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Resumen
El manglar es un ecosistema con una gran diversidad de organismos. En la bahia de

Buenaventura la parte vegetal del ecosistema esta compuesta principalmente por las especies
Rhizophora mangle o mangle rojo, y Avicennia germinans o mangle negro. Una interaccion
poco estudiada pero muy importante, es la de las plantas con sus microorganismos endofitos.
Esta relacion es dificil de estudiar ya que la mayoria de los microorganismos endofitos no
son cultivables mediante las técnicas actuales, sin embargo, el avance de las tecnologias de
secuenciacion ha generado la creacion de herramientas 6micas de analisis de datos masivos,
que permiten caracterizar las comunidades microscopicas presenten en una muestra. La
metatranscriptomica nos confiere la capacidad de estudiar las funciones génicas que se
encuentran activas en una comunidad, sin necesidad de realizar cultivos in vitro. Con el
objetivo de estudiar las relaciones ecoldgicas, a nivel microscopico, que existen en los
manglares, se realiz6 la caracterizacion del metatranscriptoma de los endofitos de hojas y
raices de R. mangle y A. germinans, en la bahia de Buenaventura, Colombia. Los resultados
demostraron que existen diferencias significativas en la taxonomia y en las funciones
encontradas en los metatranscriptomas analizados. Estas diferencias, se asociaron a la especie
de planta hospedera y al tejido del que provenian las muestras. Ademads, se encontrd que los
microorganismos de ambas especies de mangle podrian aportar a la capacidad de sobrevivir
de estas plantas en ambientes con altas temperaturas, presencia de metales pesados,
xenobidticos y altos niveles de salinidad, ademds, de ayudar en la asimilacién y
almacenamiento de diversos nutrientes. Esta evidencia sugiera que la microbiota endofitica
de A. germinans 'y R. mangle presenta un alto potencial biotecnologico y su estudio, a fondo,
seria de gran utilidad para determinar su utilidad en el campo agricola y de la bioprospeccion.

Palabras clave: Biotecnologia, Interaccion Planta-Microorganismo, Microbiota, RNAseq.

Abstract

The mangrove is an ecosystem with a great diversity of organisms. In Buenaventura Bay, the
plant part of the ecosystem is mainly composed of the species Rhizophora mangle or red
mangrove, and Avicennia germinans or black mangrove. A little studied but very important
interaction is that of the plants with their endophytic microorganisms. This relationship is
difficult to study since most of the endophytic microorganisms are not cultivable by current
techniques; however, the advance of sequencing technologies has generated the creation of
omics tools for massive data analysis, which allow us to characterize the microscopic
communities present in a sample. Metatranscriptomics gives us the ability to study the gene
functions that are active in a community, without the need for in vitro cultures. To study the
ecological relationships, at the microscopic level, that exist in mangroves, the
characterization of the metatranscriptome of the endophytes of leaves and roots of R. mangle



and 4. germinans, in the bay of Buenaventura, Colombia, was carried out. The results showed
that there are significant differences in the taxonomy and functions found in the analyzed
metatranscriptomes. These differences were associated with the host plant species and the
tissue from which the samples were taken. In addition, it was found that the microorganisms
of both mangrove species could contribute to the ability of these plants to survive in
environments with high temperatures, presence of heavy metals, xenobiotics and high
salinity levels, in addition to helping in the assimilation and storage of various nutrients. This
evidence suggests that the endophytic microbiota of A. germinans and R. mangle has a high
biotechnological potential and its study, in depth, would be very useful to determine its utility
in the agricultural and bioprospecting fields.

Key words: Biotechnology, Microbiota, Plant-Microorganism Interaction, RNAseq.

Introduccion
El manglar es un ecosistema de transicion entre las zonas terrestres y marinas, se encuentra

en las zonas tropicales y subtropicales entre los 23°N y 23°S (Primavera et al, 2019). Estos
ecosistemas tienen una gran importancia para muchas comunidades humanas ya que las
proveen de diferentes servicios ecosistémicos como madera y hojas para la construccion de
viviendas y carbon como combustible. Ademas, los manglares son el héabitat de muchas
especies de peces y crustdceos que hacen parte de la dieta de humanos y otras especies
(Kathiresan, 2012) Como aportes ecologicos, las especies arboreas del manglar protegen a
las zonas terrestres de las fuertes mareas, ayudan a la sedimentacion y disminuyen la erosion
de los suelos costeros (Koh et al, 2018). El manglar también cumple un rol clave en la lucha
contra el cambio climatico ya que dentro de estos ecosistemas se retienen emisiones de
carbono de forma mas eficiente que en los bosques terrestres (Atwood et al, 2017).

Los manglares se caracterizan por presentar especies de plantas altamente tolerantes a la
salinidad del agua, ya que han desarrollado diversos tipos de adaptaciones para resistir la
salinidad del entorno. Dentro de las especies de mangle que podemos encontrar en el pacifico
colombiano estan Rhizophora mangle o mangle rojo, y Avicennia germinans o mangle negro.
Segun los reportes en la literatura, R. mangle se encuentra en la zona mas cercana al mar, por
lo cual recibe el oleaje constante y actia como barrera, mientras que 4. germinans se
encuentra detras en la zonificacion y no se ve afectada directamente por el oleaje (Duke y
Allen, 2006). Sin embargo, en la bahia de Buenaventura, especificamente en la
desembocadura del rio Dagua, este patron espacial no existe y los individuos de R. mangle y
A. germinans se encuentran todos en la zona mas externa del manglar, generando que estén
expuestos a las mismas condiciones ambientales. En cuanto a las adaptaciones de estas
especies a su habitat podemos resaltar la presencia de neumatoforos en el mangle negro, estas
estructuras son raices aéreas que le permiten a la planta adquirir oxigeno de forma mas
eficiente (Gonzalez-Hernandez et al, 2016). El hecho de que estas dos especies de mangle se



encuentren bajo las mismas condiciones ambientales y que 4. germinans presente estructuras
especializadas como los neumato6foros, las convierte en objetos de estudio interesantes si se
quiere entender como dos especies filogenéticamente separadas logran sobrevivir bajo la
misma presion ambiental.

Ademas de las plantas, el ecosistema de manglar estd compuesto por muchos tipos de seres
vivos, entre ellos se encuentran los microorganismos, que también se conocen como la
microbiota. Estos microorganismos pueden estar en diferentes ubicaciones con respecto a las
plantas de mangle. Aquellos que se encuentran en el suelo del manglar se denominan
microorganismos de suelo o no rizosféricos, los que se desarrollan en las regiones del suelo
aledanas a las raices se denominan microorganismos rizosféricos, aquellos microorganismos
que se encuentran en las superficies aéreas de las plantas se conocen como microorganismos
filostéricos y, finalmente, los microorganismos que se desarrollan en compartimientos
internos de las plantas, entre o dentro de sus células, se denominan microorganismos
endofitos (Santoyo et al, 2016; Yao et al, 2019; Santoyo, 2022). Sin importar la ubicacion de
los microorganismos, se ha demostrado, que estos cumplen roles fundamentales como el
control de patdgenos, promocién del crecimiento de las plantas, metabolismo de nutrientes,
eliminacion de compuestos que pueden representar un riesgo para las plantas y amortiguacion
del estrés abiotico causado por el ambiente (Compant et al, 2019).

