolutivos mas prolongados (Theis et al. 2016). Esta comprension integral
destaca la importancia del microbioma vegetal como un reservorio de genes con funciones
esenciales para el fitness de la planta huésped, y el ensamblaje de la comunidad microbiana,
lo cual le permitira enfrentar desafios ambientales a distintas escalas temporales
(Lemanceau et al. 2017; Partida-Martinez & Heil, 2011). Numerosas investigaciones han
demostrado que el microbioma vegetal desempefa funciones cruciales en el crecimiento y
la salud de las plantas (Nelson, 2018; Compant et al. 2019). Dentro de la microbiota vegetal
se incluyen hongos, arqueas, bacterias, y protistas, en este trabajo se hard foco en el
componente bacteriano.

Microbioma vegetal bacteriano

En el ecosistema complejo del holobionte vegetal, las bacterias tienen un rol relevante en
la dindmica y funcionalidad de las plantas. Las bacterias, uno de los grupos con mayor
diversidad de especies (Prosser et al. 2007), exhiben una notable variabilidad genética,
morfoldgica y estructuras accesorias especializadas (Reinhold-Hurek & Hurek, 2011). Las
caracteristicas les confieren resistencia a condiciones ambientales adversas, optimizando su
motilidad, adhesidn e intercambio genético, ademas de su capacidad para adaptarse a un
amplio rango de temperaturas, niveles de humedad, pH y oxigeno (Ferenci, 2016). En el
contexto del holobionte, las bacterias coexisten y colaboran con otros microorganismos y
la planta huésped, formando una comunidad diversa y dindmica que interactia de manera
continua con el tejido vegetal.



El dominio Bacteria abarca una amplia diversidad de organismos, presentes de manera
cosmopolita en numerosos habitats. EI microbioma bacteriano de las plantas esta
compuesto por una gran variedad de bacterias, siendo los filos predominantes
Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006;
Hassani et al. 2018). Segun su localizacidn, las bacterias pueden ser epifitas, que viven sobre
los tejidos de la planta, o enddfitas, que habitan dentro de ellos. Las epifitas pueden
convertirse en enddfitas y viceversa (Partida-Martinez & Heil, 2011; Rosenblueth &
Martinez-Romero, 2006). Ademas, los endofitos bacterianos se clasifican en obligados, que
dependen estrictamente de la planta huésped para su crecimiento y supervivencia, y
facultativos, que tienen una etapa de su ciclo de vida fuera de las plantas hospedantes
(Mller et al. 2016). Experimentalmente, los endofitos se identifican como aquellas bacterias
aisladas de tejidos internos de plantas tras una desinfeccion superficial, sin inducir sintomas
visibles de enfermedad en la planta (Quadt-Hallmann et al. 1997.; Sakiyama et al. 2001).

Las bacterias endofitas se establecen principalmente en los espacios intercelulares de los
tejidos vegetales y, en menor medida, en el interior de células individuales y en los tejidos
vasculares (Reinhold-Hurek & Hurek, 2011). A diferencia de los rizobios y los hongos
micorrizicos, las bacterias enddfitas no inducen la formacién de estructuras internas o
externas en las raices de las plantas. Una vez dentro del tejido vegetal, las bacterias pueden
desplazarse por la planta mediante transporte pasivo a través de los elementos conductores
o por migracion activa gracias a la presencia de flagelos, en el apoplasto (Reinhold-Hurek
& Hurek, 2011). La diversidad en los mecanismos de distribucion puede estar relacionada
con interacciones entre diferentes bacterias o con las distintas necesidades ecoldgicas de
cada microorganismo, que les permite ocupar nichos especificos dentro del tejido,
especialmente en los espacios intercelulares (Reinhold-Hurek & Hurek, 2011; Ferenci, 2016).

Este posicionamiento permite a las bacterias endoéfitas interactuar estrechamente con el
huésped y ejercer una influencia en el fenotipo de la planta (Compant et al. 2019). Ademas,
al vivir dentro del tejido vegetal, las bacterias se benefician de una proteccidon contra
estresores abioticos, como variaciones en la disponibilidad de agua, pH, temperatura y
nutrientes, asi como contra estresores bidticos, como la competencia con otros
microorganismos (Lodewyckx et al. 2002; Berendsen et al. 2012; Andreote et al. 2014).

La diversidad de bacterias endofitas es amplia, y se han aislado de una variedad de
especies y tejidos de plantas, tanto de monocotiledéneas como dicotiledéneas (Hardoim et
al. 2015), con un foco en especies de cultivos domésticos (Truyens et al. 2015). Sin embargo,
la mayoria de los microorganismos transmitidos no son cultivables, lo que sugiere que se
conoce sélo una fraccion reducida de la diversidad microbiana total (Rodriguez et al. 2009;
Wassermann et al. 2021). Muchas bacterias son dificiles de aislar debido a su baja
abundancia en los tejidos vegetales, clasificAndolas como especies raras y presentando
desafios para su estudio. Ademas, las comunidades bacterianas pueden variar segun el
medio de cultivo utilizado para el aislamiento, las condiciones de crecimiento del huésped
y el tipo de tejido vegetal analizado (Lodewyckx et al. 2002). Estas limitaciones,
especialmente en bacterias enddfitas no cultivables mediante métodos tradicionales,
anaden complejidad al estudio de la microbiota vegetal (Abdelfattah et al. 2023; Malfanova
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et al. 2013). Sin embargo, los avances en técnicas moleculares y en la secuenciacion
metagendmica de proxima generacion (mNGS) (Guo et al. 2021) han ampliado el
conocimiento sobre la diversidad de microorganismos presentes tanto en el interior como
en la superficie de las semillas, y su posible papel funcional en las plantas hospedantes
(Nathan et al. 2020).

Factores que afectan la microbiota vegetal

Las plantas representan habitats dindmicos que varian tanto espacial como
temporalmente, y en los que diversos factores influyen en la estructura y composicion de
su microbioma. El huésped, los microorganismos y el ambiente, junto con sus interacciones,
son los principales determinantes de las composiciones microbianas (Sun et al. 2023).
Dentro de los factores ambientales, se destacan el microbioma del suelo y las condiciones
climaticas, como la temperatura, la humedad y las precipitaciones (Bulgarelli et al. 2013;
Bintarti et al. 2022; Latz et al. 2021). Las comunidades microbianas que habitan en los
diferentes tejidos vegetales se adaptan continuamente a las condiciones especificas de cada
holobionte, lo que permite que tanto los microorganismos como la planta ajusten sus
funciones y respuestas frente a los cambios en el entorno (Vandenkoornhuyse et al. 2015).
En particular, las bacterias asociadas a las plantas intercambian sefiales con su huésped y
emplean distintos mecanismos de adaptacion y colonizacion, esenciales para la dindmica
de las comunidades microbianas (Hardoim et al. 2012; Malfanova et al. 2013).

Los factores del huésped, como su identidad taxondmica influye activamente en la
composicion y funcidon de su microbiota. Existe evidencia de que especies bacterianas varian
en las plantas a nivel de especie (Links et al. 2014), y también de genotipo (Johnston-Monje
y Raizada 2011; Barret et al. 2015). También son importantes los factores intrinsecos que
componen a la especie hospedadora, la etapa de crecimiento, sus respuestas inmunitarias,
la domesticacidn, su metabolismo y la disponibilidad de nutrientes (Sanchez-Canizares et
al. 2017).

Dada la ubicuidad de los microorganismos en la planta huésped, la microbiota asociada
se encuentra especializada en un continuo definido de habitats o compartimentos que
componen el holobionte. Este continuo se extiende por toda la planta, abarcando incluso
las zonas circundantes. Los habitats microbianos pueden clasificarse segun su ubicacion en
tres grandes categorias: rizosféricos, epifitos y endofiticos (Andreote et al. 2014). Ademas,
existen habitats mas especificos, como la rizosfera, que es la zona del suelo afectada por las
raices de la planta, y la espermosfera, que corresponde al area influenciada por las semillas
en germinacion (Nelson, 2018; Shade et al. 2017). Otros habitats importantes, que se
manifiestan en diferentes etapas de la vida de la planta, incluyen la antosfera asociada a las
flores y la carposfera vinculada a los frutos. Cada uno de estos habitats ofrece condiciones
Unicas para la interaccion entre plantas y microorganismos, reflejando la diversidad de la
microbiota vegetal (Nelson, 2018).

Cada uno de estos compartimentos crea un nicho especifico con condiciones bidticas y
abidticas caracteristicas, propiciando la colonizacién de una comunidad microbiana
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adaptada a las condiciones particulares de su entorno respectivo. Dentro de estos habitats
microbianos, las comunidades se adaptan a su entorno especifico y se vuelven cada vez mas
especificas durante el crecimiento y desarrollo de la planta (Chaparro et al. 2014; Edwards
et al. 2018; Nelson, 2018). Por lo tanto, se pueden esperar respuestas a corto plazo
relacionadas con modificaciones de la comunidad microbiana (Vandenkoornhuyse et al.
2015).

Ademas, un componente fundamental de la variabilidad bacteriana del holobionte vegetal
es el resultado de su dindmica temporal (Sdnchez-Cafizares et al. 2017). Stegen et al. (2018)
proponen un marco conceptual que sugiere que los factores y procesos eco-evolutivos que
influyen en la dindmica temporal de los microbiomas actian de manera simultanea y se
retroalimentan continuamente. Este marco conceptual se basa en la influencia individual y
combinada de tres factores generales: 1) contingencias histdricas: condiciones histéricas,
tanto abidticas como bidticas, que modelan el microbioma y afectan su respuesta a futuras
perturbaciones. ii) dindmica interna: factores dentro del microbioma que generan cambios
a lo largo del tiempo, incluyendo evolucidn, interacciones y retroalimentaciéon ambiental
(conocidos como sucesion autdgena), y iii) factores extrinsecos, como inmigracion o
invasion de nuevos organismos (conocidos como sucesion alogénica). La conexion entre la
sucesion autdgena y alogénica subraya que la historia, la dinamica interna y el forzamiento
externo estan interrelacionados y no existen limites claros que los distingan (Stegen et al.
2018). Los autores sugieren que dividir las tres categorias puede ser una heuristica util, pero
también es importante considerar las interconexiones e interacciones entre estos dominios
conceptuales.

Microbioma central

El concepto de microbioma central o ndcleo (en inglés, core microbiome), se refiere a los
grupos microbianos que estan consistentemente asociados con una especie o genotipo
particular, independientemente de las variaciones en las condiciones ambientales (Edwards
et al. 2015; Lemanceau et al. 2017; Trivedi et al. 2020). Sin embargo, la definicidn precisa de
este microbioma central puede variar debido a la diversidad de métodos utilizados para
describir los grupos microbianos. Por lo tanto, la definicion adecuada depende
explicitamente del contexto ecoldgico especifico que se esté investigando (Shade &
Stopnisek, 2019; Risely, 2020).

En escalas evolutivas, los microorganismos del microbioma central han desarrollado
estrategias de transmision, conservando su capacidad de colonizar las plantas (Shade et al.
2017; Truyens et al. 2015). En particular, se propone que los endoéfitos del microbioma
central de las semillas han desarrollado una estrategia de transmision vertical altamente
eficiente a lo largo de las generaciones, coevolucionando con sus huéspedes. En las plantas,
este proceso estad estrechamente relacionado con la formacion de la semilla, que actua
como un vehiculo para la transmision de estos microorganismos (Truyens et al. 2015).

La investigacion del microbioma vegetal ha estado mayormente enfocada en la rizosfera
y la filosfera, dejando el microbioma de las semillas menos explorado (Chen et al. 2018). Sin
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embargo, estudios recientes han revelado microbiomas centrales en semillas de diversos
cultivos (Berg & Raaijmakers, 2018; Johnston-Monje et al. 2021; Zhang et al. 2022; Eyre et
al. 2019; Simonin et al. 2022). Aun asi, se han realizado intentos limitados para caracterizar
la microbiota central de la semilla de una especie de planta especifica o en varias especies
de plantas a gran escala (Chen et al. 2018; Eyre et al. 2019).

Las comunidades bacterianas en las semillas comparten taxones centrales comunes, pero
no se ha identificado una agrupacion especifica por especie. Ademas, se ha observado una
notable variabilidad en la composicién microbiana en semillas del mismo lote para una
misma especie (Simonin et al. 2022).

Actualmente, existe evidencia de que la domesticacion de las plantas y el manejo agricola
intensivo modifican el microbioma natural de las plantas, lo que provoca la pérdida de
microorganismos beneficiosos (Pérez-Jaramillo et al. 2016; 2017). Ademas, el cambio
climatico, al aumentar las temperaturas globales y la frecuencia de las sequias, exacerba las
tensiones antropogénicas, afectando la interaccion planta-microbioma y, por ende, la
resiliencia de los sistemas vegetales ante estos estresores (Trivedi et al. 2022). Resultados
preliminares sugieren que estos efectos también se observan en el microbioma de las
semillas (Adam et al. 2018; Rybakova et al. 2017).

El microbioma bacteriano de semillas y plantulas en las etapas iniciales

del desarrollo de la planta.

Las comunidades bacterianas representan una parte importante de la microbiota vegetal
y conectan diferentes microhabitats vegetales, con funciones especificas durante las
diferentes etapas de desarrollo de las plantas (Hassani et al. 2018). La dinamica de las
bacterias en el ciclo de vida de la planta puede dividirse en tres etapas, cada una con
distintos mecanismos de transmision y efectos de cuello de botella regidos por diversos
factores: primero, la formacion de la semilla en la planta madre; luego, la fase de latencia; y
finalmente, la transicion de semilla a plantula (Abdelfattah et al. 2023). A continuacidn, se
describe el desarrollo del microbioma de la semilla en el ciclo de vida de la planta,
enfatizando los aspectos importantes de la ecologia de las semillas y la herencia bacteriana
endofitica.

Formacion y maduracion de la semilla

Las semillas, son estructuras de espermatofitos de origen sexual que contienen material
genético, nutrientes y un microbioma asociado (Mitter et al. 2017; Verma et al. 2019), son
los 6rganos de dispersion y propagacion en las angiospermas (Azcon-Bieto & Talon, 2013).
Representan una etapa clave en el ciclo de vida de las plantas, desempefiando un papel
fundamental en la supervivencia de las poblaciones y en su capacidad de adaptacion frente
a cambios ambientales (Fenner & Thompson, 2005). Ademas, su importancia es critica en la
restauracion de la vegetacion en paisajes degradados (Merritt & Dixon, 2011).
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A lo largo de su evolucion, las semillas han desarrollado diversas adaptaciones para
asegurar su descendencia, entre ellas la asociacion con microorganismos. Las asociaciones
mutualistas de plantas con microorganismos son importantes para mejorar su aptitud a
través de su influencia en varios procesos fisioldgicos y bioquimicos (Compant et al. 2019).
Sin embargo, a pesar de su importancia, pocos estudios han explorado el papel y las
posibles aplicaciones del microbioma de las semillas, especialmente en el contexto de su
influencia en la regeneracion y restauracion de ecosistemas (War et al. 2023).

El particular, el microbioma de las semillas es ecolégicamente relevante, que actda tanto
como un resultado final del ensamblaje comunitario dentro de la semilla, como un punto
de inicio para la formacion del microbioma en las plantulas (Shade et al. 2017). A pesar de
la importancia de las interacciones iniciales, el conocimiento sobre el ensamblaje, la
dindmica y la funcion del microbioma de las semillas varia en profundidad segun la etapa
del desarrollo (Compant et al. 2010; Truyens et al. 2015; Nelson, 2018).

El microbioma de la semilla estd compuesto por un ndmero limitado de taxones
dominantes que se introducen durante la etapa inicial de llenado en la planta madre, y
algunos de estos taxones persisten hasta la maduracion completa de la semilla (Ganley &
Newcombe, 2006; Chesneau et al. 2020; Tarquinio et al. 2021).

La diversidad microbiana presente en las semillas se origina en las condiciones internas
dindmicas que experimentan durante su desarrollo y maduracidn, las cuales influyen
directamente en la composicion de la comunidad endofitica (Mano et al. 2006). Los taxones
transmitidos por las semillas deben adaptarse a los rapidos cambios fisioldgicos del
huésped. Solo aquellos microorganismos con caracteristicas especificas, como la resistencia
a la desecacion, la formacion de endosporas (Mano et al. 2006; Compant et al. 2011) y la
motilidad celular (Shazard, 2020), pueden colonizar y prosperar en las condiciones de la
semilla. Ademas, el proceso de colonizacion bacteriana en el tejido de la semilla puede dar
lugar al fenomeno ecoldgico conocido como el efecto de prioridad, que describe como la
secuencia de colonizacion influye en la composicion final de la comunidad, modificando
recursos, interacciones biéticas y condiciones ambientales (Dickie et al. 2012; Fukami, 2015).