Diversos estudios en manglares del mundo han permitido identificar las funciones que
cumplen los microorganismos en este ecosistema, entre ellas estan el reciclaje de nutrientes,
produccion de gases, fijacion de nitrogeno y dioxido de carbono, degradacion de compuestos
y produccion de moléculas toxicas para otros organismos (Ottman et al, 2012). Ademas, los
microorganismos de diferentes manglares se han empleado como fuente de compuestos que
se utilizan para biorremediacion, agricultura y un amplio rango de moléculas de importancia
en la medicina (Rampadarath et al, 2018). La mayoria de los estudios se han centrado en la
caracterizacion de la microbiota rizosférica o del suelo de los manglares, dejando un poco de
lado el estudio y caracterizacion de la comunidad de microorganismos endofitos (Palit et al,
2022). A pesar de los avances que se han hecho hasta el momento, se estima que solo se ha
identificado menos del 10% de la diversidad de microorganismos entre algas, hongos y
bacterias, pertenecientes al bioma del manglar (Thatoi et al, 2013). Teniendo en cuenta esta
falta de informacion y las posibilidades de encontrar funciones génicas nuevas, resulta
interesante estudiar a los microorganismos endéfitos del manglar en busqueda de un potencial
biotecnoldgico y de lucha contra el cambio climético que pueda ser aprovechado en diferentes
formas.

Para conocer y caracterizar las funciones en las que se encuentran involucrados los
microorganismos, se puede emplear un enfoque meta-6mico. Las herramientas Omicas
permiten realizar el analisis masivo de secuencias de ADN, ARN, proteinas y metabolitos
presentes en una muestra. Una de las grandes ventajas de las técnicas omicas es el hecho de



que no se necesita generar cultivos de microorganismos para poder realizar su identificacion,
por lo cual permite sobrepasar uno de los grandes problemas que presenta el estudio de la
microbiota (Warnecke & Hess, 2009). Entre estas técnica se destaca la metatranscriptomica,
esta herramienta se refiere al estudio de todos los transcritos, o moléculas de ARN, presentes
en una muestra ambiental, utilizando la secuenciacion masiva (Bashiardes et al, 2016). La
metatranscriptomica de comunidades de organismos no solo permite identificar gran parte de
las bacterias, hongos, arqueas y virus presentes, sino que también nos posibilita el estudio de
los genes que se encuentran transcripcionalmente activos bajo condiciones especificas
(Warnecke & Hess, 2009; Gilbert & Hughes, 2011). Por lo tanto, la metatranscriptomica es
una herramienta que resultaria til para poder descubrir una mayor cantidad de especies y de
funciones génicas que se encuentren activas en los manglares del pacifico colombiano.
Teniendo en cuenta todo lo anterior, surgen diferentes preguntas, tales como: ;qué
microorganismos se encuentran transcripcionalmente activos en la microbiota de Rhizophora
mangle y de Avicennia germinans de la bahia de Buenaventura, Colombia?, (los
microorganismos asociados a estas dos especies de plantas cumplen las mismas funciones?,
(los microorganismos asociados a los mangles colaboran con su maquinaria molecular a la
capacidad de las plantas de sobrevivir en un ambiente con alta salinidad, alta radiacion solar
y presencia de contaminantes? y ; La microbiota endofitica de R. mangle y A. germinans
presenta genes activos con potencial biotecnoldgico para la agricultura y la industria?

Antecedentes

Buenaventura es un municipio del departamento del Valle del Cauca, ubicado al sur occidente
de Colombia, en la bahia de Buenaventura, en el océano Pacifico, lo cual, lo ha convertido
en el puerto mas importante de Colombia, ya que, por ¢él, circula aproximadamente el 53%
del comercio internacional del pais (Perez, 2007). La bahia de Buenaventura comprende un
bosque humedo tropical que se caracteriza por tener un clima céalido todo el afio, con un
promedio de temperatura de 26°C, una alta humedad relativa y alta pluviosidad, con un
promedio anual de 7400 mm (Enriquez et al, 2014). Una buena parte de los rios que hay en
la region geografica del Valle del Cauca desembocan al océano pacifico en la bahia de
Buenaventura. Esto crea unas condiciones en las que el agua dulce se mezcla con el agua
salada, generando los estuarios (Vidal et al, 2021). Estos estuarios presentan las condiciones
Optimas para el desarrollo de especies vegetales adaptadas a la salinidad. El crecimiento de
estas plantas permite la consolidacion del ecosistema de manglar. La flora arbdrea de los
manglares del pacifico colombiano esta constituida por Rhizophora mangle (mangle rojo),
Rhizophora racemosa (mangle rojo), Rhizophora harrisonii (mangle rojo), Avicennia
germinans (mangle negro), Laguncularia racemosa (mangle blanco) y Pelliciera
rhizophorae (mangle pifiuelo) (Blanco-Libreros & Alvarez-Leon, 2019).



Dos de las especies mas abundantes en los manglares de Buenaventura son Rhizophora
mangle y Avicennia germinans. R. mangle o mangle rojo, es una especie de la familia
Rhizophoracea, es muy utilizada por las poblaciones que viven en los manglares del pacifico
colombiano, gracias a la alta capacidad de almacenamiento de carbon, su madera es empleada
como lena para hacer fuego, para la construccion de casas, cercas, postes eléctricos e incluso
juguetes (Salazar et al, 2019). En el perfil del manglar del pacifico colombiano, R. mangle se
suele ubicar en la zona mas cercana al océano, siendo la primera defensa contra el oleaje. R.
mangle es la especie de mangle que permanece en contacto con el agua de mar por mayores
periodos de tiempo, especialmente en la region aérea de sus raices (Leon, 2003). Con respecto
al mangle negro, 4. germinans, éste es una especie arborea de la familia Acanthacea, se
distingue por presentar un tipo de raices aéreas llamadas neumatdforos, los cuales son raices
especializadas en el intercambio gaseoso en zonas de baja disponibilidad de oxigeno (Salas-
Leiva et al, 2009). En el pacifico colombiano, A. germinans es generalmente encontrada
detras del mangle rojo, mas al interior del bosque de manglar (Leon, 2003). Sin embargo, en
la desembocadura del rio Dagua, en la bahia de Buenaventura, los especimennes de R. mangle
y A. germinans se desarrollan juntos en la zona més externa del manglar.

Los arboles de mangle de Buenaventura son el habitat de una gran cantidad de organismos
que pertenecen a diferentes grupos taxondémicos y que han sido caracterizados en mayor o
menor medida. Entre estos podemos encontrar peces, moluscos, micro y macro artropodos
(Cantera & Blanco, 2001). Sin embargo, existen grupos que no han sido estudiados en los
manglares de Buenaventura, entre ellos tenemos a los microorganismos. Diversos estudios
han identificado la importancia de los microorganismos para las plantas y en general para los
ecosistemas (Lau & Leon, 2012; Prakash et al, 2015; Compant et al, 2019). Los estudios de
microorganismos endofitos han demostrado el impacto que estos tienen en la defensa de la
planta contra la herbivoria y las infecciones por patdgenos, la produccion de enzimas que
complementan el metabolismos de las plantas (D'alessandro et al, 2014), la respuesta al estrés
abidtico causado por el cambio climatico, la contaminacion generada por los seres humanos
(Nair & Padmavathy, 2014), y la obtencion de compuestos con potencial biotecnoldgico para
la agricultura o la medicina (Raimi & Adeleke, 2021). A pesar de todo esto, el estudio de los
endofitos de manglares es casi nulo y se limita al conocimiento de algunas pocas especies
cultivables en laboratorio (Liu et al, 2007; Ravindram et al, 2012; Soldan et al, 2019). Debido
a este vacio de conocimiento y al gran avance tecnologico de las ultimas décadas, se han
empezado a implementar el uso de herramientas 6micas, entre ellas la metagendmica y la
metatranscriptomica, para el estudio de los microorganismos de manglar.

Cada una de estas herramientas presenta ventajas y desventajas. Por un lado, la metagendmica
permite realizar una caracterizacion taxondmica muy robusta de las comunidades, ya que se
generan datos de todas las secuencias de ADN presentes en una muestra, lo que posibilita la
reconstruccidon de genomas microbianos y robustece la capacidad de asociar secuencias a una



especie o grupo en particular. Ademas, permite realizar la caracterizacion funcional de las
comunidades, sin embargo, estas funciones son putativas, debido a que no se puede asegurar
que los microorganismos expresen estos genes. Es ahi donde entra la metatranscriptomica, la
cual, al ser secuenciacion masiva de ARN, permite tener certeza de que las funciones
encontradas no son putativas y que los microorganismos realmente tienen la capacidad de
cumplir con un rol ecoldgico. No obstante, el transcriptoma de un organismos varia de
acuerdo con el momento en el que se tome la muestra, por lo que la caracterizacion
taxondmica de una comunidad, a través del metatranscriptoma, solo refleja una estructura
puntual bajo unas condiciones exactas (Kumar & Yadav, 2024). Para este estudio se escogio
la metatranscriptomica ya que permitio realizar la caracterizacion de la comunidad endofitica
de microorganismos bajo las condiciones de alta salinidad y marea baja.

Los estudios de metatranscriptomica de manglares son recientes, hasta la fecha tinicamente
se han realizado 9 estudios en microorganismos de manglar empleando la metodologia de
metatranscriptomica. En el afio 2018 se publicod el primer trabajo en esta éarea titulado
“Metatranscriptomics analysis of mangroves habitats around Mauritius” (Rampadarath et al,
2018). En los ultimos dos afios las investigaciones en manglares empleando técnicas dmicas
han aumentado (Zhang et al, 2023; Wang et al., 2024). Sin embargo, si evaluamos el estudio
de metatranscriptomica en manglares en Latinoamérica nos daremos cuenta de que existen
unicamente 2 trabajos, uno realizado en Brasil en el océano atlantico titulado “Microbial
functional responses to long-term anthropogenic impact in mangrove soils” (Cabral et al,
2018) y otro hecho en la costa caribe colombiana titulado “Metatranscriptomic
characterization of the bacterial community of a contaminated mangrove from the Caribbean”
(Isaza et al, 2021). Ambos trabajos son importantes como pioneros en el estudio de
metatranscriptomas en los manglares de Latinoamérica. Por otro lado, la busqueda de
informacion muestra claramente que hay un vacio en esta area de investigacion en nuestras
costas del océano pacifico y muy pocos estudios de endofitos de mangle a través de técnicas
omicas (Bohra et al., 2024). Esto hace importante y necesario el inicio de una linea de
investigacion que nos permita identificar la diversidad de microorganismos presentes en
nuestras costas y las funciones que estos estan desempefiando en el ecosistema de manglar.

Objetivo General

Establecer y comparar la actividad transcripcional de cada una de las comunidades de
endofitos encontrados en el tejido foliar y radicular de las especies Rhizophora mangle y
Avicennia germinans en la bahia de Buenaventura, Valle del Cauca, Colombia.

Objetivos especificos

Obtener el metatranscriptoma de cada uno de los tejidos y de las especies de manglar del
estudio.



Establecer los grupos taxondmicos de las diferentes comunidades de endoéfitos, de acuerdo
con la expresion de sus genes.

Determinar las funciones génicas activas de las comunidades de microorganismos endofitos
de R. mangle y A. germinans, y comparar la expresion génica por tejido y especie de planta
hospedera.

Identificar las funciones génicas que podrian estar asociadas con procesos que tengan un
potencial biotecnologico, tales como tolerancia a la salinidad, a xenobidticos, resistencia a
metales pesados y metabolismo de nutrientes.

Meétodos

Toma de las muestras

La zona de manglar, donde se realiz6 la toma de muestras, estd ubicada en la desembocadura
del rio Dagua, en la bahia de Buenaventura, en el suroccidente colombiano (3°52'44,887"N,
77°3'44,577"W) (Figura 1). Este bosque de manglar cuenta con una extension de 1984,5 Ha
y presenta un alto nivel de intervencion humana que se evidencia en contaminacion por
basuras y metales pesados (SIDAP, 2011; Gamboa-Garcia et al., 2020; Bolivar-Anillo et al.,
2023). Las muestras se colectaron en junio 14 de 2023. El muestreo se llevo a cabo entre las
8:00 y las 11:00 de la mafiana, coincidiendo con el nivel mas bajo de la marea en ese dia. Se
recolecto tejido foliar y radicular de tres individuos de R. mangle y 3 individuos de A.
germinans, separados entre si por aproximadamente 10 metros. Previo al proceso de colecta,
se siguid un protocolo de desinfeccion del tejido con el objetivo de eliminar los
microorganismos de la superficie. Se aplico hipoclorito de sodio al 2% durante 10 minutos,
seguido de etanol al 75% por 5 minutos y finalmente se realiz6 un lavado con agua destilada
durante 3 minutos, este proceso se realizo tanto para las raices como para las hojas. Para la
colecta del tejido foliar, se buscaron hojas sin signos de dafio mecanico o enfermedades y se
tomaron directamente del arbol. En cuanto al tejido radicular, se seleccion6 un fragmento de
la raiz que estuviera expuesta a la accion de las mareas y se empled un taladro con brocas
estériles para obtener solamente el tejido interno. Todo el tejido colectado se almaceno
inmediatamente en nitrégeno liquido y, posteriormente, se transportd al laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad del Valle, donde se almacen6 a - 80 °C hasta su
procesamiento. Para realizar la caracterizacion fisicoquimica de la zona de muestreo se tomo
una muestra de suelo, la cual fue analizada por el laboratorio AGRILAB (Bogota, Colombia),
y una muestra de agua que fue analizada mediante la sonda multiparamétrica HANNA
HI9829 (Anexo 1).
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Desembocadura del rio Dagua, Bahia de Buenaventura, Valle del Cauca, Colombia.