La transmision vertical es el proceso mediante el cual los microorganismos se transmiten
de una generacion de plantas a la siguiente, a través de las semillas. Este mecanismo implica
la transferencia de microorganismos presentes en la planta madre a su descendencia,
facilitando la perpetuacion de las relaciones simbidticas entre plantas y sus
microorganismos asociados. La transmision vertical es la principal via para transferir
endofitos entre generaciones de plantas (Truyens et al. 2015; Hardoim et al. 2015; Shade et
al. 2017), e involucra el xilema de la planta materna y las cavidades intracelulares que
conectan la planta madre con la semilla (Compant et al. 2005; Mitter et al. 2017; Shahzad et
al. 2018).

Desde un punto de vista evolutivo, la transferencia vertical permite que los
microorganismos beneficiosos se mantengan en las especies vegetales, favoreciendo su
adaptacidny éxito (Frank et al. 2017). La persistencia de los enddfitos a través de las semillas
podria ser esencial, dado que estos microorganismos aportan beneficios a las plantas
huésped (Khalaf & Raizada, 2018; Mitter et al. 2017). Ademas, la transmisidn vertical podria
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ser evolutivamente ventajosa al reducir la dependencia de la planta hacia la adquisicion de
simbiontes de manera horizontal, lo que asegura la calidad del habitat para la descendencia
(Wilkinson & Sherratt, 2001; Nathan & Muller-Landau, 2000). En el caso de las bacterias, este
tipo de transmision puede ser crucial para preservar comunidades microbianas especificas
y adaptadas a lo largo de generaciones, favoreciendo la estabilidad y continuidad de estas
relaciones simbiodticas (Truyens et al. 2015).

Otra via importante de transmision microbiana se establece durante la floracion, cuando
se desarrolla el sistema reproductivo de la planta. Los 6rganos florales, donde se formaran
y desarrollardn las semillas, albergan un microbioma diverso conocido como antosfera
(Nelson, 2018). Esta zona, que incluye el area alrededor de las flores, y es un entorno Unico
para las comunidades microbianas debido a sus variados nichos en términos de morfologia,
composicidon quimica y longevidad (Aleklett et al. 2014; Ruraz et al. 2023). El microbioma de
la antosfera tiene su origen en diversas fuentes, entre ellas las ambientales como el viento
(Ambika-Manirajan et al. 2016) y las precipitaciones (Gundel et al. 2017; Shade et al. 2017).
Ademas, el néctar floral (Alvarez-Peréz et al. 2012; Bartlewicz et al. 2016) puede servir como
un reservorio para microorganismos que contribuyen a la diversidad microbiana en el
entorno floral (Nelson, 2018).

Otras fuentes del microbioma floral incluyen los polinizadores, que pueden introducir
bacterias , a través en la superficie del estigma o a través del polen durante la penetracion
de los tubos polinicos (Malfanova et al. 2013; Barriel et al. 2015). Existe evidencia de que
este proceso varia entre especies, dependiendo del tipo de polinizacion (Ambika-Manirajan
et al. 2016). Ademas, evidencia reciente sugiere que la polinizacion por insectos juega un
papel clave en la transmisidon de bacterias desde las flores hasta las semillas (Madmony
et al, 2005; Ushio et al, 2015; Prado et al, 2020).

Los microorganismos también pueden colonizar los 6rganos reproductivos de las plantas
a partir de diferentes habitats microbianos como la caulosfera, la filosfera y la carposfera
(Compant et al. 2010, 2011). Durante la fructificacion, la carposfera ofrece un ambiente
favorable para los microorganismos, lo que influye en la resistencia del fruto a patégenos,
asi como en su maduracion y calidad postcosecha (Shade et al. 2013; Wassermann et al.
2019).

Ademas, durante la maduracién de las semillas ocurren otros cambios en la dindmica
bacteriana debido al ambiente interno, como el incremento de la deshidratacion y la presion
osmotica. Existe evidencia de que, en las etapas finales de este proceso, se encuentran mas
endofitos con tolerancia a condiciones de alta presion osmotica, lo cual sugiere una
adaptacion microbiana especifica a los cambios internos de la semilla durante su
maduracion (Mano et al, 2006). Sin embargo, las rutas de transmision de estos
microorganismos aun no se comprenden completamente, dejando espacio para futuras
investigaciones sobre este aspecto clave (Abdelfattah et al, 2023).

En los bosques, las etapas de semillas y plantulas enfrentan tasas de mortalidad elevadas
debido a factores como depredadores, herbivoros, patégenos y condiciones ambientales
adversas (Moles & Westoby, 2004; Bagchi et al, 2014). Los patégenos son cruciales para la
supervivencia de las semillas y el éxito de las plantulas (Bever et al, 2015). Este alto riesgo
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de mortalidad genera presidon para que las semillas se dispersen lejos del arbol materno,
como sugiere la hipotesis de Janzen-Connell (1970), lo que favorece su establecimiento al
reducir la concentracion de patogenos locales.

Latencia de las semillas

Cuando la semilla madura se desprende de la planta madre, inicia su dispersion a traves
de unidades de dispersion, como frutos o estructuras especializadas que protegen el
embridn (Carrion & Cabezudo, 2003). Este periodo de inactividad (latencia), que transcurre
entre la maduracidén de las semillas y su germinacidn, las expone a una variedad de
microorganismos. La dispersidon se divide en dos fases: la dispersidon primaria, que es el
movimiento de una semilla desde la planta madre hasta su primer sitio de reposo, y la
dispersion secundaria, que incluye los movimientos posteriores, tanto horizontales como
verticales en el suelo (Chambers & MacMahon, 1994). La dispersion define el area potencial
de establecimiento para las plantas e influye en procesos subsiguientes como la
depredacion, la germinacion, la competencia y el crecimiento (Schupp, 1993; Nathan &
Muller-Landau, 2000). Esta adaptacion permite evadir enemigos naturales, factores de
mortalidad y competiciones intraespecificas por recursos, lo que aumenta la probabilidad
de encontrar un sitio adecuado para el establecimiento (Fenner & Thompson, 2005). Por lo
tanto, la dispersidn es importante para la regeneracion, el mantenimiento y la dindmica de
las poblaciones de plantas (Traveset et al. 2014).

Las interacciones entre semillas, sus agentes dispersores y los microorganismos ejercen
una funcion clave en la dinamica de las poblaciones vegetales y las comunidades
ecosistémicas (Nelson, 2018). Los mecanismos de dispersion de semillas se dividen en varias
categorias segun el método de transporte: autocoria, donde la planta disemina sus propias
semillas; anemocoria, que involucra la dispersion por el viento; barocoria, basada en la
gravedad; hidrocoria, que utiliza el agua para el transporte; y zoocoria, que depende de los
animales (Poschlod et al. 2013; Traveset et al. 2014). Las semillas de la mayoria de las plantas
son dispersadas por multiples agentes (Bakker et al. 1996), un proceso que interfiere en el
ensamblaje del microbioma en ecosistemas naturales. Cada modalidad de dispersion
expone las semillas a distintos consorcios microbianos (Nelson, 2018; Klaedtke et al. 2016;
Traveset et al. 2014; Viana et al. 2016). La dispersidon hidrocoria, en ambientes acuaticos,
introduce una gran diversidad bacteriana (Pernthaler, 2013), mientras que la dispersion por
viento tiene un impacto menor en el microbioma por su caracter efimero (Nelson, 2018). En
contraste, la dispersion zoocdrica contribuye en mayor medida, especialmente con
endofitos, debido al transito intestinal de los animales y su manipulacion
(Traveset et al. 2014; Viana et al. 2016; Godon et al. 2016). Ademas, la ruptura de estructuras
protectoras durante el transito intestinal o la manipulacion por insectos facilita la
colonizacion de hongos, nematodos y bacterias en el suelo (Davis et al. 2008).

La mayor parte de la mortalidad de las semillas ocurre inmediatamente después de la
dispersion y parece ser independiente del tamano de las semillas (Moles et al. 2003). Existen
diversas adaptaciones que ayudan a maximizar las oportunidades de éxito reproductivo a

16



pesar de los desafios ambientales. Una de ellas es la germinacion rapida, que permite que
las semillas se desarrollen antes de que sean consumidas (Hadj-Chikh et al. 1996). Ademas,
asegurar una alta velocidad de germinacion, que implica una transicion rapida de la
emergencia de la radicula a la fase de plantula, puede mejorar la supervivencia en
condiciones adversas (Beckstead et al. 2007). Otra estrategia importante es desarrollar
tolerancia al dano, permitiendo que las semillas y plantulas sobrevivan a eventos de
depredacion o dano fisico (Dalling & Harms, 1999).

Tras su dispersion, las semillas alcanzan un micrositio de deposicion donde se asocian con
una microbiota especifica (Nelson, 2018), lo que puede influir en su destino, tal como se
muestra en la Figura 1. Algunas semillas persisten en el suelo durante periodos prolongados,
formando parte del banco permanente de semillas, mientras que otras permanecen solo
por periodos breves, formando bancos de semillas transitorios
(Mall & Singh, 2013; Saatkamp et al. 2014). La permanencia en el banco de semillas permite
a las semillas interactuar con una amplia gama de microorganismos del suelo y de su
ambiente circundante (Chee-Sanford & Fu, 2010).

La persistencia de las semillas viables en el suelo depende de diversos factores, entre los
cuales se incluyen las caracteristicas morfofisioldgicas de la semilla, los niveles y tipos de
dormicion, asi como la depredacion, las infecciones por patégenos y la descomposicion
microbiana (Wagner & Mitschunas, 2008). Ademas, las condiciones climaticas y edéaficas
también juegan un papel crucial (Wagner & Mitschunas, 2008; Mall & Singh, 2013;
Saatkamp et al. 2014; Long et al. 2015).

De acuerdo con su tamano, las semillas de mayor tamano suelen depender de mecanismos
de defensa quimica, mientras que las semillas mas pequefias emplean estrategias de
defensa fisica, como cubiertas gruesas y resistentes (Dalling et al. 2020). Ademas, segun el
tipo de dormicion, se distinguen las semillas con dormicidn fisica, que utilizan defensas
estructurales para evitar a los depredadores y germinan rapidamente para evadir patégenos
(Chen et al. 2018). Por ejemplo, la permeabilidad de las semillas, caracteristica de la
dormicion fisica, puede influir en la accesibilidad para los patdgenos (Dalling et al. 2011;
Zalamea et al. 2015). En contraste, las semillas con dormicidon fisiologica invierten en
defensas quimicas y fisicas variables; y las semillas sin dormicion, con defensas limitadas,
pueden depender de microorganismos beneficiosos para proteccion, especialmente en
bancos de semillas en suelos transitorios (Hamzazai, 2020; Kissell, 2019).

El microbioma bacteriano en la transicion de semilla a plantula

La transicion de la semilla a la plantula durante la germinacion es una etapa fundamental
del ciclo de vida, en la que las interacciones previas con los microorganismos pueden tener
su impacto definitivo (Nelson, 2018). Durante la imbibicion y germinacién, tanto la
microbiota endodfita y epifita de las semillas como la microbiota del suelo forman un habitat
denominado espermésfera (Nelson, 2018). En esta fase, los microorganismos presentes en
la espermadsfera se activan e interactuan debido a la liberacion de compuestos bioactivos
por parte de la semilla, que incluyen proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos grasos,
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aminodacidos, compuestos fendlicos y volatiles (Nelson, 2004; Schiltz et al. 2015). Estos
compuestos no solo contribuyen al desarrollo de la semilla, sino que también actdan como
nutrientes y sefales para los microorganismos cercanos, generando un nicho ecoldgico que
afecta la dindmica de los microorganismos asociados en su entorno inmediato (Nelson,
2018).

A medida que la radicula emerge, la influencia de los compuestos secretados por las raices
se extiende a la rizosfera, que se define como la zona del suelo directamente afectada por
las raices (Andreote et al. 2014). Los exudados radiculares modifican la composicion y
estructura de las comunidades microbianas en la rizosfera, alterando la estructura de la
microbiota circundante (Berendsen et al. 2012; Somers et al. 2004). Este proceso es similar
al que ocurre en la espermdsfera, pero a una escala mayor, ya que los nutrientes y
compuestos liberados por las raices afectan un volumen de suelo mucho mas amplio.
Ademas, se ha observado que las bacterias que colonizan las semillas pueden encontrarse
en la rizosfera y suelos circundantes, sugiriendo que los endodfitos transmitidos de esta
manera también pueden colonizar los entornos adyacentes del hospedero a medida que se
da el crecimiento y expansion de la plantula (Hardoim et al. 2012; Muller et al. 2016).

En este momento, el proceso de rizodeposicion, en el cual las raices liberan compuestos
en el suelo a medida que la planta crece, modifica las concentraciones locales de oxigeno y
libera nutrientes adicionales en el suelo. Ademas, los metabolitos secundarios juegan un
papel crucial en la colonizacion endofitica, afectando la estructura y funcion de la
comunidad microbiana dentro de las plantas (Zhang et al. 2006; Papik, 2020).

Por otro lado, la superficie de la plantula, conocida como la filosfera, se coloniza por una
comunidad microbiana diversa. Los estomas, aunque menos estudiados, pueden servir
como rutas de entrada para los endoéfitos provenientes del ambiente. La penetracién en la
planta puede ocurrir a través de estomas, heridas o areas de emergencia de raices laterales,
y las endodfitas pueden producir enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared celular
de los vegetales (McCully, 2002).

Funciones y mecanismos de endéfitos bacterianos en la promocion de la

germinacion de semillas y del crecimiento de plantulas

Funciones de endoéfitos bacterianos

Las semillas de alta calidad, generalmente libres de enfermedades, presentan un mayor
porcentaje de germinacion y mayor vigor (Nelson, 2004; Dalling et al. 2020). En general, la
presencia de funciones ecoldgicas aditivas respaldadas por el microbioma de las plantas
son un rasgo clave que amplia la capacidad de la planta para adaptarse a diversas
condiciones y cambios ambientales (Bulgarelli et al. 2013). Los enddfitos presentes en las
semillas se transmiten verticalmente de las plantas madre a su descendencia (Hardoim et
al. 2008; Nelson, 2018), lo que sugiere que estos enddfitos desempenan un papel
importante en las funciones fisioldgicas de la planta, esenciales para el establecimiento de
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plantulas, asi como para su crecimiento y desarrollo (Truyens et al. 2015; Santoyo et al. 2016;
Verma et al. 2019; Shahzad et al. 2018). A pesar de las diversas funciones, el microbioma de
las semillas ha recibido poca atencion en la ecologia vegetal y pocos estudios han analizado
el papel y las posibles aplicaciones del microbioma de la semilla (War et al. 2023). Aunque
existe cierta informacion sobre la diversidad del microbioma de las semillas, su importancia
funcional aun no se comprende completamente (Links et al. 2014; Barret et al. 2015;
Klaedtke et al. 2016; Chesneau et al. 2021).

Se ha evidenciado que la inoculacion con bacterias enddfitas puede promover la
germinacion y mejorar la tasa de emergencia de plantulas en diversas especies cultivadas
(White et al. 2018; Pitzschke, 2016, 2018; Martins et al. 2018). Por ejemplo, Chenopodium
guinoa (Quinua) presentd una germinacion acelerada, un desarrollo superior y una mayor
resistencia al estrés salino tras ser inoculada con bacterias enddfitas provenientes de sus
propias semillas (Pitzschke, 2016, 2018). De manera similar, en especies invasoras como
Phragmites australis (Carrizo), con la inoculacion con Pseudomonasaumentd la germinacion
y el crecimiento de las plantulas, evidenciando cémo el microbioma de las semillas puede
influir en la dinamica de las invasiones vegetales (White et al. 2018). Ademas, en relacion
con la dormancia, se ha observado que las bacterias presentes en las semillas de Lo/ium
rigidum pueden regular este estado mediante la sintesis de hormonas (Goggin et al. 2015).

Mecanismos de endofitos bacterianos

Existen diversos mecanismos mediante los cuales las bacterias endoéfitas afectan la
fisiologia y ecologia de sus hospedadores. Estos mecanismos pueden variar incluso dentro
de un mismo grupo taxondmico, mientras que enddfitos de diferentes grupos pueden
emplear mecanismos moleculares similares o idénticos (Partida-Martinez & Heil, 2011). Los
endofitos bacterianos, al igual que las bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento
vegetal, pueden promover el crecimiento y desarrollo de las plantas mediante mecanismos
compartidos, como la adquisicion de recursos y la modulacion del crecimiento vegetal
(Hardoim et al. 2008; Santoyo et al. 2016).

i) Adquisicion de nutrientes

Un mecanismo importante por el cual las bacterias endoéfitas influyen sobre el crecimiento
de la plantula es la adquisicion directa de nutrientes minerales. Las bacterias pueden fijar
nitrégeno, solubilizar fosfatos inorganicos y producir sideréforos que facilitan la absorcion
de hierro. Aunque el papel exacto de los enddfitos autdctonos en la movilizacion de
nutrientes desde el endospermo de la semilla durante la germinacion no esta
completamente claro, se presume que podrian interactuar con las plantulas para facilitar
esta movilizacion (Verma et al. 2019).