Extraccién de Acidos Nucleicos, Identificacion Molecular y Secuenciacién de ARN total

Las hojas y raices de las dos especies de mangle fueron pulverizadas manualmente en
morteros estériles utilizando nitrégeno liquido, el tejido homogenizado fue almacenado a
-80°C hasta su utilizacion. Con el fin confirmar la taxonomia de los individuos, se llevo a
cabo la extraccién del ADN empleando el kit “InviSorb® Spin Plant Mini Kit” de la empresa
Invitek, con una modificacion en el protocolo: se realizé una segunda maceracion después de
agregar el buffer de lisis, mediante el uso del DREMEL 3000 y pistilos esterilizados, esto
para aumentar la ruptura de paredes celulares y mejorar la eficiencia de la extraccion.
Posteriormente, fueron amplificados los sistemas atpl-atpH y psbJ-petA, dos regiones
intergénicas del cloroplasto. Los cebadores empleados y el perfil térmico fueron descritos por
Ceron-Souza y colaboradores (2012). Los productos de PCR fueron enviados a Macrogen
(Seul, Corea del Sur), para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron mapeadas
contra la base de datos del NCBI para confirmar que los individuos colectados pertenecieran
a las especies Rhizophora mangle y Avicennia germinans.

10



Una vez confirmada la identificacion taxonomica, se procedio a realizar la extraccion del
ARN total. Para las muestras provenientes de Rhizophora mangle se sigui6 el protocolo de
CTAB de White y colaboradores (2008), con modificaciones: Se agregd un volumen de
isopropanol en vez de utilizar cloruro de litio 8M, y se realiz6 la incubacion a -20°C en vez
de a 4°C. Para las muestras de Avicennia germinans se siguié el protocolo de RNAzol
(Sigma-Aldrich), el cual consiste en una separacion del ARN empleando tiocianato de
guanidina y fenol. La cantidad e integridad del ARN obtenido fueron determinadas
empleando el fluorometro Qubit 4. EI ARN extraido fue enviado a Macrogen, Seul, Corea
del Sur, donde se realizé la construccion de las librerias utilizando el kit TruSeq stranded total
RNA with Ribo-Zero Plus. La secuenciacion se realizd mediante la plataforma Illumina
Novaseq 6000. Se generaron 11 librerias “paired-end” de 70 millones de lecturas con
fragmentos de 100 bases (Tabla 1). Debido a problemas en la construccion de la libreria de
la raiz de la muestra 3 de R. mangle no fue posible obtener el transcriptoma derivado de este
tejido. Por lo tanto, finalmente, los anélisis bioinforméaticos se realizaron con 11 librerias,
cinco de R. mangle y seis de A. germinans.

Analisis Bioinformaticos

Filtros de calidad y contaminacion
En total se recibieron 22 archivos con las lecturas crudas de las 11 librerias de RNA total.

Inicialmente, las librerias fueron analizadas mediante el programa FastQC (Andrews, 2010),
para determinar la calidad de las secuencias. Seguidamente, se empled Trimmomatic (Bolger
et al, 2014), para eliminar todas las lecturas que presentaran un puntaje de Phred menor a 20
y retener unicamente aquellas con buena calidad. Como las librerias producidas eran de ARN
total, para conservar solamente las lecturas de microorganismos, fue necesario eliminar todos
los transcritos que provinieran de las plantas hospederas. Para esto, se hizo un ensamblaje de
novo de los genomas de las especies de mangle bajo estudio (Lemos-Lucumi et al., datos no
publicados)y utilizando Bowtie2 (Li et al., 2009) y SamTools (Langmead, & Salzberg, 2012)
se procedio a hacer la sustraccion del transcriptoma de los endofitos. Como paso final en los
filtros de calidad y contaminacion, se eliminaron todas las lecturas que coincidieran con ARN
ribosomal, para esto se empleo el algoritmo SortMeRNA (Kopylova et al, 2012) y la base de
datos SILVA (Kopulova et al, 2013) para ARN ribosomal de microorganismos eucariotas y
procariotas.

Anotacion taxonomica de las lecturas, Analisis de diversidad Alfa y Beta
Una vez obtenidas las lecturas limpias y exclusivas de los microorganismos, se realiz6 la

anotacion taxondmica empleando el programa Kraken2 (Wood et al., 2019). Para este proceso
se descargaron las bases de datos de Arqueas, Bacterias, Hongos, Protozoarios y Virus y se
contrastaron con las lecturas de cada libreria por separado. Para realizar los calculos de
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diversidad, solo se tuvieron en cuenta aquellas anotaciones que presentaron al menos cinco
conteos al analizar todas las muestras. Los resultados fueron exportados al programa R studio,
donde fueron analizados con el paquete Phyloseq (McMurdie & Holmes, 2023), y asi,
calcular diferentes indices de diversidad alfa mediante el algoritmo Vegan (Dixon, 2003).
Para la diversidad beta, se empled un analisis de coordenadas principales (PCoA) con los
métodos de distancia de Jaccard y Bray-Curtis, empleando el paquete RAM (Chen et al.,
2015). Con el fin de establecer si la diferencia en la taxonomia de los microorganismos era
estadisticamente significativa y se asociaba a la planta hospedera, al tejido del que provienen
las muestras o a la interaccion entre estos dos factores se realizé un anélisis PERMANOVA
con 9999 permutaciones, mediante el paquete Vegan.

Ensamblaje de los metatranscriptomas
Para el ensamblaje de novo de los metatranscriptomas se empled el algoritmo rnaSPAdes

(Bushmanova et al., 2019). Se utilizaron las lecturas provenientes de hojas y raices,
generando un ensamblaje por cada planta hospedera. Posteriormente, la calidad de los
ensamblajes se mejor6 mediante la opcion “covered cds” del flujo de trabajo MetaGT
(Shafranskaya et al, 2022) Esta opcion permite aumentar la cobertura de los transcritos a
partir de la comparacion con las secuencias codificantes (CDS) del metagenoma proveniente
de la misma muestra. Los metagenomas fueron proporcionados por Cardenas-Herndndez y
colaboradores (Datos no publicados). Posterior al proceso de ensamblaje y la mejora de la
cobertura, se utilizé el programa CD-Hit (Fu et al., 2012) para eliminar la redundancia entre
transcritos, con los pardmetros de 90% de cobertura y 95% de similitud. Finalmente, los
metatranscriptomas fueron evaluados mediante RNAquast (Bushmanova et al., 2016) para
determinar los pardmetros basicos de los ensamblajes como la longitud total, el nimero de
contigs y el N50.