El nitrdgeno, generalmente considerado uno de los principales nutrientes limitantes en el
crecimiento de las plantas. La capacidad de fijar bioldgicamente el N atmosférico
(diazotrofia), es exclusiva de procariotas, con evidencia en bacterias enddfitas o de vida libre
(Chimwa-murombe et al. 2016). Las bacterias transforman el nitrdgeno atmosférico en
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amonio y generan disponibilidad de nitrito y 6xidos de nitrégeno (N20 y NO). El NO actua
como una molécula de sefalizacidn en las plantas, alterando el crecimiento y la proliferacion
de las raices de manera dependiente de la auxina (Lamattina, 2003).

La deficiencia en la disponibilidad de hierro también se considera un factor limitante para
el desarrollo de las plantas. En condiciones limitantes de este microelemento esencial, las
bacterias endofitas sintetizan sideréforos y acidos organicos que se unen eficientemente al
mismo, facilitando su absorcidn por las células de la raiz (Jeong & Guerinot, 2009). Ademas,
las plantas sintetizan fitosideréforos que capturan hierro y lo transportan a la superficie de
la raiz, donde es reducido para su absorcion, aunque son de muy baja afinidad en
comparacion con los sideroforos bacterianos (Lemanceau et al. 2009). La biodisponibilidad
del hierro promueve directamente el crecimiento y desarrollo de las plantas (Bulgarelli,
2013; Truyens et al. 2015; Shahzad et al. 2018).

i) Produccién de fitohormonas

La fitoestimulacion, que incluye la produccion y modulacion de hormonas como auxinas,
citoquininas y giberelinas, actia como regulador del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Weyens et al. 2009). Por ejemplo, la modulacién del etileno por bacterias productoras de
la enzima ACC desaminasa (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) y el acido indol
acético (IAA) puede potenciar esta produccion (Glick et al. 2005). Esta modulacion del
etileno mejora el crecimiento de raices y la germinacion de semillas al reducir la inhibicion
del crecimiento causada por el estrés, como inundaciones, sequias, compuestos toxicos y
ataques de patdgenos (Long et al. 2010). Existe una amplia evidencia de la presencia de la
enzima ACC desaminasa en bacterias endodfitas, de vida libre y rizosféricas (Lugtenberg et
al. 2013).

Otras fitohormonas clave producidas por bacterias endofiticas incluyen el acido abscisico,
las citoquininas y las giberelinas (Malfanova et al. 2013). Entre ellas, citoquininas bacterianas
destacan por su capacidad para reducir el periodo de dormancia de las semillas, lo que
sugiere una interaccion significativa entre las hormonas bacterianas y vegetales dentro de
la planta. Esta relacion es especialmente relevante en la modulacion de los niveles de
dormancia en las semillas (Goggin et al. 2015).

Ademas, los enddfitos bacterianos también pueden liberar compuestos organicos volatiles
(COV) que promueven el crecimiento de las plantas (Ryu et al. 2004).

iii) Resistencia a patdgenos

Los enddfitos bacterianos protegen a las plantas de los patégenos mediante varios
mecanismos clave. Primero, producen sustancias como sideroforos, antibidticos y
bacteriocinas que limitan el crecimiento de los patdgenos al secuestrar hierro y eliminar
directamente a los organismos dafinos (Berg & Raaijmakers, 2018). Ademas, estos
endofitos estimulan las respuestas defensivas de las plantas, mejorando su capacidad para
resistir infecciones (Rudrappa et al. 2008; de Vrieze et al. 2018).
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Por otro lado, los enddfitos de semillas también compiten por recursos y espacio con los
patdégenos, reduciendo las oportunidades de infeccion. Ademas, hay evidencia del
reclutamiento de cepas bacterianas beneficiosas en la espermosfera después de la
germinacion, la cual puede promover el desarrollo de las plantulas al disminuir la
colonizacion por Pythium aphanidermatum (Jack & Nelson, 2018). En conjunto, estos
mecanismos fortalecen la resistencia de las plantas frente a diversos tipos de estrés biotico
y abidtico (Khalaf & Raizada, 2018).

Microbioma de semillas: fundamentos para su conservacion.

El conocimiento sobre el microbioma de semillas autdctonas en ecosistemas naturales
sigue siendo limitado (Hassani et al. 2018). La mayoria de los estudios se han centrado en
microbiomas de cultivos comerciales, utilizando cepas bacterianas comerciales o aislados
de estos ambientes (Truyens et al. 2015). Esta falta de investigacion impide una comprensidn
mas profunda de cémo las bacterias afectan a ecosistemas naturales mas complejos y
dindmicos (Pérez-Montano et al. 2014; Backer et al. 2018). Por ello, es urgente ampliar los
estudios sobre las bacterias nativas y su impacto a largo plazo en estos ecosistemas (Santos-
Medellin et al. 2021).

La perturbacion antropogénica del habitat es un factor clave que altera la biodiversidad,
afectando no solo la persistencia de las especies, sino también las interacciones ecoldgicas
que las sostienen (Fonturbel, 2015). Estas interacciones ecoldgicas son fundamentales, ya
que vinculan la seleccién natural y la dinamica de las poblaciones, sustentando los procesos
ecoldgicos y evolutivos que impulsan la biodiversidad.

En este contexto, el microbioma de las semillas forma parte de una red compleja de
interacciones en los ecosistemas. Actualmente se conoce que el ensamblaje del microbioma
de las semillas tiene vinculo con otras interacciones, entre ellas con los microbiomas de los
dispersores y polinizadores (Rodriguez-Cabal et al. 2007; Fonturbel, 2015). Las interacciones
que tienen lugar dentro y alrededor de las semillas tienen impactos significativos sobre la
salud y la productividad de las plantas en los ecosistemas tanto agricolas como naturales
(Nelson, 2018).

La introduccidn de especies exoticas representa una causa comun de alteracion en las
funciones ecosistémicas (Hooper et al. 2005). En este contexto, las semillas de especies
exoticas suelen ser introducidas junto con su microbioma residente, el cual podria
desempenar un papel crucial en su establecimiento, colonizacién y propagacion, en
concordancia con la hipdtesis del mutualismo mejorado (Klironomos, 2002; Reinhart &
Callaway, 2006; Shearin et al. 2018). Sin embargo, el papel especifico del microbioma de la
semilla en la capacidad invasiva de estas especies aun no ha sido completamente elucidado
(Newcombe et al. 2009). Por ello, profundizar en las interacciones entre el microbioma de
las semillas, las plantas y los mecanismos subyacentes bajo condiciones naturales es esencial
para predecir de manera mas precisa las consecuencias de estas relaciones en la dinamica
de las comunidades vegetales y los procesos de invasion.
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El conocimiento actual del microbioma de la semillas contribuye a la conservacion de
especies de plantas dado su interaccion con su ciclo de vida (Berg & Raaijmakers, 2018).
Entre las estrategias de conservacion y restauracion de comunidades vegetales, esta el
almacenamiento de semillas autdctonas (Merritt & Dixon 2011). Chandel et al. (2021)
demostraron que, en Glycine max (Soja) el secado inicial de las semillas antes del
almacenamiento redujo significativamente la composicion microbiana, lo que sugiere que
el aislamiento microbiano previo al secado es fundamental para conservar estos
microorganismos. Ademas, identificaron que el almacenamiento a -20 °C es la condicion
mas adecuada para preservar el microbioma bacteriano de las semillas, ya que esta
temperatura ralentiza la pérdida de diversidad microbiana, especialmente en taxones de
baja abundancia, durante periodos prolongados. No obstante, la influencia de las
condiciones de almacenamiento en la conservacion del microbioma de las semillas sigue
siendo poco estudiada, especialmente en el caso de las semillas de especies nativas. El
microbioma de las semillas se ha propuesto como una herramienta para la conservacion y
la restauracion de los ecosistemas (Truyens et al. 2015; Kusstatscher et al. 2027).
Tradicionalmente, los programas de restauracion de ecosistemas degradados se han
centrado en la reintroduccidn de especies vegetales, evaluando la biodiversidad
principalmente en funcion del ndmero y la abundancia de especies (Wortley et al. 2013;
Fraser et al. 2015). Sin embargo, estos proyectos suelen enfocarse en plantas vasculares,
dejando de lado los microrganismos, y el papel esencial que desempenan en la
funcionalidad de los ecosistemas (Barrett et al. 2009; Harry, 2009; Calabrese & Rovere, 2013).
Incluir el microbioma en los procesos de restauracion puede transformar la salud de las
plantas en un puente hacia la recuperacion integral del ecosistema.

Por lo tanto, el estudio del microbioma de las semillas es fundamental para comprendery
conservar la diversidad de los ecosistemas naturales. A pesar de su importancia, la
investigacion en este campo aun es incipiente, y persisten muchas preguntas sobre cémo
influye en la adaptacion de las plantas, sus interacciones ecoldgicas y la invasividad de
especies exoticas. Para avanzar en la conservacion y restauracion de los ecosistemas, es
crucial profundizar en el conocimiento del microbioma de las semillas y garantizar que las
estrategias de conservacion incluyan la preservacion de organismos microbianos esenciales.

A nivel mundial, la investigacion sobre el microbioma de las semillas, aunque aun en sus
primeras etapas, estd proporcionando valiosa informacion sobre sus diversidad, funciones
y mecanismos de interaccidn con las plantas hospedantes. Esta investigacion también esta
revelando cémo la diversidad microbiana presente en las semillas interactia con otros
microbiomas importantes, como el de las plantas, el del suelo, asi como los microbiomas
asociados con dispersores y polinizadores. En esencia, los estudios estan comenzando a
desentranar las complejas redes de relaciones entre los microorganismos en las semillas y
sus efectos en el entorno, lo que es fundamental para entender la ecologia y el
funcionamiento de los ecosistemas (Nelson, 2018).

Particularmente en Uruguay, el conocimiento actual del microbioma de semillas en
especies nativas es limitado, especialmente en comparacidon con el entendimiento de
microorganismos simbidticos en leguminosas (Zabaleta, 2013; Rios Mendaro, 2014), y de
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endofitos hongos en especies arbdreas asociados a las hojas y semillas (Alonso et al. 2017;
Bettucci et al. 2004; Tiscornia et al. 2012; Sessa et al. 2018). Siendo estudio de las bacterias
endofitas de arboles nativos de Uruguay un area poco investigada (Vaz Jauri et al. 2023).

El Laboratorio de Microbiologia de Suelo (LMS) del Instituto de Ecologia y Ciencias
Ambientales (IECA) de la Facultad de Ciencias - UdelaR conjunto con el Laboratorio de
Ecologia Fluvial del Departamento de Ciencias Bioldgicas del CENUR Litoral Norte - UdelaR
comenzd en el afio 2021 sus experiencias en el estudio de la microbiota endofitica cultivable
en semillas nativas de bosques riparios en el corredor bioldgico del Rio Uruguay. Su
investigacion se ha centrado en las bacterias nativas asociadas a diversas especies lefiosas
nativas, considerando que representan una valiosa riqueza natural de nuestro bosque* con
informacion sumamente limitada. El grupo LMS, ha dirigido sus esfuerzos al estudio de las
caracteristicas de los endéfitos bacterianos, poniendo énfasis en aislamientos bacterianos,
y evaluar como las bacterias nativas pueden promover el crecimiento de plantulas. Entre los
arboles estudiados se encuentran especies nativas de las familias mas representativas del
pais, siendo Myrtaceas como Fugenia uruguayensis 'y Myrcianthes cisplatensis, y de la
familia Fabaceae entre ellas, £rythrina crista-galli y Gleditsia amorphoides, ademas se
estudio la invasora Gleditsia triacanthos. Las semillas nativas mostraron una amplia
diversidad de aislamientos bacterianos, destacando la presencia de 28 géneros, entre ellos
Pseudomonas 'y Bacillus, muchos de los cuales presentan caracteristicas biotecnoldgicas
notables. Estos hallazgos, recientemente publicados en Vaz Jauri et al. 2023, enriquecen
nuestro conocimiento sobre las interacciones planta-microorganismo en los bosques y
proporcionan informacién valiosa para la conservacion y el manejo de estos ecosistemas.
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Capitulo |l

Interaccion de semillas y plantulas de arboles nativos de Uruguay
con bacterias enddfitas nativas, en las primeras etapas de la
regeneracion.
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Resumen

Las relaciones entre las bacterias enddfitas y sus plantas huésped se han desarrollado a lo
largo de una larga historia evolutiva, y tiene influencia en su aptitud a través de funciones
esenciales para su desarrollo y evolucion, impactando en la estabilidad y el funcionamiento
de los ecosistemas. El interés en estudiar las comunidades microbianas asociadas a las
plantas ha aumentado significativamente en las Ultimas décadas. Esta creciente atencion ha
revelado la importancia de considerar el microbioma un componente activo del desarrollo
de las plantas huésped, que también responde a los cambios en las condiciones ambientales
(bidticas y abidticas). Esta tesis tiene el objetivo general de evaluar el efecto de la inoculacion
de bacterias enddfitas nativas en las fases iniciales de la regeneracion en tres especies de
arboles nativos, con un enfoque especifico en los procesos de germinacion y el desarrollo
temprano de las plantulas. En el capitulo |, se realiza una revisidon del conocimiento actual
sobre las bacterias enddfitas y su interaccidon con las plantas durante las etapas iniciales del
desarrollo vegetal. En el capitulo Il, dada la importancia ecoldgica de las zonas riberefias y
los pocos estudios sobre el microbioma de semillas de estos ecosistemas, se evalla el efecto
de la inoculacidon de bacterias enddfitas en tres especies nativas del Bajo Rio Uruguay en
América del Sur, Blepharocalyx salicifolius (Myrtaceae), Erythrina crista-galli (Fabaceae) y
Neltuma affinis (Fabaceae). Evaluamos el efecto de inoculacion con bacterias provenientes
de semillas nativas de arboles de Uruguay: Neobacillus drentensis (origen Myrtaceae),
Kosakonia radicincitans (origen Fabaceae), Citrobacter freundii y Priestia megaterium
(origen Lauraceae) sobre la germinacion y crecimiento de las plantulas. Especificamente,
evaluamos la respuesta germinativa (proporcién de germinacion final, velocidad de
germinaciéon y tiempo medio de germinacién), y la vigorosidad de las plantulas en su
primera etapa del establecimiento (biomasa seca, altura del tallo, area foliar y la relacion
biomasa subterraneo:aérea), en comparacion con el control sin inoculacidn. Los resultados
resaltan 1) las bacterias endofitas nativas inoculadas tuvieron varios efectos tanto en las
variables de germinacion como en el crecimiento de las plantulas, 2) los efectos de la
inoculacion variaron segun la combinacidn de bacteria y especie de arbol. Estos resultados
sugieren el potencial efecto de las bacterias endodfitas en las etapas de las primeras fases de
la regeneracion y resalta la complejidad de las interacciones entre bacterias y plantas. Los
cuales plantea muchas preguntas y abren nuevos caminos para futuros estudios en la
biologia de microorganismos asociados con las plantas nativas y la ecologia de plantulas en
bosques de Uruguay.
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Capitulo Il

Interaccion de semillas y plantulas de arboles nativos de Uruguay con

bacterias endéfitas nativas, en las primeras etapas de la regeneracion.

INTRODUCCION

En la actualidad, las plantas son conceptualizadas como holobiontes vegetales, entidades
compuestas por la planta huésped y su microbiota asociada, denominado microbioma
vegetal (Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008). El microbioma vegetal coloniza todas las
especies de plantas conocidas y se encuentra en varias partes de las plantas, incluidas las
semillas (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). A lo largo de su coevolucion, el
microbioma vegetal ha desarrollado una relacion simbidtica con el huésped, influyendo en
numerosos procesos bioldgicos clave para su supervivencia y desarrollo. Durante las etapas
mas vulnerables del desarrollo vegetal, estas interacciones resultan fundamentales para la
dindmica de las poblaciones y comunidades vegetales (Berg et al. 2014; Larios et al. 2017;
Dalling et al. 2020), lo que es esencial para el establecimiento y la continuidad de las
especies a largo plazo (Buckley et al. 1998).

La germinacion y el desarrollo de las plantulas dependen de una diversidad de factores,
tanto bioticos, como el microbioma asociado y la accién de depredadores, asi como por
factores abidticos, como la temperatura y la luz (Fenner & Thompson, 2005; Sarmiento et al.
2017; Khalaf & Raizada, 2018; Abdelfattah et al. 2023). Dada la alta presion de seleccion
natural en esta etapa, los individuos estan expuestos a altos riesgos de mortalidad,
representando un “cuello de botella” en su sobrevivencia (Leck et al. 2008; Alvarez-Clare &
Kitajima, 2009). Estos factores actian como “filtros” ecoldgicos y determinan la distribucion
espacial de los individuos, por lo tanto, la estructuracién de las comunidades (Wang &
Smith, 2002; Donohue et al. 2010). Existe una amplia evidencia de que bacterias interfieren
en estas etapas iniciales, estimulando los procesos de germinacion y crecimiento en las
plantas, a través de diversos mecanismos, como la fijacion de nitrogeno o la solubilizacién
de fosforo, la produccidn de fitohormonas y la induccidn de la resistencia sistémica (Weyens
et al. 2009; Compant et al. 2010; Partida-Martinez & Heil, 2011; Malfanova et al. 2013; Shade
et al. 2017).