Anotacion funcional, enriquecimiento funcional y expresion diferencial
La anotacion funcional de los metatranscriptomas se realizd mediante el programa

DIAMOND (Buchfink et al. 2014), siguiendo el flujo de trabajo SAMSA2 (Westreich et al.,
2018). Para esta anotacion se utilizaron las secuencias de proteinas no redundantes (RefSeq)
del NCBI pertenecientes a Arqueas, Bacterias, Hongos, Protozoarios y Virus (O'Leary et al.
2016). Seguidamente, mediante el programa DIAMOND, las lecturas de cada libreria fueron
contrastadas contra los metatranscriptomas anotados para obtener los valores de expresion
por cada gen, la anotacion se realiz6 con los pardmetros por defecto de DIAMOND.

Los datos de expresion por muestra se exportaron a R, en donde se realizé un filtro por
conteos, conservando Unicamente aquellos genes que presentaron cinco o mas conteos en
todas las muestras analizadas. Posteriormente, los conteos fueron normalizados con base en
la media geométrica, empleando el paquete DESeq2 (Love et al.,, 2014). Los valores
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normalizados de los conteos de expresion génica fueron empleados en la construccion de un
analisis de componentes principales (PCA) para visualizar patrones de agrupaciéon de
muestras de acuerdo con la planta hospedera y al tejido del que provienen. Para comprobar
si existian diferencias estadisticamente significativas en la expresion génica se realizd un
PERMANOVA con 9999 permutaciones, empleando como factores a la especie de planta
hospedera, el tejido del que proviene la muestra y la interaccion entre ambos factores.

Para realizar el andlisis de expresion diferencial, se utilizo la tabla de conteos normalizados
y el paquete DESeq2. Se realizaron comparaciones entre tejidos, de forma intra e
interespecifica. Se tomaron como significativos a aquellos genes que presentaron un valor-p
ajustado menor a 0.05 y un log2Foldchange mayor a 2 o menor a -2. Finalmente, los
resultados fueron visualizados mediante volcanoplots, utilizando el paquete
EnhanchedVolcano (Blighe et al., 2024) en R. Para cada comparacion se seleccionaron los
50 de genes con la expresion diferencial mas significativa y con los valores-p ajustados més
cercanos a cero. los genes con expresion diferencial fueron visualizados a través de graficos
de barras. Con el fin de determinar cudles categorias génicas se encontraban enriquecidas, de
acuerdo con las comparaciones realizadas, los genes con expresion diferencial significativa
fueron anotados contra la base de datos EggNOG, empleando el algoritmo eggNOG-mapper
(Cantalapiedra et al., 2021

Potencial biotecnoldgico de los microorganismos endofitos de A. germinans y R. mangle
Para determinar el potencial biotecnoldgico de los microorganismos, se realizo la anotacion
de cada muestra contra la base de datos PLaBAse (Patz et al., 2021), la cual contiene
informacion de genes relevantes en la interaccion planta-microorganismo. Para generar esta
anotacion se empel6 el programa PGPg_finder (Pellegrinetti et al., 2024). Las categorias que
se tuvieron en cuenta fueron; resistencia al estrés bidtico, resistencia al estrés abiotico,
resistencia a metales pesado, metabolismo, resistencia a la salinidad y resistencia a los
xenobidticos. Los conteos obtenidos de la anotacidn fueron estandarizados en escala
logaritmica y se visualizaron mediante un mapa de calor, empleando el paquete Pheatmap
(Kolde & Kolde) en R. Para profundizar mas en el potencial biotecnologico de los
microorganismos, y en el aporte de la comunidad de endofitos a la capacidad de la planta de
resistir el estrés ambiental, se realiz6 una busqueda en el quinto nivel de la base de datos
PLaBAse, de las proteinas asociadas a las categorias de resistencia a la salinidad, resistencia
al niquel y cobre, degradacion de petrdleo y naftaleno y resistencia a las altas temperaturas,
estas categorias fueron seleccionadas teniendo en cuenta que presentaron los mayores niveles
de expresion génica. Los conteos de cada enzima fueron estandarizados en escala logaritmica
y visualizados mediante el uso de un mapa de calor en R.
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Resultados

Filtros de calidad y contaminacion

La secuenciacion de las 11 muestras gener6 entre 69.9 y 97.5M de lecturas por libreria, de
las cuales se conservaron entre 0.32 y 3.1M, después de aplicar los filtros de calidad y la
eliminacion de las lecturas de las plantas hospederas (Tabla 1). Se observo que, en las
muestras provenientes de raices, de ambas especies, se conservaron mas lecturas (1.75
millones de lecturas +/- 0.8) que en las muestras provenientes de hojas (0.64 millones de
lecturas +/- 0.35), con excepcion de la muestra RmH1, la cual conservd 1.28 millones de
lecturas (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de lecturas por muestra antes y después de los filtros de contaminacion y
calidad.

Muestra Planta hospedera Tejido Lecturas Lecturas Porcentaje de lecturas
crudas procesadas conservadas
AgH1 Avicennia germinans Hoja 80371418 481158 0.60
AgH2 Avicennia germinans Hoja 73465628 329180 0.45
AgH3 Avicennia germinans Hoja 81555078 387596 0.48
AgR1 Avicennia germinans Raiz 69951896 1336828 1.91
AgR2 Avicennia germinans Raiz 74975016 3115154 4.15
AgR3 Avicennia germinans Raiz 77547500 1424818 1.84
RmH1 Rhizophora mangle Hoja 97557880 1280356 1.31
RmH2 Rhizophora mangle Hoja 73187512 697818 0.95
RmH3 Rhizophora mangle Hoja 76745492 655212 0.85
RmR1 Rhizophora mangle Raiz 78466460 1875656 2.39
RmR2 Rhizophora mangle Raiz 79177582 957354 1.21

Anotacion taxonomica de las lecturas, Andlisis de las diversidades Alfa y Beta

Mediante la anotacioén taxondmica contra las bases de datos de Arqueas, Bacterias, Hongos,
Virus y Protozoarios se lograron identificar un total de 2347 taxa diferentes. Los virus fueron
el grupo menos abundante, representando entre 0.1 y 3% de los transcritos, seguido por las
arqueas que tenian una expresion relativa entre el 0.5 y 4% entre todas las muestras. Los
eucariotas fueron el segundo grupo con mayor expresion, representando entre 12 y 32% de
las secuencias y, finalmente, las bacterias fueron el taxon con mayor representacion en todas
las muestras con un porcentaje de 75 a 88% (Figura 2A). A nivel de phylum el grupo mas
abundante fue Pseudomonadota, representando casi el 50% de las secuencias encontradas en
las raices de A. germinans, seguido por el phylum Bacillota, el cual fue el grupo con mayor
abundancia relativa en las hojas de A. germinans. El phylum Ascomycota fue el grupo de
eucariotas con mayor expresion relativa entre todas las muestras (Figura 2B). El género
Mycobacterium fue el que presentd los mayores niveles de expresion génica relativa, y fue
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especialmente abundante en las hojas de ambas especies de plantas hospederas (Figura 2C),
mientras que, el género Clostridium mostrd una alta expresion relativa en las hojas de A.
germinans y los géneros Palleronia 'y Paracoccus se encontraron mayormente activos en las

muestras provenientes de raices de 4. germinans (Figura 2C).
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Figura 2. Abundancia relativa de los grupos de microorganismos identificados en las 11
muestras, tanto de hojas como de raices. A) Dominio, B) Phylum, C) Género.

Los calculos de la diversidad alfa observada, Chaol, ACE, Shannon, Simpson y Fisher
evidenciaron que las muestras asociadas a raices presentaron una mayor diversidad en
comparacion con las muestras provenientes de hojas (Figura 3A). En cuanto a la diversidad
beta, el PCoA mostr6 una clara separacion por especie de planta hospedera y tejido, tanto por
el método de distancia de Bray-Curtis (Figura 3B) como por el método de distancia de
Jaccard (Anexo 2). El método de Bray-Curtis permitié una explicacion de la varianza de
74%, mientras que el método de Jaccard explico un 60.4% de la varianza en sus dos primeras
componentes. Ademas, mediante el analisis PERMANOVA, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas asociadas a la planta hospedera (Valor-p: 0.0001, F:6.9862),
al tejido del que proviene la muestra (Valor-p: 0.0001, F: 6.3158) y a la interaccién de ambos
factores (Valor-p: 0.004, F: 3.4255), demostrando que los factores analizados en este estudio
tienen un efecto significativo sobre la expresion génica de la comunidad de microorganismos.
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Figura 3. Anélisis de diversidad taxonémica de las 11 muestras. A) Indices de diversidad
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Bray-Curtis.

Ensamblaje de los metatranscriptomas

Para el ensamblaje del metatranscriptoma de 4. germinans se trabajé con 7.04 millones de
lecturas en total, mientras que para el ensamblaje de R. mangle se utilizaron 5.46 millones de
lecturas (Tabla 1). El ensamblaje de 4. germinans generd un total de 17052 contigs, con un
N50 de 876 (Anexo 3), por otro lado, el ensamblaje del metatranscriptoma de R. mangle se
conformé por 7517 contigs y un N50 de 711 (Anexo 3).
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Anotacion funcional

La anotacion funcional de los metatranscriptomas permitié la identificacion de 10204
funciones génicas activas en las 11 muestras (Anexo 4). Para las 6 muestras provenientes de
A. germinans se anotaron 6009 transcritos (Anexo 4), mientras que para las 5 muestras de R.
mangle se identificaron 4810 funciones génicas activas (Anexo 4). A nivel de tejido,
independientemente de la especie de planta hospedera, se encontraron 3953 genes activos en
las 6 muestras asociadas a hojas (Anexo 4) y 9117 en las 5 muestras provenientes de raices
(Anexo 4). Entre los genes con mayor actividad transcripcional se encontraron las
subunidades 1,4 y 7 de la NADH deshidrogenasa ademads de varias subunidades de la enzima
citocromo oxidasa, la serina hidroximetil transferasa, la glutamina sintetasa, catalasas y
enolasas (Anexo 4). El PCA de las funciones génicas activas presentd una explicacion de la
variacion de 89% a partir de sus dos primeras componentes y, ademas, mostr6 una separacion
de las funciones activas asociada a la especie de planta hospedera y al tejido del que proviene
la muestra (Figura 4). Este hallazgo es apoyado por los resultados del PERMANOVA, los
cuales reflejan diferencias estadisticamente significativas asociadas a la planta hospedera
(Valor-p:0.0001, F:49.2062), al tejido del que proviene la muestra (Valor-p:0.0032,
F:10.9228) y a la interaccion de ambos factores (Valor-p:0.0169, F:6.1929).
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Figura 4. Analisis de componentes principales de las anotaciones funcionales basadas en el
RefSeq del NCBI.

Expresion diferencial y enriquecimiento funcional

Comparaciones intraespecificas
Para la especie Avicennia germinans, se encontraron, en total, 202 genes con expresion

diferencial significativa al comparar los metataranscriptomas de hojas contra los de raices
(Figura 5A). 22 de los genes, se encontraron sobreexpresados en las hojas, mientras que 180
se encontraron sobreexpresados en las raices. Entre los genes con mayor significancia
estadistica, expresados en las hojas de 4. germinans, se encontraban la glutamina y glutamato
sintetasa, la glicina deshidrogenasa, la fructosa bifosfatasa y la fructosa bifosfato aldolasa,
mientras que, para las muestras de raiz, los genes con mayor significancia fueron la ATP
sintasa subunidad B, la NADH deshidrogenasa, el citocromo ¢ oxidasa y el apocitocromo b
(Figura 6A). El enriquecimiento funcional contra la base de datos EggNOG mostré6 como
categoria mas expresada al transporte y metabolismo de aminoacidos en las hojas de A.
germinans (Figura 6B), mientras que en las muestras asociadas a raices la categoria mas
enriquecida fue la produccion y conservacion de energia (Figura 6C).
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Por otro lado, Al comparar los metatranscriptomas de hojas y raices de Rhizophora mangle
se hallaron 52 genes con expresion diferencial significativa, de los cuales 4 se encontraban
sobreexpresados en hojas y 48 en raices (Figura 5B). Para las hojas, los genes con mayor
significancia estadistica fueron la glutamina sintetasa 1 y 2, mientras que para las raices se
encontraron genes como la transcriptasa inversa, las subunidades 4 y 5 de la NADH
deshidrogenasa, y varias subunidades de la enzima citocromo c¢ oxidasa (Figura 7A). El
analisis contra la base de datos EggNOG mostré que, el transporte y metabolismo de
aminoacidos se encuentra enriquecido en las hojas (Figura 7B), mientras que en las raices se
encuentran mas activas las categorias relacionadas con el citoesqueleto y la produccion y
conservacion de energia (Figura 7C).
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Figura 5. Volcanoplots de las comparaciones de expresion génica entre tejidos de plantas
hospederas. A la derecha de las figuras se encuentran los genes sobreexpresados en hojas, y a
la izquierda se encuentran los genes sobreexpresados en Raices. A) Hojas de Avicennia
germinans vs Raices de Avicennia germinans, B) Hojas de Rhizophora mangle vs Raices de
Rhizophora mangle. Gris: No significativo. Verde: Cumple con tener mas de 2 o menos de -2 en el valor de

Log2FoldChange. Rojo: Cumple con el criterio de Log2FoldChange y con un valor-p ajustado menor a 0.05.
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Figura 6. Expresion diferencial y enriquecimiento funcional de la comparacién entre hojas
y raices de Avicennia germinans A) Grafico de los 50 genes con mayor significancia
estadistica, a la derecha de la figura se encuentran los genes sobreexpresados en las hojas y
a la izquierda se encuentran los genes sobreexpresados en las raices, B) Enriquecimiento
funcional de los 22 genes con sobreexpresion significativa en el metatranscriptoma de hojas
de A. germinans, C) Enriquecimiento funcional de los 180 genes con sobreexpresion
significativa en el metatranscriptoma de raices de 4. germinans.
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Figura 7. Expresion diferencial y enriquecimiento funcional de la comparacion entre hojas
y raices de Rhizophora mangle A) Grafico de los 50 genes con mayor significancia
estadistica, a la derecha de la figura se encuentran los genes sobreexpresados en las hojas y
a la izquierda se encuentran los genes sobreexpresados en las raices, B) Enriquecimiento
funcional de los 4 genes con sobreexpresion significativa en el metatranscriptoma de hojas
de R. mangle, C) Enriquecimiento funcional de los 48 genes con sobreexpresion significativa
en el metatranscriptoma de raices de R. mangle.