La transformacion de los ecosistemas, impulsada por las actividades humanas y el cambio
climatico, ha aumentado la necesidad de investigar y gestionar los bosques nativos. Las
zonas riberefias, que cumplen un papel ecolégico fundamental, estan siendo especialmente
afectadas por la agricultura, la ganaderia, la forestacion y la expansion urbana. Esta
alteracion ha generado una creciente preocupacion, tanto a nivel global como nacional, por
la recuperacion de estos ecosistemas. Por ello, es crucial comprender las etapas de
regeneracion de las especies nativas y sus interacciones. Este conocimiento es esencial para
desarrollar estrategias de restauracion adaptadas a las condiciones especificas de cada
ecosistema y para mitigar los impactos en las cuencas hidrograficas.
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La cuenca del Rio Uruguay cubre un area de aproximadamente 365,000 km? y se extiende
a lo largo de 1,600 km, abarcando territorios de Brasil, Argentina y Uruguay (Di Persia et al.
1986). En la cuenca, los bosques desempefian un papel clave en la conservacion de la
biodiversidad y el mantenimiento de servicios ecosistémicos, como la proteccion del ciclo
hidroldgico, la prevencion de la erosidn y la contaminacion de los cursos de agua (Huston
et al. 2004; Pinay et al. 1993). A pesar de su relevancia y del creciente interés nacional en la
regeneracion de bosques (Etchebarne & Brazeiro, 2016; Etchebarne-Palla et al. 2022), la
desforestacion (Proyecto REDD+ Uruguay, 2019), el control de especies exdticas (Sosa et al.
2015; Proyecto REDD+ Uruguay, 2019; 2020), y la restauracion y gestion forestal (MGAP,
2018), la investigacion sobre la ecologia de semillas y plantulas de arboles nativos sigue
siendo limitada, al igual que el estudio de las bacterias enddfitas en estas especies (Vaz Jauri
et al. 2023).

Existe evidencia de la diversidad de bacterias en especies arbdreas (Alibrandi et al. 2018;
Yarte et al. 2020), principalmente en forestales domesticadas como el pino y el eucalipto
(Izumi 2011; Kandel et al. 2017). Sin embargo, en Uruguay los estudios de enddfitos en
especies arboreas se han centrado predominantemente en hongos asociados a las hojas y
semillas (Alonso et al. 2011; Bettucci et al. 2004; Tiscornia et al. 2012: Sessa et al. 2018).

El Laboratorio de Microbiologia de Suelos (LMS) participa en el proyecto del Convenio
Especifico entre la Comisién Administradora del Rio Uruguay (CARU) y el CENUR-Litoral-
Norte: “Ecologia de la regeneracion de especies lefiosas nativas del Litoral y su aplicacion a
la restauracion de zonas riberefias” bajo la coordinacién del Polo Ecologia Fluvial del
CENUR-Litoral-Norte. En este marco el LMS desarrollo estudios de la diversidad funcional
de bacterias cultivables del microbioma de semillas de especies nativas de la familia
Fabaceae: Coronda (Gleditsia amorphoides), Ceibo (Erythrina crista-gall), y Myrtaceae:
Guayabo colorado (Myrcianthes cisplatensis) y Guayabo blanco (Eugenia uruguayensis).
Actualmente, esta coleccion de bacterias y los resultados parciales contribuyen a entender
la biodiversidad taxondmica y funcional de las bacterias endofitas asociadas a las semillas
de los ecosistemas, evidenciando una gran diversidad bacteriana en las semillas de especies
de arboles nativos de los bosque del Rio Uruguay.

Los beneficios de la inoculacion con bacterias endéfitas han sido ampliamente estudiados
en cultivos y escasamente en plantas nativas, siendo ésta una gran oportunidad de
investigacion con aislamientos de bacterias endofitas nativas. El principal objetivo de esta
investigacion sera analizar el efecto de la inoculacidn con bacterias enddfitas de semillas de
arboles nativos sobre la germinacion y el crecimiento de arboles nativos de las zonas
riberefas del Rio Uruguay. El proyecto pretende aportar informacion base sobre las
interacciones de arboles nativos de los bosques de Uruguay con bacterias endofitas nativas
en las primeras fases de regeneracion de las plantas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los efectos de la inoculacidon con cuatro especies de bacterias endéfitas nativas
Neobacillus drentensis, Kosakonia radicincitans, Citrobacter freundii'y Priestia megaterium
sobre la germinacion y el desarrollo temprano de plantulas de las especies arbdreas
Blepharocalyx salicifolius (Myrtaceae), Erythrina crista-galli (Fabaceae) y Neltuma affinis
(Fabaceae).

Hipotesis

i) La inoculacién con las bacterias enddfitas nativas Neobacillus drentensis,
Kosakonia radicincitans, Citrobacter freundiiy Priestia megaterium aumentara
significativamente la respuesta germinativa de las semillas de Blepharocalyx
salicifolius (Myrtaceae), Erythrina crista-galli (Fabaceae) y Neltuma affinis
(Fabaceae), reflejada en una mayor proporcidon de germinacion final, una mayor
velocidad de germinacién y una reduccion en el tiempo medio de germinacion.

i) La inoculacidon con bacterias enddfitas nativas (Neobacillus drentensis,
Kosakonia radicincitans, Citrobacter freundiiy Priestia megaterium), promovera
un crecimiento inicial mas vigoroso en las plantulas de Blepharocalyx salicifolius
(Myrtaceae), Erythrina crista-galli (Fabaceae) y Neltuma affinis (Fabaceae),
medido en términos de biomasa seca total, altura del tallo, area foliar y la

relacion subterraneo:aérea.

Objetivos especificos

i) Analizar la respuesta germinativa de las semillas de B. salicifolius (Myrtaceae), £.
crista-galli (Fabaceae) y N. affinis (Fabaceae) tras la inoculacion con las bacterias
endofitas nativas N. drentensis, K. radicincitans, C. freundiiy P. megaterium, en
términos de proporcion de germinacidn, tiempo medio de germinacién y
velocidad de germinacion.

i) Evaluar las variables de crecimiento temprano de las plantulas de las especies 5.
salicifolius (Myrtaceae), £. crista-galli (Fabaceae) y N. affinis (Fabaceae) tras la
inoculacion con las bacterias endodfitas nativas Neobacillus drentensis, K.
radicincitans, C. freundii'y Priestia megaterium, en términos de biomasa seca

total, altura del tallo, area foliar y la relacion subterraneo:aérea.
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METODOS

Area de estudio

La Cuenca del Rio Uruguay abarca aproximadamente 365,000 km? y se extiende a lo largo
de unos 1,600 km (Di Persia & Neiff, 1986). Esta cuenca representa alrededor del 11.5% de
la cuenca del Rio de la Plata, segun la delimitacidon de cuencas por HYDROSheds (Lehner &
Grill, 2013), e incluye territorios de Brasil, Argentina y Uruguay. El Rio Uruguay tiene su
origen en las elevadas regiones de la Serra do Mar, en la costa atlantica de Brasil,
especificamente en las cabeceras de los rios Pelotas y Canoas (Figura 1). El clima de la regidn
se caracteriza como subtropical himedo (Cfa, Clasificacion Climatica de Képpen), con una
precipitacion anual promedio de 1397 mm y-". La lluvia se distribuye a lo largo del afio, con
un promedio mensual de 116 mm, segun los datos de precipitacion mensual CRU 4.05 de
1970 a 2020, accesibles en el KNMI Climate Explorer (Trouet y Van Oldenborgh, 2013).
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W Bosque, sabanas y arbustales
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Figura 1. Mapa de la Cuenca del Rio Uruguay, con sitios de coleccion del material vegetal y microbiano.
Los puntos son sitios de colecta de semillas. En amarillo las especies inoculadas, 8. salicifolius (Myrtaceae)
(B.S-M), £ crista-galli (Fabaceae) (E.C) y N. affinis (Fabaceae) (N.A-F). En rosado semillas de bacterias
enddfitas: N. dretensis (ESF), K. radicincitans (MQU), C. freundii y P. megaterium (ISQ). Las Areas
Protegidas en Uruguay indicado en naranja (DINAMA-Geoservicios), debajo cobertura de bosque,
sabana y vegetacion arbustiva, obtenida a partir de datos MODIS Land Use MCD12Q1 Spatial resolution
of 500 x 500 m.
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Los bosques en Uruguay ocupan el 5.2% del territorio nacional (MGAP, 2018). Aunque
representan una baja superficie, estos ecosistemas son fundamentales para la conservacion
de la biodiversidad, con una alta proporcién de la flora lefiosas (91% de las especies) y fauna,
incluyendo un 38% de los anfibios, 89% de los reptiles, 61% de las aves y 91% de los
mamiferos (Brazeiro et al. 2014). El bajo Rio Uruguay y sus tributarios se caracterizan por la
presencia de cursos de agua de orden tres y superiores, asi como por la existencia de
bosques riberefos, los cuales desempefian un papel fundamental en la zona riberefia de los
principales rios de la region (Mary-Lauye et al., 2023). El drea de estudio incluye bosques
que son importantes corredores bioldgicos (Nores et al. 2005), brindan servicios
ecosistémicos ligados a la proteccion del ciclo hidrolégico (Huston et al 2004) y previenen
la erosion del suelo y la contaminacidn organica de los cursos de agua (Pinay et al. 1993).
Los bosques riberefios nativos enfrentan actualmente una creciente amenaza debido a la
intensificacion de la agricultura y la ganaderia, asi como a la invasion de especies exdticas
(Etchebarne & Brazeiro, 2016; Etchebarne-Palla et al., 2022).

La flora lefiosa (arbdrea y arbustiva) de Uruguay pertenece a la region Pampeana (Cabrera
& Willink, 1973), que esta estrechamente relacionada con las floras de origen subtropical
Paranaense y Chaquena de las provincias vecinas (Chebataroff, 1942; Grela, 2004; Haretche
et al, 2012). En particular, el area de estudio estd influenciada por dos regiones
dendrofloristicas: la Paranaense, que abarca el bosque riberefo del Rio Uruguay clasificado
como Bosque latifoliado de planicie vargedicola, y la Chaqueia, que afecta los bosques
parque del litoral, clasificados como Sabana arbolada de planicie en suelo alcalino (Grela,
2004; Haretche et al., 2012; Brazeiro et al., 2020).

El bosque latifoliado de planicie vargedicola, conocido como “bosque riberefo” en
Uruguay, se encuentra asociado a los cursos de agua, siendo una formacién caracteristica
de las zonas riparias del Rio Uruguay y sus afluentes. Este ecosistema estd compuesto
principalmente de arboles y arbustos, formando un dosel continuo con una cobertura
superior al 50% y alturas que varian entre 3 y 20 metros (Brazeiro et al. 2020). Estos bosques
son dinamicos y estan adaptados a las inundaciones periddicas y a la alta humedad del
suelo. Presentan una zonificacion basada en las necesidades hidricas de las especies: cerca
del agua predominan especies hidréfilas como Salix humboldtiana (Sauce), Pouteria
salicifolia (Mataojo) y Cephalanthus glabratus (Sarandi colorado); en zonas intermedias se
encuentran especies mesofilas como Blepharocalyx salicifolius (Arrayan) y Eugenia uniflora
(Pitanga) y en areas mas secas y luminosas, especies semixerdfilas como Vachellia caven
(Espinillo) y Schinus molle (Molle) (Rodriguez et al, 2018).

La sabana arbolada de planicie en suelos alcalinos, conocida como “bosque parque” en
Uruguay, se caracteriza por la coexistencia de arboles dispersos y una cobertura herbacea
densa que supera el 50% de la superficie. Su dosel arbdreo es abierto, con una cobertura
que varia entre el 10% y el 50%, lo que favorece el desarrollo de una rica diversidad de
hierbas y subarbustos predominantes en el paisaje (Brazeiro et al., 2020). Este ecosistema,
tipico de planicies con suelos alcalinos, presenta vegetacion arbdrea y arbustiva dispersa,
dominada por especies espinosas adaptadas a condiciones xerdfilas o semixerdfilas en
suelos mal drenados y salinos, conocidos como blanquizales o blanqueales (Rodriguez et
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al., 2018; Baietto et al., 2024). Entre las especies mas representativas se encuentran
Neltuma nigra (Algarrobo negro), Neltuma affinis (Nandubay), Vachellia caven (Espinillo), y
Aspidosperma quebracho-blanco (Quebracho blanco) (Rodriguez et al. 2018).

En esta drea se localizan zonas protegidas pertenecientes al Sistema Nacional de Areas
Protegidas (SNAP) de Uruguay, cuya finalidad es conservar y proteger la diversidad de
paisajes, ecosistemas, especies y elementos culturales del pais. En particular, el area de
estudio incluye las areas protegidas del Parque Nacional Esteros de Farrapos e Islas del Rio
Uruguay, asi como la Reserva de Recursos Manejados Montes del Queguay.

Seleccion de especies arboreas

Las especies arbdreas seleccionadas, Blepharocalyx salicifolius, Erythrina crista-galli y
Neltuma affinis (Tabla 1), representan las dos familias mas importantes en términos de
diversidad de especies lefiosas en Uruguay: las Mirtaceas (Myrtaceae) y las Leguminosas
(Fabaceae). La disponibilidad de semillas fue un factor clave en la seleccidon de estas
especies, particularmente al tener en cuenta los efectos del fendmeno climatico La Nifa,
gue causd una sequia prolongada y una reduccion en la produccion de frutos durante los
anos 2021 y 2022 (Barreiro & Renom, 2023). Los sitios de colecta incluyen el sitio Ramsar y
Parque Nacional Esteros de Farrapos e Islas del Rio Uruguay, donde se colectaron semillas
con las coordenadas: Blepharocalyx salicifolius (-32.6400°S, -58.1489°W), Erythrina crista-
galli(-32.3121°S, -58.0999°W) y Neltuma affinis (-32.38658°S, -58.0539°W) (Figura 1).

Tabla 1. Caracteristicas de las especies arbdreas de enfoque. La tabla presenta la familia botanica, la
especie, el tipo de fruto, el mecanismo de dispersién, el mes y afio de colecta y el tipo de cotiledones
de cada especie.

Familia Especie Fruto Dispersion Colecta Cotiledones

Myrtaceae  Blepharocalyx salicifolius  Drupa Zoocorica Abril, Reserva
indehiscente 2023

Fabaceae Erythrina crista-galli Legumbre, Hidrocoria Octubre, Reserva
dehiscente 2022

Fabaceae  Neltuma affinis Legumbre, Zoocorica Abril, Foliar
indehiscente 2023

Blepharocalyx salicifolius

Blepharocalyx salicifolius, conocido como Arrayan, es un arbol que varia en tamafio,
alcanzando entre 4 y 12 metros de altura, con un tronco recto de hasta 40 cm de diametro
a la altura del pecho (Silva Junior, 2005; Rodriguez et al. 2018). Esta especie pertenece a la
familia Myrtaceae, y se distribuye en Bolivia, Ecuador, sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y en
el noreste y noroeste de Argentina, llegando hasta la provincia de Buenos Aires, donde es
comun en la ribera del Rio de la Plata y en los bosques del Delta del Parana (Landrum, 1986;
Cabrera & Zardini, 1979; Carvalho, 2006). B. salicifolius prospera en diversos ambientes,
desde campos abiertos hasta sotobosques bien desarrollados, siendo frecuente en bosques
riberefos especialmente en areas maduras del ecosistema (Lorenzi, 1998). Es considerada
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una especie climax secundaria tardia o demandante de luz (Carvalho, 2006), y algunos
autores la categorizan como especie tolerante a la sombra (Morales et al. 1995, Arturi et al.
1998).

El fruto de B. salicifolius es una baya globosa de 3 a 5 mm de didametro, de color naranja a
rojizo, y contiene maximo 4 semillas (Rego et al. 2009; Rodriguez et al. 2018). Estas semillas
son pequenas, reniformes, de color verdoso, y miden entre 4 y 5 mm de largo. La dispersion
es zoocorica, principalmente a través de aves frugivoras (Mantese & Montaldo, 2000; Silva,
2006. Los frutos maduran de enero a marzo y las semillas, que no presentan dormicion,
germinan rapidamente (Rego et al. 2013), aunque su longevidad es baja (Lorenzi, 1998;
Carvalho, 2006; Rego et al. 2009). Las semillas de esta especie son recalcitrantes, lo que
significa que no toleran la deshidratacion (Rego et al. 2013). Ademas, posee cotiledones
epigeos y es fanerocotiledonea (Rego et al. 2013).

Erythrina crista-galli

Erythrina crista-galli L., conocida comunmente como Ceibo, es un arbol de 4-10 m de
altura, con tronco de hasta T m didmetro en la base (Rodriguez et al. 2018). Esta especie
pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, y se distribuye en América del
Sur, en Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay (de Mello et al. 2019).

Se encuentra comlUnmente en &reas riberefias, bosques subtropicales y templados, asi
como en zonas inundables debido a su capacidad higroscépica, con adaptaciones a
ambientes inundables, incluidos pajonales y albardones (Carvalho, 2006; Brussa & Grela,
Rodriguez et al., 2018). Ademas, es una especie pionera (de Mello et al.,, 2019; Gonzélez &
Cadenazzi, 2015) y tiene la capacidad de fijar nitrégeno en el suelo (Silva et al., 2006).

El fruto de Erythrina crista-galli es una legumbre dehiscente, multiseminada, que mide
entre 1,2y 1,8 cm de ancho por 2 a 35 cm de largo, con un color marrén oscuro (Rodriguez
et al, 2018). Las semillas, de forma reniforme, presentan un color castafo oscuro, una
superficie lisa y un tegumento duro, alcanzando longitudes de entre 1y 1,5 cm (Velasquez
et al,, 2019). Esta especie exhibe un ciclo bianual, con floracion y fructificacion que ocurre
entre diciembre y marzo (Brussa & Grela, 2007). La dispersion de sus semillas es
predominantemente hidrocdrica, siendo transportadas por el agua, lo que facilita su
propagacion a lo largo de los cursos fluviales (Gonzalez & Cadenazzi, 2015). Las semillas
presentan dormicion fisica (Silva et al., 2006; Mello et al., 2016), una caracteristica comun en
la familia Fabaceae (Silva et al., 2006). Los tratamientos pregerminativos mas utilizados para
esta especie incluyen la escarificacion quimica, mecanica y térmica (Silva et al.,, 2006; Mello
etal., 2016). La germinacion de £. crista-gallies epigea o fanerocotiledénea (Carvalho, 2006).
Aunque se clasifica generalmente como una semilla ortodoxa (Silva et al., 2006), algunos
estudios sugieren que £. crista-galli podria presentar semillas recalcitrantes (Neill, 1993).

Neltuma atfinis

Neltuma affinis, previamente conocida como Prosopis affinis (Hughes et al 2022),
comuinmente denominada Nandubay, es un arbol de pequefio porte, de 3 a 8 metros de
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altura, con copa extendida achaparrada (Rodriguez et al. 2018). Esta especie pertenece a la
familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, se distribuye en Argentina, Brasil, Paraguay y
Uruguay. V. affinis es una especie caracteristica de la provincia del Espinal, crece en todo el
litoral del pais a veces junto con N. nigra (Algarrobo), constituyendo formaciones de
bosques parques, en pequenos islotes y en ejemplares aislados (Rodriguez, et al. 2018). La
especie muestra una clara adaptacion a la ocurrencia de episodios de sequia. Sin embargo,
desde el punto de vista edafico, es tolerante al mal drenaje, sobreviviendo en sitios
inundados periddicamente. Es también una especie fijadora de nitrogeno (Bennadji, &
Alfonso, 2013).

El fruto de Neltuma affinis es una legumbre multiseminada, con un margen ondulado y un
color amarillo con manchas violaceas (Palacios & Brizuela, 2005; Rodriguez et al. 2018). Las
semillas tienen una forma ovalada, de color marrdn, y estan recubiertas por un tegumento
externo resistente. Para reducir la dormicién del tegumento, los tratamientos mas efectivos
incluyen la aplicacion de acido sulfurico y el lijado (Carrillo et al., 2020). En términos de
viabilidad y capacidad de germinacion, las semillas mantienen su potencial germinativo
incluso después de 5 meses de recoleccion y almacenamiento a 4°C en condiciones de
refrigeracion (Carrillo et al., 2020).

Origen de material microbiano

Las bacterias endofitas utilizadas en este estudio fueron aisladas y caracterizadas por Vaz
et al. (2023), donde analizaron la microbiota bacteriana cultivable de semillas de arboles
nativos de Uruguay. Las semillas fueron recolectadas entre 2019 y 2020 en cinco sitios
diferentes, incluidos Areas Protegidas y sitios Ramsar. Para aislar las bacterias, las semillas
fueron esterilizadas y cultivadas en diversos medios, seleccionando cepas de interés
biotecnoldgico. Se evaluaron caracteristicas como la actividad de pectinasa, el antagonismo
contra Fusarium graminearum y la capacidad de promover el crecimiento de Brassica juncea
(Vaz Jauri et al.,, 2023).

Para este ensayo, se seleccionaron bacterias representativas de cada familia botanica del
hospedador, conformando un grupo de cepas que reflejan la diversidad de las familias de
plantas estudiadas, elegidas por sus caracteristicas relacionadas con la promocion del

Tabla 2. Bacterias enddfitas seleccionadas con su clasificacidn taxondmica y los hospedadores vegetales
nativos asociados. Los sitios de coleccion para cada una de las bacterias enddfitas seleccionadas son:
Islas del Queguay (ISQ), Montes del Queguay (MQU) y area protegida Parque Nacional Esteros de
Farrapos e Islas del Rio Uruguay (EST).

Bacteria endofita Orden Hospedador vegetal Sitio de
colecta
Neobacillus drentensis Bacillales Eugenia uruguayensis (Myrtaceae) ESF
Kosakonia radicincitans Enterobacterales Gledlitsia amorphoides (Fabaceae) MQU
Citrobacter freundii Enterobacterales Nectandra angustifolia (Lauraceae) 1ISQ
Priestia megaterium Bacillales Nectandra angustifolia (Lauraceae)  1SQ
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crecimiento vegetal. Las especies bacterianas seleccionadas fueron: Neobacillus drentensis,
Kosakonia radicincitans, Citrobacter freundiiy Priestia megaterium (Tabla 2).

Los sitios de colecta incluyen Islas del Queguay (ISQ), Montes del Queguay (MQU) y area
protegida Parque Nacional Esteros de Farrapos e Islas del Rio Uruguay (EST), donde se
colectaron semillas con las coordenadas: N. dretensis aislada de Eugenia uruguayensis
(Myrtaceae) (-32.6427°S, -58.1401°W), A. radicincitans de Gleditsia amorphoides (Fabaceae)
(-32.1658°S, -57.4493°W), C. freundiiy P. megaterium de Nectandra angustifolia (Lauraceae)
(-32.1730°S, -58.1360°W) (Figura 1).

Neobacillus drentensis

Neobacillus drentensis, previamente descrita como Bacillus drentensis, pertenece al filo
Firmicutes (Patel & Gupta, 2020; Heyrman et al., 2004). Es una bacteria Gram-positiva,
aerobia y formadora de esporas (Liu, 2016). Esta especie ha sido identificada como enddfita
en diversos cultivos, incluyendo Physalis ixocarpa, Lavandula dentata (lavanda), Oryza sativa
(arroz) (Yadav et al., 2011), Vigna radiata (frijol mungo) (Mahmood et al., 2016), asi como en
Mimosa pudica (Fabaceae) (Hernandez-Pacheco et al., 2021; Pereira, 2016; Akter, 2022)
(Anexo 1).

Neobacillus drentensis presenta diversos rasgos que favorecen el crecimiento vegetal,
como la produccion de acido indolacético (AlA), sideréforos, solubilizacion de fosfatos y
actividad ACC desaminasa (Mahmood et al., 2016; Herndndez-Pacheco et al, 2021).
También genera amoniaco (NHs), dcido cianhidrico (HCN) y enzimas extracelulares (Pereira
et al, 2016). Esta bacteria exhibe un fuerte antagonismo contra hongos patdégenos como
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium solani'y Rhizoctonia solani (Hernandez-
Pacheco et al., 2021). Ademas, promueve el crecimiento de Zea mays (maiz) bajo estrés
salino, mejorando la altura, el didmetro del tallo y la biomasa, y en Vigna radiata (frijol
mungo), aumentando la biomasa fresca y la longitud de raices y brotes en condiciones de
riego salino (Ayil, 2023; Mahmood et al., 2016) (Anexo 3).

Kosakonia radicincitans

Kosakonia radicincitans, anteriormente conocida como £nterobacter radicincitans,
pertenece al género Aosakonia y al complejo Enterobacter (Brady et al., 2013). Es una
bacteria Gram-negativa (Kdmpfer et al., 2005; Berger et al., 2018). Las cepas del género
Kosakonia se han encontrado colonizando naturalmente plantas en casi todos los
principales clados de angiospermas (Lambrese, 2018). En particular, A. radicincitans se ha
identificado en cultivos de importancia econdmica global, como Zea mays (maiz) (Chen et
al., 2020), Saccharum officinarum (cafa de azucar) (Talué et al., 2016), /lex paraguariensis
(yerba mate) (Bergottini et al., 2015) y Musa sp. (hoja de banano) (Francisco Quintas-Nunes
et al,, 2022) (Anexo 1).

K. radicincitans es una bacteria diazotrofica eficiente, capaz de solubilizar fosfatos
(Schilling et al., 1998) y producir sideréforos (Bergottini et al., 2015; Lambrese, 2018) (Anexo
2). Se ha identificado como promotora del crecimiento vegetal (Berger et al, 2015),
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mejorando el rendimiento en cultivos como Cucumis sativus (pepino), Triticum aestivum
(trigo), Solanum lycopersicum (tomate) y Raphanus sativus (rabano) (Sun et al., 2018; Berger
et al.,, 2013, 2017; Berger, 2018). Su efectividad ha sido confirmada en experimentos tanto
de invernadero como de campo, destacando su potencial en diversos sistemas de cultivo
(Anexo 3). Sin embargo, los mecanismos genéticos responsables de sus actividades
promotoras del crecimiento ain son poco comprendidos (Francisco Quintas-Nunes et al.,
2022) (Anexo 2).

Citrobacter freundii

Citrobacter freundji, un bacilo Gram-negativo de la familia Enterobacteriaceae, es motil,
entérico y anaerobio facultativo, y se encuentra en diversos ambientes (Wang et al. 2000)
(Anexo 1). Se ha reportado su presencia como endofita en vainilla (Vanilla planifolia)
(Hernandez, 2014), cebada (Hordeum vulgare) (Reparaz, 2018), maiz (Zea mays) (Fadiji et al.
2023), arroz (Oryza sativa) (Olayemi & Odedara, 2017) y tomate (Lycopersicum esculentum)
(Anexos 1).

C. freundii promueve el crecimiento vegetal mediante la produccion de acido indol-3-
acético, sideréforos, amoniaco y la solubilizacion de fosfatos (De Almeida Lopes et al., 2015;
Susilowatiab et al., 2015). Ademas, exhibe actividad antagonista contra Fusarium oxysporum
y Rhizoctonia solani (Olayemi & Odedara, 2017) (Anexo 2). En plantulas de vainilla, mejora
la concentracion de hierro y clorofila en comparacion con el testigo (Hernandez et al., 2014)
(Anexo 3). Cabe destacar que, a pesar de sus efectos beneficiosos en el crecimiento vegetal,
C. freundii es también un patdgeno oportunista en humanos y animales, causando
infecciones (Badger et al,, 1999)

Priestia megaterium

Priestia megaterium, antes denominada Bacillus megaterium (Gupta et al., 2020), es un
bacilo Gram-positivo aislado de cultivos como maiz (Zea mays), arroz (Oryza sativa) y frijol
(Phaseolus vulgaris) (Anexo 1). Ha ganado interés por sus beneficios en el crecimiento de
plantas, demostrando eficacia en especies como Arabidopsis thaliana, asi como en cultivos
de tomate (So/anum lycopersicum) y té (Camellia sinensis) (Anexo 3).

Este microorganismo promueve el crecimiento vegetal a través de varias vias, como la
fijacion de nitrogeno reducido (Ding et al. 2005; Liu et al. 2006) y la solubilizacién de fosfato
(Hu et al. 2013). También sintetiza auxinas, como el acido indol-3-acético (AlA), y en
Arabidopsis thalianaha demostrado incrementar los niveles de acido abscisico (ABA), lo que
mejora la tolerancia al estrés hidrico (Zhou et al. 2016). Ademas, produce sideréforos, que
inhiben patdgenos como Fomes /lamoensis. Debido a estas propiedades, se ha incorporado
comercialmente en fertilizantes (Wang et al. 2009) (Anexo 2).
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Experimentos de promocion del crecimiento vegetal

Se llevaron a cabo ensayos de promocion del crecimiento vegetal, con cuatro bacterias:
Neobacillus drentensis, Kosakonia radicincitans, Citrobacter freundiiy Priestia megaterium,
en tres especies de arboles nativos: B. salicifolius, E. crista-galliy N. affinis.

Para cada una de las especies de arboles se realizé un disefio experimental completamente
aleatorizado (DCA) con submuestreo. Se realizaron cuatro tratamientos experimentales: tres
con bacterias endofitas provenientes de arboles de diferentes familias botanicas: N.
drentensis (Myrtaceae), A. radicincitans (Fabaceae), y C. freundii y P. megaterium,
(Lauraceae) y ademas de un tratamiento control sin aplicacion de inoculantes (Tabla 3).

Cada tratamiento se llevd a cabo en 13 unidades experimentales, cada una
correspondiente a una réplica. En cada unidad, se incluyé un nimero variable de semillas
segun su tamano, considerando a cada semilla como una subunidad experimental. Fueron
tres semillas en la especie £. crista-galli, cuatro de N. affinisy seis semillas de B. salicifolius.

Tabla 3. Tratamientos de inoculacion: las bacterias inoculadas con la familia botdnica de su hospedador
(Myrtaceae, Fabaceae, y Lauraceae) y las especies arbdreas expuestas a la inoculacion (8. salicifolius, E.
crista-galli,y N. atfinis).

Tratamiento Bacterias inoculantes Especies nativas inoculadas

1 Control (sin inoculacion) Blepharocalyx salicifolius - Myrtaceae
Erythrina crista-galli - Fabaceae
Neltuma affinis - Fabaceae

2 Myrtaceae.: Neobacillus drentensis Blepharocalyx salicifolius - Myrtaceae
Erythrina crista-galli - Fabaceae
Neltuma affinis - Fabaceae

3 Fabaceae: Aosakonia radicincitans Blepharocalyx salicifolius - Myrtaceae
Erythrina crista-galli - Fabaceae
Neltuma affinis - Fabaceae

4 Lauraceae. Citrobacter freundii Blepharocalyx salicifolius - Myrtaceae
Erythrina crista-galli - Fabaceae
Neltuma affinis - Fabaceae

Priestia megaterium Blepharocalyx salicifolius - Myrtaceae
Erythrina crista-galli - Fabaceae
Neltuma affinis - Fabaceae

Material vegetal

Los frutos frescos fueron colectados en el campo y trasladados al laboratorio, donde se
almacenaron en bolsas de papel hasta su procesamiento, 1-2 dias después de la recoleccion.
Las semillas se limpiaron y se secaron al aire, a la sombra. Posteriormente, se caracterizé un
lote de semillas para cada especie, seleccionando aquellas que presentaban caracteristicas
morfoldgicas homogéneas.

Se seleccionaron 50 semillas por lote para medir su biomasa (g), largo y ancho, y luego se
almacenaron en bolsas de papel a 4°C y 40% de humedad relativa en la oscuridad. La
viabilidad de las semillas se evalué mediante tincidn con tetrazolio (TZ) en tres réplicas de
15 semillas, siguiendo el protocolo de Castro et al. (1994) y aplicando las condiciones
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especificas detalladas en la Tabla 4. Posteriormente, cada semilla fue diseccionada
longitudinalmente y el embrion fue observado bajo lupa binocular, segin Maldonado
(2014).

Tabla 4. Condiciones de pretratamiento y test de tetrazolio (TZ) aplicados a las semillas de tres especies
arbdreas: B salicifolius, E.crista-galliy N.affinis. Se especifican los métodos de escarificacion, el tiempo de
imbibicién v las condiciones del test de tetrazolio (1%, 24 h, 30°C en oscuridad).

Pretratamiento Tetrazolio
Especie Escarificacion Imbibicién (h) Condiciones
B. salicifolius Sin escarificacion 24 1,0 %, TZ-24 h, 302C oscuridad
E. crista-galli Mecdnica, con ljja. 48 1,0 %, TZ-24 h, 30°C oscuridad
N. affinis Mecanica, con ljja. 48 1,0 %, TZ-24 h, 30°C oscuridad

Todos los ensayos se realizaron entre 4 y 8 dias después de la colecta de las semillas. Las
semillas se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio (4%) en agitacidn
constante (150 rpm), y se realizaron diez enjuagues con agua destilada estéril. El tiempo de
esterilizacion varid segun las caracteristicas de las semillas de cada especie, siendo de 15
minutos para £ crista-galliy N. affinis, y 5 minutos para B. salicifolius. Como control de la
esterilizacion superficial de las semillas se realizé una huella de la semilla en un medio rico.
Posterior a la esterilizacion, en el caso de las semillas con tegumento duro de £ crista-galli
y N. affinis, se implementd escarificacion mecanica como tratamiento pre-germinativo,

mediante el uso de una lija esterilizada.
Preparacion del inoculo bacteriano

Se recolectaron cepas en medio liquido Tryptone Yeast Agar (TY) (Beringer 1974), a 150
rpmy 28°C durante 2 dias. Después, las células fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante fue desechado y las células fueron lavadas con solucion de NaCl
estéril al 0,85%. Las suspensiones celulares se ajustaron para que la densidad optica (OD) a
620 nm fuera de 0,65, lo que se estima que corresponde a una densidad celular aproximada
de 1x107 células/ml. Esta estimacion fue confirmada mediante recuentos en placa para cada
bacteria.