Comparaciones interespecificas
La comparacion entre hojas de A. germinas contra hojas de R. mangle mostr6 que, de los

1560 genes con expresion diferencial significativa, 885 se encontraron sobreexpresados en
A. germinans y 675 en R. mangle (Figura 5A). Entre los genes con mayor significancia
estadistica en las hojas de 4. germinans se encontraron la enzima malica dependiente de
NAD, la glutamina sintetasa y la sintetasa de glucégeno, mientras que en las hojas de R.
mangle los genes mas significativos fueron la serina hidroximetil transferasa, la enzima
superoxido dismutasa, la glutamato y glutamina sintasa, la fructosa 1,6 bifosfatasa, triosa
fosfato isomerasa y la malato deshidrogenasa (Figura 6A). La comparacion contra la base de
datos eggNOG evidencid que, la categoria mas enriquecida en el metatranscriptoma de las
hojas de 4. germinans y R. mangle fue la modificacion postraduccional, recambio proteico y
chaperonas (Figura 6B y 6C).

Para la comparacion entre raices, se observaron 588 genes sobreexpresados
significativamente en A. germinans y 1219 genes sobreexpresados en R. mangle (Figura 5B).
El gen de la actina fue el de mayor significancia entre los genes sobreexpresado en las raices
de A. germinans, mientras que para las muestras de raices de R. mangle se encontrd a la
enzima malica dependiente de NAD, sintasa de glucégeno, NADH reductasa, proteinasa
aspartica y la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (Figura 7A). En cuanto al
enriquecimiento funcional, se identificaron como categorias principales a la traduccion,
estructura ribosdmica y biogénesis y la modificacion postraduccional en las raices de A.
germinans y R. mangle (Figura 7B y 7C).
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Figura 8. Volcanoplots de las comparaciones de expresion génica entre especies de plantas

hospederas. A la derecha de las figuras se encuentran los genes sobreexpresados en Avicennia

germinas, y a la izquierda se encuentran los genes sobreexpresados en Rhizophora mangle.

A) Hojas de Avicennia germinans vs Hojas de Rhizophora mangle, B) Raices de Avicennia
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germinans vs Raices de Rhizophora mangle. Gris: No significativo. Verde: Cumple con tener mas de 2
o menos de -2 en el valor de Log2FoldChange. Rojo: Cumple con el criterio de Log2FoldChange y con un valor-

p ajustado menor a 0.05.
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Figura 9. Expresion diferencial y enriquecimiento funcional de la comparacion
interespecifica de los metatranscriptomas de hojas. A) Grafico de los 50 genes con mayor
significancia estadistica, a la derecha de la figura se encuentran los genes sobreexpresados
en las hojas de A. germinans y a la izquierda se encuentran los genes sobreexpresados en las
hojas de R. mangle, B) Enriquecimiento funcional de los 885 genes con sobreexpresion
significativa en el metatranscriptoma de hojas de A. germinans, C) Enriquecimiento
funcional de los 675 genes con sobreexpresion significativa en el metatranscriptoma de hojas
de R. mangle.
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Figura 10. Expresion diferencial y enriquecimiento funcional de la comparacion
interespecifica de los metatranscriptomas de raices. A) Grafico de los 50 genes con mayor
significancia estadistica, a la derecha de la figura se encuentran los genes sobreexpresados
en las raices de A. germinans y a la izquierda se encuentran los genes sobreexpresados en las
raices R. mangle, B) Enriquecimiento funcional de los 588 genes con sobreexpresion
significativa en el metatranscriptoma de raices de 4. germinans, C) Enriquecimiento
funcional de los 1219 genes con sobreexpresion significativa en el metatranscriptoma de
raices de R. mangle.

Potencial biotecnologico de los microorganismos endofitos de 4. germinans y R. mangle

La anotacion contra la base de datos PLaBAse mostré que las comunidades de
microorganismos de A.germinans y R. mangle presentan una alta expresion de genes
relacionados con el metabolismo basico, la resistencia al estrés bidtico y abidtico, la
degradacion de xenobiodticos, la resistencia a los metales pesados y la resistencia al estrés por
salinidad. Se observa un patron general de expresion, con genes que se encuentran activos en
los microorganismos endofitos de las raices, pero, practicamente, inactivos en las hojas
(Figura 11). Dentro del grupo de genes de resistencia al estrés abiotico, la categoria mas
abundante y activa en las raices fue la de la tolerancia a las altas temperaturas. Para el grupo
de metales pesados, las categorias con mayor actividad transcripcional fueron las de
resistencia al cobre, el niquel y el zinc. Todas las categorias relacionadas con el metabolismo
de fosforo, azufre, nitrégeno y carbono se encontraron presentes y activas, siendo, sin
embargo, la categoria metabdlica con mayor actividad transcripcional la adquisicion y
homeostasis del hierro. Igualmente, se encontraron 17 categorias funcionales relacionadas
con la degradacion de diferentes xenobioticos, apareciendo las categorias de degradacion de
naftaleno e hidrocarburos, como las més activas. Finalmente, la categoria con una alta
abundancia y expresion fue la relacionada con la neutralizacion del estrés salino, presentando
un patron de expresion génica contrario al observado para las demas categorias, teniendo una
mayor actividad en las hojas que en las raices (Figura 11).
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Figura 11. Heatmap de las funciones relevantes en la interaccion planta-endofito
seleccionadas de la base de datos PLaBAse

Al analizar la anotacion funcional contra el nivel cinco de la base de datos PLaBAse se
encontrd que, las proteinas transportadoras de Cu+, oxidasa de cobre y transportadoras de
péptido/niquel fueron las mas activas, con relacion a la resistencia a metales pesados (Figura
12). Para la degradacion de hidrocarburos, se observo que las enzimas mas expresadas, tanto
para A. germinans como para R. mangle, fueron la alcohol deshidrogenasa, la metanol
deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa, ademas de las subunidades alfa y beta de la
enzima mono oxigenasa de alquenos (Figura 12). En cuanto a la respuesta al estrés generado
por altas temperaturas, se detectaron diversos tipos de proteinas de choque térmico, mayor
mente chaperonas, entre ellas la mas activa fue la familia de proteinas HSP20, seguida de la
chaperona molecular DnaK, ademas, se observo una expresion constante de las subunidades
A, B, C, Py X de las proteasas Clp (Figura 12). Para la categoria de resistencia a la salinidad,
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se detectaron proteinas transportadores de diferentes tipos de iones, entre los cuales se
encuentran el calcio, el cloro, el magnesio, el potasio, el sodio (Figura 13). Adicionalmente,
se identificaron diferentes enzimas relacionadas con el metabolismo de los aminoacidos
ectoina y prolina, ademas del metabolismo del disacarido trehalosa (Figura 13). Las proteinas
con mayor actividad transcripcional fueron las diferentes subunidades de la bomba de
protones H+ ATPasa y el antiportador H+/Na+, ademas, estas proteinas fueron las tunicas que
presentaron actividad en el metatranscriptoma de hojas (Figura 13). Los resultados de la
anotacion funcional contra el quinto nivel de la base de datos PLaBASe muestran que, el
metatranscriptoma endéfito de los neumatdforos de 4. germinans expresa una mayor
variedad de proteinas que permiten a los microorganismos colaborar con la planta para
degradar moléculas o resistir factores adversos del ambiente, en comparacion con el
metatranscriptoma endoéfito de las raices de R. mangle (Figura 12 y Figura 13)
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Figura 12. Mapa de calor de las proteinas relacionadas con la resistencia al cobre y niquel,
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Discusion