Diseno experimental

La inoculacion se realizd en unidades experimentales las cudles consisten en cajas
esterilizables en autoclave y reutilizable (Magenta GA — 7), disefiadas para llevar a cabo la
inoculacion de microorganismos en medios de cultivo, denominadas a continuacion
como magentas (Figura 2). Las magentas se encuentran fragmentadas en tres
compartimentos, con diferentes funciones. En el primer compartimento desde abajo se
encuentra agua destilada, conectado mediante un corddn capilar al segundo
compartimento que contiene un sustrato estéril compuesto por una mezcla de arena y
perlita en una proporcion 1:1. El tercer compartimento posee la funcion de cupula,
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permitiendo el crecimiento de las plantas en condiciones de esterilidad y las condiciones
luminicas proporcionadas. Se inocularon grupos de semillas organizadas en 13 magentas,
aplicando 3 ml de cada uno de los cuatro tratamientos de inoculacion. Ademas, se incluyd
un control sin inoculacion, al que se le anadieron 3 ml de suero fisiologico (0,85%). Las
magentas se incubaron en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a una
temperatura de 24°C = 2 y una humedad del 40 + 6 %. Durante el experimento solo se
proporcioné agua (no se adicionaron nutrientes). El experimento se realizd en las
instalaciones del Centro de Investigaciones Nucleares (CIN) de la Facultad de Ciencias,
UdelaR, en Montevideo.

Se realizd un seguimiento periddico cada 2 o 3 dias para verificar las condiciones y contar
las semillas germinadas. La duracion del seguimiento del crecimiento de las plantulas vario
segun la especie nativa, principalmente debido al tipo de desarrollo caracteristico de cada
especie (rapido o lento). Al finalizar cada ensayo se evalud la viabilidad de las semillas no
germinadas mediante un test de tetrazolio.

Variables analizadas

Variables de germinacion

Para cada ensayo se realizaron los siguientes indices germinativos: proporcidon de
germinacién final (Gf), la velocidad de germinacion (Vg) (1), y el tiempo medio de
germinaciéon (MGT) (2). Siendo,

Y% nix100

Vg = 2t

k
i=nit;
MGT =225 o)
i=ni
donde n/es el nimero de semillas germinadas en el tiempo /, t/es el tiempo desde el inicio
del experimento de la i-ésima observacion, y kes el tiempo de la ultima germinacion.

Variables de plantulas

Para cada una de las plantulas se obtuvo la masa fresca de cada seccion (cotileddn, raiz,
tallo y hojas). También se obtuvo el area foliar (mm?) representando la lamina foliar
proyectada estimada sin peciolo. Para este proposito, se utilizd un escaner (Escaner Lide
300) y las imagenes resultantes se procesaron en el software especializado Image]
(Schneider et al. 2012), donde se las convirtié a un formato binario blanco y negro de 8 bits.
Posteriormente, se determind la biomasa seca de las distintas secciones de cada planta,
utilizando una estufa a 25 °C durante 10 dias.

Se calculd la relacion de biomasa entre la parte aérea (hojas y tallos) y la parte subterranea
(raices). Los cotiledones se categorizaron segun su tipo: las especies epigeas, como B.
salicifolius, se consideraron "aéreas", y las especies hipogeas, como £ crista-galli, se
consideraron "subterraneas".
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Analisis de datos

Variables de germinacion

Para las variables de germinacidon: Gf (germinacion final), MGT (tiempo medio de
germinacion) y Vg (velocidad de germinacion), se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, una
prueba no paramétrica, para evaluar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos y el control. En caso de encontrar diferencias estadisticamente significativas,
se realizd una prueba post hoc de comparaciones multiples de Dunn entre los tratamientos
y el control (p < 0.05), utilizando el paquete “dunn.test” (R Core Team, 2024).

Variables de plantulas

Para cada una de las “variables de plantulas”, se realizd una seleccién de modelos. Para
cada variable, se ajustaron y evaluaron dos tipos de modelos: un modelo lineal generalizado
(GLM) y un modelo lineal mixto (LMM), utilizando el software estadistico "R" y los paquetes
“glm” y “Ime4”, respectivamente (R Core Team, 2024). En el GLM, se considerd la relacion
entre la variable de interés y el tratamiento, mientras que en el LMM se incluyd un término
de aleatoriedad para las réplicas dentro de cada tratamiento. Siendo,

GLM <- glm(“variable_plantula” ~ Trat, data = df_mtot)

LMM <- Imer(“variable_plantula” ~ Trat + (1 | Tratrep), data = df_mtot)

La eleccidn del modelo se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA) en conjunto
con la prueba de chi-cuadrado. Adicionalmente, se tomaron en cuenta los criterios de
informacion AIC (Criterio de Informacion de Akaike) y BIC (Criterio de Informacion
Bayesiana) para evaluar y contrastar la adecuacion de los modelos propuestos.

En el modelo seleccionado, se validaron los supuestos de normalidad de los residuos, entre
ellos con un histograma de normalidad de los datos agrupados por tratamiento y el test de
Shapiro-Wilk para cada tratamiento utilizando el paquete, “dplyr” (R Core Team, 2022).
Posteriormente se utilizo el paquete “Ismeans” (R Core Team, 2022) para realizar un andlisis
ANOVA y contrastes ortogonales con la prueba de Tukey en términos de medias ajustadas,
con el propdsito de examinar las diferencias entre los tratamientos.

RESULTADOS

Calidad de las semillas

El lote de semillas de las tres especies presentd la maxima viabilidad inicial segun el test
de tetrazolio. Al finalizar los ensayos todas las especies mostraron una viabilidad alta (<0,95)
(Anexo 4; 5). Durante el experimento, se descartaron tres semillas de £. crista-galli dada la
descomposicion por hongos.

48



Figura 2. Condiciones experimentales iniciales y disposicién de los individuos en la unidad experimental.
a) Cadmara con condiciones estériles, humedad y temperaturas controladas; b) Unidad experimental.
c) Plantulas y semillas de . affinis; d) Plantulas de B. salicifolius; ) Plantula de £. crista-galli con el tamafio
maximo alcanzado en la unidad experimental.
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Variables de germinacion

Hubo diferencias entre los tratamientos de inoculacion sobre la germinacion para las
especies nativas B. salicifolius, E. crista-galliy N. affinis (Tabla 5; Figura 3).

En B. salicifolius, la proporcion de germinacion (Gf) no mostrd diferencias significativas
segun Kruskal-Wallis (> = 3.1867, p = 0.36). Para MGT, se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos (x> = 10.392, p = 0.01551).

Posteriormente, las comparaciones post hoc con Dunn mostraron diferencias significativas
entre Control y A radicincitans, con Z = -2.672 'y p = 0.0373. La velocidad de la germinacion
(VG), mostré diferencias significativas entre tratamientos (x> = 10.392, p = 0.01551) y las
comparaciones post hoc identificaron diferencias significativas entre el Control y
K. radicincitans, con p ajustado de 0.004 (Anexos 6;7).

En £ crista-galli, se detectaron diferencias significativas en la Gf de las semillas entre los
tratamientos (x* = 9.478, p = 0.0236). Las comparaciones post hoc con Dunn revelaron
diferencias significativas entre el control y A radicincitans en Gf, conZ = -2.230y p = 0.013.
También hay diferencias en MGT (x* = 11.64, p = 0.009), y las comparaciones post hoc
mostraron diferencias significativas entre el control y el A radicincitans, con Z = -2.363 y
p = 0.009. En cuanto a VG, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos
seguin Kruskal-Wallis (x* = 5.362, p = 0.15) (Anexos 6;7).

En N. affinis, la prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas en
Gf (x* = 2.5549, p = 0.4654), pero si para MGT y VG (x* = 10.929, p = 0.012). Para ambas
variables en las comparaciones post hoc con Dunn, se observaron diferencias significativas
entre el control y el tratamiento con A. radicincitans, siendo en Z = -1.755 y p = 0.040
(Anexos 6;7). Para las tres especies de arboles inoculadas (B. salicifolius, E. crista-galliy N.
affinis), 1a inoculacién con las especies extraidas de Nectandra angustifolia (Lauraceae), C.
freundii'y P. megaterium no mostré efectos significativos en las variables de germinacion
evaluadas.

Tabla 5. Promedio y desvio estandar de las variables germinativas Gf (proporcién de germinacion final),
Vg (velocidad de germinacion) y MGT (tiempo medio de germinacion) en los tratamientos Control (sin
inoculacion), N. drentensis, K. radicincitans, C. freundiiy P. megaterium para las especies arbdreas nativas

B. salicifolius, E. crista-galli 'y N. affinis. Las diferencias significativas respecto al Control (p < 0.05),
determinadas mediante pruebas post hoc de Dunn, marcadas con un asterisco (*).

Especie Tratamientos Gf MGT Vg
B. salicifolius Control 0.47 +0.15 34.6+2.16 2.90+0.18

N. drentensis 0.62+0.20 * 346+3.18 2.91+0.26
K radicincitans 0.54+0.18 39.0+£5.25 * 2.60+£0.31*
C. freundli 0.54+0.18 34.4+2.89 2.92+0.25

E. crista-galli Control 0.41+0.364 10.84+3.06 3.65+2.97
N. drentensis 0.47+0.30 12.4+2.33 3.12+1.53
K radicincitans 0.75+0.36 * 129+2.11 * 511+1.82
C. freundli 0.31£0.32 10.1+2.91 3.44+3.00

N. affinis Control 0.865 +0.165 21.3+1.48 4.70+0.297
N. drentensis 0.923+0.120 20.7+0.463 4.84+0.106
K radicincitans 0.846+0.163 21.7+1.07 * 46240275 *
P. megaterium 0.923+0.120 20.7+0.68 4.83+0.155
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Figura 3. Proporcidn de germinacion a lo largo del tiempo (dias) en los tratamientos experimentales:
control (sin inoculacion), N. drentensis, K. radicincitans, C. freundiiy P. megaterium para las especies
arbdreas nativas (a) B. salicifolius, (0) E. crista-galliy (c) N. affinis.

Variables de plantulas

En el caso de £ crista-galli, especie de crecimiento rapido, las plantulas alcanzaron el
maximo crecimiento permitido por la magenta, que correspondié a 25 dias. En cambio, para
B. salicifolius y N. affinis, especies de crecimiento lento, el experimento duro 62 y 42 dias

respectivamente (Figura 4; Anexos 10).
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Biomasa seca total

En B. salicifolius, se observaron diferencias significativas en la biomasa seca total, siendo
el tratamiento con A. radicincitans el que presentd una biomasa significativamente mayor
en comparacion con el control (p = 0,004). En £ crista-gall, la biomasa seca total fue
significativamente mayor en el tratamiento con A radicincitans (p = 0,002, g.l. = 42), sin
diferencias significativas con N. drentensis ni C. freundii. En N. affinis, N. drentensis
incrementd  significativamente la biomasa (p = 0,010, gl. = 180), mientras que
K. radicincitansy P. megaterium no mostraron diferencias significativas.

Area foliar

En B. salicifolius, el tratamiento con A radicincitans aumento significativamente el area
foliar (p = 0,003, g.l. = 50). N. drentensis también mostré un aumento significativo en
comparacion con el control (p = 0,043), aunque menor que el de A radicincitans. En
E. crista-galli, el tratamiento con C. freundji resultd en un incremento significativo del area
foliar (p = 0,023, g.l. = 43) respecto al control. En A. affinis, tanto N. drentensis (p = 0,001)
como P. megaterium (p = 0,002) incrementaron significativamente el area foliar, mientras

que A radicincitans mostré un incremento menos pronunciado (p = 0,020).
Relacion subterraneo:aérea

En £ crista-galli se encontraron diferencias significativas en relacion con el control, con
N. drentensis mostrando la menor relacion subterranea/aérea (p = 0,010, g.l. = 43). En
cambio, para B. salicifolius y N. affinis, no se observaron diferencias significativas entre
ningun tratamiento y el control.

Altura

En B. salicifolius, el tratamiento con A. radicincitans resulté en una altura significativamente
mayor (p = 0,007, g.l. = 47), mientras que C freundii y N. drentensis no mostraron
diferencias significativas. En £ crista-galli, C. freundii presento la mayor altura (p = 0,023,
g.l. = 43). En N. affinis, tanto N. drentensis (p = 0,001) como P. megaterium (p = 0,002)
resultaron en alturas significativamente mayores, con A radicincitans mostrando un

incremento menos significativo (p = 0,057).
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Discusion

La interaccidn planta-microbioma, y en particular el estudio del microbioma de las semillas
representa una frontera en la investigacion en la ecologia de los bosques. Aunque este
microbioma es fundamental para las primeras fases de la regeneracion, ya que puede influir
directamente en procesos cruciales como la germinacion y el crecimiento inicial, sigue
siendo un drea poco explorada. Comprender como las bacterias enddfitas nativas
interactdan en las primeras fases de la regeneracion de las plantas, podria revelar estrategias
esenciales para el establecimiento de las plantas en nuevos ambientes, transformando
nuestro enfoque sobre la restauracion y conservacion de los ecosistemas forestales.

Este estudio examina los efectos de la inoculacion en las etapas iniciales de arboles nativos,
utilizando bacterias enddfitas extraidas de semillas de plantas hospedantes con distintos
origenes taxondémicos y geograficos. La combinacion de las especies de plantas
hospedantes y su ubicacion geogréfica influye de manera significativa en la diversidad del
microbioma de la endosfera vegetal (Vaz Jauri et al. 2023). Los resultados resaltan que: /) las
bacterias enddfitas nativas inoculadas tuvieron varios efectos tanto en las variables de
germinacion como en el crecimiento de las plantulas, y 7) los efectos de la inoculacidn
variaron segun la combinacion de bacteria y especie de arbol. Estos resultados sugieren el
potencial efecto de las bacterias endodfitas en las etapas de las primeras fases de la
regeneracion y resalta la complejidad de las interacciones entre bacterias y plantas. Esto
plantea muchas preguntas y abre nuevos caminos para futuros estudios en la biologia de
microorganismos asociados con las plantas nativas y la ecologia de plantulas en bosques
de Uruguay.

Efectos de bacterias enddfitas sobre la germinacion y el crecimiento de las plantulas.

Los efectos de las bacterias sobre la germinacion de semillas variaron notablemente entre
las especies estudiadas, mostrando patrones de promocion, retardo o neutralidad en
comparacion con los controles. A. radicincitans destaco por su capacidad para promover la
germinacion en £ crista-galli'y B. salicifolius, aumentando la tasa de germinacién. Sin
embargo, en las tres especies, B. salicifolius, E. crista-galli 'y N. affinis, la bacteria
K. radicincitans mostro efectos retardantes, aumentando el tiempo de germinacion (MGT) y
reduciendo la velocidad de germinacion, indicando un impacto negativo en la eficiencia del
proceso de germinacion. Esta dualidad en el efecto de A radicincitans podria deberse a una
combinacidon de factores bioldgicos y ecoldgicos de cada especie arboérea. Aunque
K. radicincitans ha sido identificada previamente como promotora del crecimiento en ciertos
cultivos, no se han registrado estudios que evalien su impacto especifico en la germinacion
de semillas (Anexo 3). Este hallazgo sugiere la necesidad de profundizar en el conocimiento
sobre A radicincitans y su impacto en la germinacion de semillas. Aunque existen
numerosos datos sobre las caracteristicas de las cepas y su rol como promotora del
crecimiento, es crucial investigar los mecanismos subyacentes que explican estos efectos
divergentes. Entender estos mecanismos permitira una evaluacion mas completa de como
K. radicincitans influye en la germinacion y en el desarrollo de las plantulas.
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Las variables de crecimiento de las plantulas presentaron respuestas diferenciadas en
funcion de los distintos inoculantes utilizados. Por un lado, A radicincitans promovio
incrementos en la biomasa seca total, altura y area foliar en B. salicifoliusy en la biomasa
seca total en £ crista-galli. Sin embargo, su efecto en N.affinis fue nulo. A radicincitans es
considerada una bacteria promotora del crecimiento vegetal, esta bacteria combind varias
caracteristicas las cuales podrian aumentar el crecimiento, por ejemplo, actividad de
pectinasas y antagonismo de Fusarium graminearum (Vaz Jauri et al. 2023), eficiencia
diazotroéfica (Ruppel & Merbach, 1995; Sun et al. 2018), solubilizacidn de fosfatos (Schilling
et al. 1998), y produccion de sideroforos (Bergottini et al. 2015). Sus estudios son amplios y
han demostrado su capacidad para promover variables del crecimiento de las plantulas de
las familias Poaceae (Berger, 2018; Taulé et al. 2016, 2019). Solanaceae (Berger et al. 2013,
2017), Cucurbitaceae (Sun et al. 2018). y Brassicaceae (Ruppel et al. 2006; Berger et al. 2015;
Krey et al. 2011; Brock et al. 2013), con experimentos de invernadero y en campo (Anexos
3). Dadas las caracteristicas promotoras de A radicincitans, aislada de Gleditsia amorphoides
(Fabaceae), surgen varias preguntas, entre ellas, resulta particularmente interesante
comprender por qué no tuvo efectos en la inoculacidn con N. affinis (Fabaceae). De manera
similar, N. drentensis, extraida de fugenia uruguayensis (Myrtaceae) mejord la biomasa
aérea en £ crista-galliy el crecimiento integral en N. affinis, pero no mostro efectos en
B. salicifolius (Myrtaceae).

Las cepas extraidas de la familia Lauraceae, C. freundiiy P. megaterium, demostraron
efectos en dos variables del crecimiento de las plantas: altura y area foliar. C. freundii
aumentd el area foliar en B. salicifolius y la altura en £ crista-galli mientras que
P. megaterium promovio el crecimiento en altura y area foliar en N. affinis. Estos efectos
limitados sugieren que las bacterias pueden tener un impacto focalizado en el crecimiento
de las plantas, dependiendo de la especie y las condiciones experimentales. Es interesante
seguir estudiando si estos efectos son especificos para las especies estudiadas o si se
extienden a otras. Ademas, entender los mecanismos detras de esta promocién del
crecimiento podria proporcionar informacion clave sobre cémo estas bacterias influyen en
el desarrollo de las plantas.

En los dltimos afios, ha crecido significativamente nuestro conocimiento sobre la
microbioma vegetal y su funcionalidad en la planta huésped. Sin embargo, se necesita una
mejor comprension de como los inoculantes modulan el microbioma residente, cémo la
microbiota compleja y el holobionte afectan la actividad de la cepa aplicada y cémo los
inoculantes microbianos colonizan el entorno vegetal en el campo (Compant 2019).

Otro resultado interesante es que los efectos de las bacterias en las plantas pueden no
manifestarse en la fase de germinacion, sino en etapas posteriores del desarrollo o al revés
como es el caso de B. salicifolius en que tuvo efecto con N. drentesis en germinacion, pero
no en desarrollo. Estos hallazgos subrayan la importancia de considerar tanto la
germinacién como el crecimiento en estudios de inoculacién para evaluar el impacto de los
inoculantes sobre la fase inicial del ciclo de vida del arbol.
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Potenciales asociaciones taxondmicas planta-microorganismo

Una pregunta que surge de este estudio es si existen afinidades o procesos coevolutivos
entre las especies de arboles nativos y las bacterias enddfitas nativas (ver Anexo de 2 y 3).
En este estudio, se seleccionaron bacterias enddfitas nativas aisladas de tres familias de
arboles hospedantes. Los géneros Citrobacter y Kosakonia, ambos de la familia
Enterobacteriaceae, fueron aislados de arboles de las familias botanicas Nectandra
angustifolia (Lauraceae) y Gleditsia amorphoides (Fabaceae), respectivamente. De manera
similar, Priestia 'y Neobacillus, de la familia Bacilliaceae, fueron aisladas de MNectandra
angustifolia (Lauraceae) y Fugenia uruguayensis (Myrtaceae).

Es especialmente interesante que Fabaceae y Myrtaceae estén filogenéticamente distantes
de Lauraceae, lo que subraya la capacidad de bacterias de la misma familia para colonizar
especies de familias botanicas tan divergentes. Ademas, las cepas de Lauraceae fueron
recolectadas en el mismo sitio, pero pertenecen a familias bacterianas diferentes,
Bacilliaceae y Enterobacteriaceae (datos no publicados, de LMS). La evidencia sugiere que
estas bacterias, reportadas en numerosos sitios y en distintas plantas (Anexo 1), pueden
formar asociaciones con diversas especies vegetales. Comprender estos mecanismos y
patrones de colonizacidon puede proporcionar informacion valiosa sobre su rol en los

ecosistemas.
Aspectos metodoldgicos
i) Efecto de la inoculacion

En este estudio se emplearon unidades experimentales estériles con condiciones
controladas, y se midieron variables desde la germinacion hasta el desarrollo de la plantula,
considerando tanto el crecimiento lento como el rapido (Lewis et al. 2000). La esterilizacion
superficial de las semillas y la aplicacion del inoculante antes de la germinacion mejoraron
la competencia de las bacterias enddfitas frente a los microorganismos del microbioma de
la semilla en la espermosfera durante la germinacion. En £ crista-galli se observaron hifas
de hongos en las semillas al inicio de la aparicidon de la radicula, lo que destaca la presencia
de una comunidad microbiana compuesta por hongos.

El conocimiento del microbioma de las semillas nativas es fundamental, ya que influye en
la colonizacion y el comportamiento de las bacterias inoculadas. Los efectos de la
inoculacién no dependen solo de las funciones individuales de cada cepa, sino también de
las interacciones comunitarias, las cuales pueden verse influenciadas por efectos de
prioridad (Debray et al. 2022). Estos efectos, derivados del orden de llegada de los
microorganismos al huésped, pueden alterar significativamente tanto la dindmica de
colonizacién como las respuestas microbianas del mismo. Los microrganismos que llegan
mas tarde se enfrentan a un entorno previamente moldeado por especies que llegaron
antes, lo que incluye el uso de nutrientes y la modulacion de las respuestas inmunitarias o
de defensa del huésped (Bashey et al. 2013).

ii) Seleccion de especies
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En relacidn con las especies inoculadas, se utilizd C. freundii para evaluar sus efectos en
dos especies arbodreas. Sin embargo, se ha decidido excluir esta bacteria endofitica, en el
siguiente experimento debido a que la literatura indica que C. freundiino es adecuada para
la salud humana. En su lugar, se ha optado por utilizar 2. megaterium, la cual también tiene
su origen en Nectandra angustifolia (Lauraceae). Esta medida asegura la conformidad con
los estandares de seguridad y promueve el uso de alternativas mas adecuadas en
investigaciones futuras.

Implicaciones para la biodiversidad, conservacion y regeneracion de bosques

Las bacterias enddfitas de las semillas son miembros fundamentales del microbioma de
las plantas nativas, formando parte de la biodiversidad de los ecosistemas boscosos (Fort
et al. 2021). Sin embargo, los estudios de inoculacion bacteriana enddfita se han centrado
principalmente en inocular especies agricolas con bacterias no nativas, ademas menos
estudios abordan el efecto de las bacterias enddfitas en las etapas iniciales de la
regeneracion de los ecosistemas naturales (Chanway et al. 1997; Nelson, 2018).
Actualmente la mayoria de los experimentos de interaccion planta-microbio se han llevado
a cabo en condiciones de laboratorio o invernadero (Geisen et al. 2017; White et al. 2018) y
los experimentos de laboratorio no capturan la complejidad de la interaccion
semilla-microbioma-planta que existe en entornos naturales (War et al. 2023). Este vacio en
la diversidad, interacciones, funciones y mecanismos de las bacterias enddfitas revela que
los enddfitos nativos asociados a arboles representan una fuente subestimada de
biodiversidad forestal (Nelson, 2018). En consecuencia, explorar los efectos de la inoculacion
bacteriana en las etapas iniciales de regeneracidn vegetal resulta complejo, especialmente
su relevancia ecoldgica dentro de los ecosistemas (Nongkhlaw & Joshi, 2014; Gouda et al.
2016).

Una de las principales amenazas para los bosques riberefios son las especies exoticas
invasoras, que suelen tener ventajas durante la fase de germinacion y crecimiento de
plantulas, lo que les permite colonizar sitios disponibles y competir con las especies nativas.
De acuerdo con la hipodtesis del mutualismo mejorado, los endoéfitos u otros
microorganismos adquiridos en el area introducida pueden potenciar la competitividad, el
crecimiento y la resistencia a enfermedades de las plantas exdticas, facilitando su
establecimiento e invasién a largo plazo (Klironomos, 2002; Reinhart & Callaway, 2006;
Shearin et al. 2018).

En los bosques riberefios de Uruguay, Gleditsia triacanthos es una especie invasora
relevante, incluso en areas protegidas de donde provienen las semillas utilizadas en este
estudio. Comprender el microbioma de las semillas de esta especie y como influye en su
germinacion y desarrollo puede ofrecer una mejor comprension de los mecanismos que
permiten a las plantas invasoras mantener su ventaja competitiva sobre las especies nativas.

Los hallazgos de este estudio resaltan la importancia de investigar los microbiomas de las
semillas nativas, entre ellos las bacterias endofitos nativas, para comprender mejor sus
efectos en la germinacion y el crecimiento de especies arbdreas, y para ampliar nuestro
conocimiento sobre la ecologia del microbioma en los bosques nativos. Ademas, las
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interacciones observadas entre las bacterias endofitas y las especies nativas sugieren que
estos microorganismos podrian desempefar un papel ecoldgico crucial en el
establecimiento y desarrollo de las plantas. Es fundamental profundizar en como estos
factores y otros elementos ecoldgicos modulan dichas interacciones en los ecosistemas
forestales, asi como explorar el potencial de estos conocimientos para disefiar estrategias
de conservacion y restauracion de la biodiversidad.

Conclusiones

Los resultados de este estudio refuerzan que las semillas, consideradas como parte
fundamental de los holobiontes vegetales, albergan microbiomas diversos que forman una
compleja red de interacciones con funciones importantes en la vida de las plantas.
Particularmente las bacterias enddfitas nativas presentes en las semillas de arboles nativos
pueden desempenar efectos en la germinacion y el crecimiento de la planta interfiriendo en
las etapas iniciales del ciclo de vida, al menos de otras especies nativas a través de la
inoculaciéon. Estos resultados subrayan la importancia de conocer y gestionar
adecuadamente el componente microbiano de las semillas, ya que la interaccién con
bacterias enddfitas puede modificar atributos clave en la germinacion y el crecimiento de
las plantulas, impactando posteriormente en su regeneracion.

K. radicincitans, reconocida por su capacidad como bacteria promotora del crecimiento en
cultivos agricolas, mostré un efecto dual en especies nativas. Si bien favorecié variables
relacionadas con la germinacién y el crecimiento en algunas especies, también retrasé el
proceso de germinacion, incluso en un arbol perteneciente a la misma familia botanica de
su origen. La evidencia sobre el efecto promotor del crecimiento de esta bacteria se
restringe a especies con caracteristicas distintas a las de los arboles nativos inoculados. Esto
se debe a que dichas especies suelen presentar un grado de domesticacion y estrategias de
vida de crecimiento rapido, como es el caso de Poaceae y otras plantas herbaceas. Esta
dualidad sugiere que las interacciones planta-microorganismo dependen de varios factores,
entre ellos la microbiota nativa presente en las semillas y también en la estrategia de vida
de la planta.

Ademas, el estudio reveld que Citrobacter freundii'y Priestia megaterium, aunque no
tuvieron efectos significativos en la germinacion, si promovieron el crecimiento en ciertas
especies, destacando la importancia de evaluar no solo la germinacion, sino también las
etapas posteriores del desarrollo vegetal.

Aunque cada vez se reconoce mas la importancia de los microbiomas en la salud y
desarrollo de las plantas, ain contamos con informacidn limitada sobre el microbioma de
semillas nativas. La mayoria de la informacion disponible, especialmente en estudios sobre
inoculacion, se centra en cultivos agricolas, siendo semillas diferentes a las nativas en su
carga microbiana. Ademas, la mayoria de los estudios se enfocan en identificar la diversidad
microbiana, pero es fundamental también comprender la abundancia de estos
microorganismos y como influyen en las interacciones con la planta. Este conocimiento mas
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detallado permitird entender los procesos de germinacidon y crecimiento, y mejorar la
gestion y conservacion de los bosques.

Conclusiones generales y perspectivas futuras

El estudio del microbioma de semillas, en particular las bacterias enddfitas, tienen una
amplia influencia en la aptitud de las plantas a través de funciones esenciales para su
desarrollo y evolucion, impactando en el funcionamiento de los ecosistemas. La interaccion
entre las plantas y sus microorganismos asociados no solo influye en la germinacion y el
desarrollo temprano, sino también en la capacidad de adaptacién a cambios ambientales.
Los resultados resaltan 1) las bacterias endofitas nativas inoculadas tuvieron efectos tanto
en las variables de germinaciéon como en el crecimiento de las plantulas de arboles nativos
del Rio Uruguay, 2) los efectos de la inoculacién variaron segun la combinacién de bacteria
y especie de arbol. Estos resultados destacan el potencial impacto de las bacterias endofitas
en las primeras etapas de la regeneracion vegetal y subrayan la complejidad de las
interacciones entre bacterias y plantas. Asimismo, plantean interrogantes fundamentales y
abren nuevas perspectivas para investigaciones futuras sobre la biologia de los
microorganismos asociados a plantas nativas y la ecologia de plantulas en los bosques de
Uruguay.

Dentro de las areas de investigacion clave, emergen:

Ampliar la investigacién del microbioma de semillas de plantas nativas: Investigar el
microbioma de las semillas nativas es fundamental para comprender cémo las bacterias
endofitas asociadas influyen en las primeras fases de la regeneracion de plantulas. Estas
bacterias poseen diversos mecanismos que impactan la germinacién y el crecimiento de las
plantas, modulando procesos criticos como la adquisicion de nutrientes y la resistencia a
patdgenos. Un entendimiento detallado de estas interacciones puede revelar como las
comunidades microbianas afectan la viabilidad y desarrollo de las plantulas desde sus
primeras etapas de la regeneracion.

Impacto de las interacciones ecoldgicas: Investigar las interacciones entre dispersores de
semillas y polinizadores que estructuran el ensamblaje del microbioma de las semillas
nativas puede proporcionar una comprension mas profunda de las dindmicas bacterianas y
las redes de interaccidn en los ecosistemas.

Efectos del almacenamiento en la conservacion del microbioma de las semillas: Investigar
como las condiciones de almacenamiento en bancos de semillas afectan la composicion y
viabilidad del microbioma asociado es esencial para garantizar la calidad de las semillas a
largo plazo. Ademas, desarrollar protocolos especificos para preservar la integridad
microbiana durante el almacenamiento es fundamental para mantener la viabilidad de las
semillas.

Integracion del microbioma en programas de restauracion ecoldgica: Incluir el conocimiento
sobre el microbioma de semillas en los programas de restauracion puede mejorar la
estabilidad ecoldgica al preservar las interacciones beneficiosas para los procesos de
regeneracion.
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Microbioma de especies exdticas invasoras: Explorar como el microbioma de las semillas de
especies exoticas puede influir en su competitividad y capacidad invasiva. Esta investigacion
puede ofrecer estrategias para controlar la propagacion de especies invasoras y mitigar sus
efectos en los ecosistemas nativos.

Estos temas destacan areas cruciales de investigacion que tienen el potencial de
profundizar nuestra comprension de la biologia de microorganismos asociados con plantas
nativas y la ecologia de plantulas en los bosques de Uruguay. Ampliar el conocimiento en
estos campos puede revelar nuevas dindmicas microbianas y sus roles en la regeneracion y
desarrollo de plantulas, sino también ofrecer perspectivas innovadoras para la conservacion
y restauracion de ecosistemas. La integracion de estas investigaciones puede facilitar
estrategias mas efectivas para preservar la biodiversidad, abordando desafios criticos
relacionados con la adaptacion de las plantas a cambios ambientales y la gestion de
especies invasoras.
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Anexo 1: Diversos origenes de las bacterias enddfitas seleccionadas: N. drentensis, K. radicincitans, C.
freundii y P. megaterium, incluyendo sus respectivos hospedantes, y las referencias bibliograficas
correspondientes.

Bacteria Host / Lugar de origen Localidad Articulos

N. drentensis Raiz, tallo y hoja de Tomate (Physalis México Hernandez-Pacheco et al. 2021
Ixocarpa)
Rizosfera de arroz (Oryza sativa) India Yadav et al. 2011
Rizosfera del Frijol mungo (Vigna radiata) Arabia Saudita ~ Mahmood et al. 2016
Raiz y brotes de Lavandula dentata Portugal Pereira et al. 2015
Tallo de Mimosa pudica Bangladesh Akter ,2022.
Suelos salinos México Magafia 2021.
Aguas marinas y sedimentos de petréleo India Routhu et al. 2021

K radicincitans  Filosfera de Trigo de invierno ( 7riticum Remus et al. 2000
aestivum)
Tallo de Cafa de aztcar (Saccharum Uruguay Talué et al. 2076.
officinarum)
Yerba mate (/lex paraguariensis) Bergottini et al. 2016
Hoja de banano (Musa sp.) Quintas-Nunes et al. 2022.

C. freundii Raiz de Cebada (Hordeum vulgare) Argentina Reparaz J. M. (2018).
Tomate (Lycopersicum esculentum) México Luna-Guevara et al. 2012.
Rizosfera de Arroz (Oryza sativa) Indonesia Susilowatia et al. 2015.
Raiz de Maiz (Zea mays) Sudéfrica Fadiji et al. 2023.
Raiz, tallo y hoja de Arroz (Oryza sativa) Nigeria Olayemi & Odedara, 2017.
Hoja de Mimosa pudica Bangladesh Akter et al. 2022

P. megaterium  Sueloy agua de un cultivo de Maiz Brasil Dobrzanski et al. 2018.
(Zea mays)
Suelo de invernadero salinizado China Wang, et al. 2021
Rizosfera de Maiz (Zea mays) China Liu et al. 2006.
Miel Argentina Lopez y Alippi, 2010.
Vino EE.UU von Cosmos et al. 2017
Rizosfera de Colza (Brassica napus) China Hu et al. 2013
Nodulos de raices de Soja (Glycine max) China Zhou et al.2017.
Nodulos de Frijol (Phaseolus vulgaris) Kenia Korir et al.2017.
Raiz de Arroz (Oryza sativa) China Feng et al.2017.
Rizofera de Té (Camellia sinensis) India Chakraborty et al. 2006.
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https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11424-6#ref-CR192
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11424-6#ref-CR78
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11424-6#ref-CR41
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11424-6#ref-CR23

Anexo 2: Rasgos promotores del crecimiento en plantas de las bacterias: N. drentensis, K. radicincitans,

C. freundlii'y P. megaterium, en plantas vasculares bajo diferentes condiciones experimentales. Los
efectos observados incluyen pardmetros especificos segun el tipo de planta y las condiciones del

experimento.

Bacteria

Rasgo promotor de crecimiento en plantas

Articulos

N. drentensis

K. radicincitans

C. freundii

P. megaterium

Antagonismo fungico contra Botrytis cinerea,
F. solaniy Rhizoctonia solant.
Antagonismo fungico contra Fusarium graminearum

Produccion de cianuro de hidrégeno (HCN) y amoniaco

(NH3)
Eficiencia antifingica contra Candida albicans
Produccién de acido indolacético (IAA)

Produccion de enzimas extracelulares: celulasa,
pectinasa, proteasa
Solubilizacién de fosfato y produccién de sideréforos

Actividad ACC-desaminasa
Antagonismo fungico contra Fusarium graminearum
Diazotrdfica eficiente

Solubilizacién de fosfatos

Produccion de siderdforos

Resistencia en Arabidopsis thaliana contra algunas
especies de insectos fitdfagos

Antagonismo fungico contra Fusarium graminearum
Produccién de acido indolacético (IAA)

Solubilizacion de fosfatos y produccion de celulasa
Antagonismo con Fusarium oxysporumy Rhizoctonia
solani

Produccién de acido indolacético (IAA)

Produccién de acido abscisico (ABA) en Arabidopsis
thaliana.

Produccién de compuestos volatiles

Produccién de sideréforos

Solubilizacion de fosfatos

Metabolitos antifingicos: antagonismo contra Fusarium

lamaoensis, Phytophthora hjpobrumea, Sclerotinia
repensy Sclerotium rolfsii
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Herndndez-Pacheco et
al. 2021.

Vaz Jauri et al. 2023.
Pereira et al. 2075.

Routhu et al. 2021.
Herndndez-Pacheco et
al. 2021; Mahmood et al.
2016; Pereira et al. 2015.
Pereira et al. 2075.

Hernandez-Pacheco et
al. 2021; Mahmood et al.
2016.

Mahmood et al. 2016.
Vaz Jauri et al. 2023.
Ruppel y Merbach, 1995;
Sun et al. 2078.

Schilling et al. 1998.
Bergottini et al. 2015.
Brock, 2018.

Vaz Jauri et al. 2023.
Susilowati et al.2075.
Susilowati et al.2075.
Olayemi & Odedara,
2017.

Chakraborty et al. 2006;
Feng et al. 2017.
Zhou,, et al. 2016.

Ryu et al. 2003; Sharifi y
Ryu 2018; Zou et al. 2010.
Chakraborty et al. 2006;
Feng et al. 2017.
Chakraborty et al. 2006;
Feng et al. 2017; Kang et
al. 2014.

Chakraborty et al. 2006.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/botrytis-cinerea
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/thanatephorus-cucumeris

Anexo 3: Efectos de inoculacion de N. drentensis, K. radicincitans, C. freundii'y P. megaterium, en plantas
vasculares bajo diferentes condiciones experimentales. Los efectos observados incluyen pardmetros
especificos segun el tipo de planta y las condiciones del experimento.

Bacteria Planta Efecto de inoculacién Condiciones Referencias
N. drentensis Frijol mungo Incrementa la longitud de raicesy Campo Mahmood et al.
(Vigna radliata) brotes, asi como el peso fresco de 2016.
raices y brotes.
Maiz (Zea mays L.) Mejora la altura y didametro del Invernadero  Alfonso Ayil, 2023.
tallo, longitud de la raiz, y
biomasa aérea y de raiz bajo
condiciones de estrés por
salinidad.
K radicincitans ~ Brassica oleracea Mejora el desarrollo de raices, Invernadero Ruppel et al. 2006.
hojas y tubérculos.
Rdbano Favorece el crecimiento de Campo. Berger et al. 2015.
(Raphanus sativus) tubérculos y hojas.
Maiz (Zea mays L.) Incrementa los rendimientos de Campo. Berger 2018.
ensilado y la biomasa de los
granos.
Tomate (Solanum Acelera la floracién y maduracion  Invernadero Berger et al. 2013,
lycopersicum) de frutos, mejora el desarrollo de 2017.
raices y brotes.
Pepino (Cucumis sativus)  Aumenta la altura y biomasa de la  Invernadero Sun et al. 2018.

C. freundii

P. megaterium

Cafla de azucar

(Saccharum officinarum)

Colza (Brassica napus L.)

Arabidopsis thaliana

Vainilla (Vanilla planifolia)

Arabidopsis thaliana

Tomate (Solanum
lycopersicum)
Té (Camellia sinensis)

Maiz (Zea maysL.)

Mostaza (Brassica
Juncea)

planta.
Mejora la altura y didmetro del
tallo y el desarrollo de la raiz.

Aumenta la biomasa de la planta.
Incrementa el peso de las
semillas.

Mejora la biomasa seca, area
foliar y desarrollo de raices.
Aumenta el ndmero de raices
laterales, el crecimiento de las
raices laterales y la longitud del
pelo de las raices.

Aumenta la biomasa seca.

Laboratorio

/
invernadero
Campo
Laboratorio

Invernadero

Laboratorio

Aumenta la altura, el nimero  Invernadero
de hojas y el nimero de ramas

laterales.

Mejora diversos pardmetros de Invernadero
crecimiento de la planta.

Aumenta la longitud de los Invernadero

brotes, la longitud de las raices
y el peso fresco de las plantas.
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Brock et al 2013.
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2014.
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Anexos de estadisticos

Anexo 4. Promedio (n=50 semillas) de biomasa, ancho y largo de las tres especies arbdreas de enfoque.

Nombre cientifico Biomasa (g) Largo (cm) Ancho (cm)

Blepharocalyx salicifolius 0.044 +0.009 0,50 +0.012 0,42 +0.006
Erythrina crista-galli 0.421 £0.045 1,30 £0.010 0,65 £0.015
Neltuma affinis 0.047 £0.004 0,64 +£0.045 0,54 +0.022

Anexo 5: Proporcién de semillas viables con el test de Tetrazolio (TZ); inicial (n=20 semillas) y final del
experimento (semillas no germinadas). Proporcién de semillas viables determinada mediante el ensayo
de Tetrazolio (TZ); resultados iniciales (n = 20 semillas) y finales (evaluados en semillas no germinadas
al término del experimento). Los valores sefialados con un asterisco (*) corresponden a los tratamientos
en los que se aplicé el ensayo de Tetrazolio con un porcentaje de semillas viables dentro de un rango
del 85 % al 90 %.

Especie Tratamiento Tetrazolio inicial Tetrazolio final
B. salicifolius Control 0,98 £0.2 0,97
N. drentensis 0,98 +0.2 0,98
K. radicincitans 0,98 +0.2 0,95
C. freundii 0,98 +0.2 0,98
E. crista-galli Control 1 0,96
N. drentensis 0,97
K. radicincitans 0,93
C. freundii 0,97
N. attinis Control 1*

‘]*
‘]*
‘I*

N. drentensis
K. radicincitans
P. megaterium

U W U S ¥

Anexo 6: Prueba de Kruskal-Wallis (x?, p-valor) para cada una de las especies (5. salicifolius, E. crista-gall,
N. affinis) y para cada una de las variables medidas (Gf, MGT, Vg). Se presenta el valor de la estadistica ¥
y el valor de p asociado a cada variable. Las comparaciones significativas se indican con un asterisco (*).

Prueba de Kruskal-Wallis (x*, p-valor)
Especie Gf MGT Vg
B. salicifolius x* =387, p=0364 x> =10.39, p = 0.016* x> =10.39, p = 0.016*
E. crista-galli x* = 9.478, p = 0.024* X2 = 11.64, p = 0.009* X2 =5.362, p = 0.150
N. affinis X° = 2.555, p = 0.465 x> =10.93, p = 0.012* x> =10.93, p = 0.012*
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Anexo 7: Comparaciones post hoc Prueba de Dunn (Z, p-valor, aplicada Unicamente a las comparaciones
que resultaron significativas en la prueba de Kruskal-Wallis. Se evaluaron las diferencias entre el grupo de
control y cada tratamiento (Control, N. drentensis, K. radicincitans, C. freundiiy P. megaterium) para cada
especie (B. salicifolius, E. crista-galli N. affinis) y variables medidas (Gf, MGT, Vg). Se presenta el valor de
la estadistica Z y el p-valor asociado a cada comparacidn. Las comparaciones significativas se indican con
un asterisco (*).

Especie

Tratamiento

Prueba de Dunn (Control vs Tratamiento) (Z, p-valor)

Gf

MGT

Vg

B. salicifolius

E. crista-galli

N. aftinis

N. drentensis
K. radicincitans
C. freundii

N. drentensis
K. radicincitans
C. freundii

N. drentensis
K. radicincitans
P. megaterium

7 =-0492,p =031
Z=-2230,p = 0.013*
7=0723,p=0235

Z=-0071,p=0472
7 =-2672,p = 0.004
7 =-0.052, p = 0.479
7 =-1459,p = 0072
Z =-2363, p = 0.009*
Z=0717,p=0237
Z=1139, p=0127

Z = -1.755, p = 0.040*
Z=1066, p = 0.143

Z=0071,p=0472
Z=2672,p=0.004
Z=0052,p = 0.479

Z=-1139, p = 0.127
Z =1.755, p = 0.040*
Z = -1066, p = 0.143

Anexo 8: Resultados de la seleccidn del modelo GLM (Modelo Lineal Generalizado) y LMM (Modelo Lineal
Mixto) para las variables de plantulas de B. salicifolius, E. crista-galliy N. affinis. Para cada modelo, se
incluyen los resultados del test de normalidad de Shapiro-Wilk (W, p-valor), asi como los criterios de

informacion de Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC). Con asterisco (*) el modelo seleccionado.

ShapiroWilk

Especie Variable AIC BIC Modelo
(W, p-value)
B. salicifolius Biomasa seca total (g) 0.98, 0.01 -1017.63 -1002.25 GLM*
097,0 -976.24 -957.79 LMM
Area foliar (cm?) 0.95, <0 463.66 479.04 GLM
0.96, <0 453.75 472.20 LMM*
Subterraneo: aérea 0.88, <0 -12.24 314 GML*
0.88, <0 8.97 27.42 LMM
Altura (cm) 0.98, 0.21 400.77 416.15 GLM
0.99, 0.17 403.30 42175 LMM*
E. crista-galli Biomasa seca total (g) 0.98, 0.35 -5.21 3.71 GLM*
0.97,0.30 1.1 21.81 LMM
Area foliar (cm?) 0.92, 0.0 435.42 44434 GLM
0.92, 0.07 409.33 420.04 LMM*
Subterrdneo: aérea 0.85, <0 -24.94 -15.80 GLM*
0.86, <0 -6.66 431 LMM
Altura (cm) 0.97,0.21 225.16 234.07 GLM*
0.97,0.21 220.54 23124 LMM
N. affinis Biomasa seca total (g) 0.98, 0.01 -856.72 -837.43 LMM
0.98, 0.02 -897.37 -881.30 GLM*
Area foliar (cm?) 0.96, <0 550.45 563.27 LMM*
0.95, <0 557.88 567.49 GLM
Subterrdneo: aérea 0.98, 0.03 -69.95 -50.66 LMM
0.98, 0.01 -93.07 -76.99 GLM*
Altura (cm) 0.99, 0.36 859.66 878.88 LMM*
0.99, 0.20 868.95 884.97 GLM



Anexo 9: Resultados de ANOVA para el modelo seleccionado y comparaciones mudltiples de Tukey
(o = 0,05) para las variables biomasa seca total, drea foliar, relacion subterraneo:aérea y altura en las

especies B. salicifolius, . crista-galliy N. affinis bajo diferentes tratamientos de inoculacion. Se incluyen los
grados de libertad (G.l) para los modelos lineales generalizados (GLM) o modelos lineales mixtos (LMM),
segun corresponda (Anexo 8). Las letras representan grupos identificados a través de las pruebas de Tukey.

Anova Tukey
Especie Variable Tratamiento Est. E:::;l Valort p-valor; G.l leﬁ:;: da Grupo
B. salicifolius Biomasa seca total (g)  Intercepto 0,02 0,00 12,515 p<0.001 0,022 a
N. drentensis 0,00 0,00 0,692 0,490; 156 0,023 ab
K radicincitans 0,01 0,00 2,957 0,004; 156 0029 b
C. freundii 0,00 0,00 1,998 0,048; 156 0,026 ab
Area foliar (cm?) Intercepto 0,86 0,22 3,884 p<0.001 0,870 a
N. drentensis 063 0,30 2,081 0.043: 43 1,493  ab
K radicincitans 1,37 0,31 4,408 0.003; 50 2237 b
C. freundii 0,84 0,31 2,702 0.009; 51 1,708 b
Subterrdneo: aérea Intercepto 0,45 0,04 11,240 p<0.001 0,447 a
N. drentensis -0,01 0,05 -0,203 0,839; 156 0437 a
K radicincitans ~ -0,02 0,05 -0,387 0,700; 156 0426 a
C. freundii 0,08 0,05 1,471 0,143; 156 0526 a
Altura (cm) Intercepto 1,72 0,17 9,997 p<0.001 1,722 a
N. drentensis 027 0,23 1,169 0,650; 53 1990 ab
K radicincitans 0,82 0,24 3,414 0,007; 47 2540 b
C. freundi 048 0,24 2,001 0,205; 41 2,200 ab
E. crista-galli Biomasa seca total (g)  Intercepto 0,52 0,06 9,233 p<0.007 0,521 a
N. drentensis 0,15 0,09 1,780 0,082; 42 0675 ab
K radicincitans 0,23 0,07 3,321 0,002; 42 0752 b
C. freundii 0,17 0,09 1,81 0,0773; 42 0692 ab
Area foliar (cm?) Intercepto 7,69 0,88 8,717 p<0.001 7690 ab
N. drentensis -1,78 1,41 -1,256 0.217; 43 5910 a
K radicincitans 0,86 1,10 0,787 0.436; 43 8,550 ab
C. freundi 3,53 1,49 2,374 0.023; 43 1,220 b
Subterrdneo: aérea Intercepto 0,39 0,05 7,239 p<0.001 0,388 b
N. drentensis -0,23 0,08 -2,724 0.010; 43 0,160 a
K radicincitans ~ -0,12 0,07 -1,849 0.072; 43 0,266 ab
C. freundii 0,02 0,08 0,226 0.823; 43 0406 b
Altura (cm) Intercepto 769 088 8,717 p<0.001 7690 ab
N. drentensis -1,78 14 -1,256 0.217; 43 5,910 a
K radicincitans 0,86 1,10 0,787 0.436; 43 8,550 ab
C. freundii 3,53 1,49 2,374 0.023; 43 1,220 b
N. affinis Biomasa seca total (g)  /ntercepto 0,06 0,00 19,760 p<0.001 0,062 a
N. drentensis 0,07 0,00 2,610 0.010; 180 0073 b
K radicincitans 0,07 0,00 0,798 0.426; 180 0,066 ab
P. megaterium 0,07 0,00 1,733 0.085; 180 0,069 ab
Area foliar (cm?) Intercepto 2,89 0,20 14,179 p<0.001 2,890 a
N. drentensis 1,08 0,28 3,804 0.001; 50 3970 b
K. radicincitans 0,69 0,29 2,404 0.020; 53 3580 ab
P. megaterium 0,98 0,28 3,458 0.002; 49 3870 b
Subterrdneo: aérea Intercepto 0,50 0,03 1,780 p<0.001 0,496 a
N. drentensis 048 0,03 -0,560 0.576; 180 0475 a
K radicincitans 0,48 0,03 -0,520 0.604; 180 0476 a
P.megaterium 0,43 0,03 -1,723 0.087; 180 0430 a
Altura (cm) Intercepto 6,40 0,40 16,201 p<0.001 6,401 a
N. drentensis 1,93 0,54 3,542 0.007; 178 8333 b
K radicincitans 1,08 0,56 1,929 0.057; 178 7478 ab
P.megaterium 1,72 0,54 3,185 0.002; 178 8133 b
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Anexo 10. Desarrollo de plantulas de: £. crista-galli inoculadas con A radicincitans, a los 5, 25y
62 dias posteriores a la germinacién; B. salicifolius inoculadas con A radicincitans, a los 2, 15y 25

dias posteriores a la germinacion; N. affinis inoculadas con A. radicincitans, a los 19 y 42 dias
posteriores a la germinacion.
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