En este trabajo se realizé una caracterizacion taxondmica y funcional del transcriptoma de la
comunidad de microorganismos endofitos presentes en hojas y raices de las especies de
mangle Avicennia germinans y Rhizophora mangle. Fue posible demostrar que existen
diferencias significativas, tanto en la taxonomia como en funcién génicas asociadas a la
especie de planta hospedera y al tejido vegetal que se esté analizando. Se determind que los
microorganismos cumplen funciones relacionadas con la capacidad de los mangles para
sobrevivir en ambientes con alta salinidad, baja disponibilidad de compuestos ricos en
nitrogeno, estrés biotico y abidtico y contaminacidon por xenobidticos y metales pesados. Por
lo cual se infiere que, la asociacion planta-microorganismos resulta clave para la
supervivencia de 4. germinans y R. mangle en la bahia de Buenaventura, Colombia.

Anotacion taxonomica de las lecturas, Andlisis de las diversidades Alfa y Beta

La anotacion taxondmica de las lecturas mostré6 que los microorganismos con mayor
actividad transcripcional pertenecen al grupo de las bacterias, en los diferentes niveles
taxondémicos analizados (Figura 2A, 2B y 2C). A nivel de phylum, se observa a
Pseudomonadota como el grupo con mayor actividad (Figura 2B), lo cual, concuerda con
diversos analisis de microbiota endofitica que demostraron como este grupo es el mas
abundante en diversos tejidos de diferentes especies de plantas (Acufia et al., 2023; Lukina
et al., 2024; Roca-Couso et al., 2024). Mycobacterium fue el género con mayor expresion
génica relativa (Figura 2C), este género ha sido ampliamente estudiado por su importancia
médica, sin embargo, recientemente, se descubrid que existen bacterias de este grupo que se
desarrollan como endofitos (Koskimaki et al., 2010), y la secuenciacion del genoma de
Mycobacterium Mya-zhO1, permitié identificar su potencial para contribuir en la
germinacion y desarrollo vegetativo en orquideas (Pan et al., 2020). Teniendo esto en cuenta,
se plantea que la especie de Mycobacterium presente en A. germinans 'y R. mangle puede ser
un endofito que colabora en el desarrollo vegetativo de estos mangles y, por esto, se encuentra
con una muy alta expresion génica relativa.

Otro de los géneros con una alta actividad transcripcional fue Clostridium, las especies
endofiticas de este género han demostrado la capacidad de producir acido acético y etanol,
ademas, de haber perdido genes relacionados con la capacidad de vida libre, por lo cual varias
especies de este género son endofitos obligados de plantas (Li et al., 2023). El género
Pseudomonas ha sido estudiado como endoéfito y se ha demostrado que algunas cepas
promueven el crecimiento de la planta hospedera gracias a que cuentan con la capacidad de
solubilizar fosfatos (Flores-Duarte et al., 2022). El género més activo de hongos fue
Schizosaccharomyces (Figura 2C), las levaduras de este grupo han sido aisladas de suelos y
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tejido vegetal (Brysch-Herzberg et al., 2022), lo cual puede explicar el por qué se encontraron
tan activos en las raices de R. mangle, sin embargo, su funcién como endoéfitos no ha sido
estudiada.

La diversidad alfa mostré que existe una mayor riqueza y abundancia de transcritos en las
raices, en comparacion con las hojas (Figura 3A), mientras que la diversidad beta evidencid
que tanto la especie de planta hospedera como el tejido del que proviene la muestra, son
factores significativos que modulan la composicion taxondmica del metatranscriptoma
endofito (Figura 3B). Diversos estudios de composicion taxonémica del microbioma de las
plantas han demostrado que, a mayor distancia filogenética de los hospederos, mayor sera la
diferencia en la composicion taxonémica de la microbiota (Bouffaud et al., 2014; Samad et
al., 2017). Teniendo en cuenta esta informacion y sabiendo que A. germinans y R. mangle
pertenecen a 6rdenes diferentes, Lamiales y Malpighiales, respectivamente, es de esperar que
la taxonomia de los microorganismos endofitos de estas dos especies de mangle se vea
influenciada por la distancia filogenética de sus hospederos.

Por otro lado, se sabe que los tejidos de una planta actian como compartimientos que
presentan caracteristicas fisioldgicas distintas, y que estos tejidos se ven sometidos a
presiones climaticas diferentes. Es asi como los microorganismos de la raiz se enfrentan a
ambientes distintos a los que enfrentan los endofitos de las hojas (Dastogeer et al., 2020).
Especificamente, en el ecosistema de manglar, las raices de estos arboles se exponen a la
accion de las mareas, las cuales suben y bajan constantemente, lo que somete a los
microorganismos de las raices a cambios de salinidad y pH y presion de oxigeno, a lo largo
del dia, mientras que los microrganismos de las hojas tienen otros retos como la accioén de
los rayos del sol, lo cual genera altas temperaturas constantes (Ellison, 2021). Estas
variaciones ambientales son un factor importante a la hora de que un microorganismo sea
capaz de colonizar un tejido especifico, ya que debe poner en movimiento, a través de su
genoma y transcriptoma diversos mecanismos moleculares para lidiar con todas las
condiciones adversas (Coleman-Derr et al., 2017). Lo que convierte al ambiente en un factor
que genera variacion en la composicion, tanto taxondmica como funcional, del
metatranscriptoma endofito en las plantas de mangle.

Anotacion funcional, expresion diferencial y enriquecimiento funcional

El PCA de las anotaciones funcionales mostrd un comportamiento igual al del PCoA de las
anotaciones taxonomicas (Figura 4), arrojando como resultado que tanto la especie de planta
hospedera como el tejido, del que proviene la muestra, son factores estadisticamente
significativos que modulan el metatranscriptoma endoéfito en los mangles de este estudio.
Como ya se dijo anteriormente, se ha demostrado que la distancia filogenética y las
condiciones ambientales y fisiologicas son factores muy importantes para modular la
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composicion del microbioma asociado a las plantas (Coleman-Derr et al., 2017; Samad et al.,
2017). La respuesta transcripcional de un microorganismo le permite enfrentarse a ambientes
cambiantes y, es lo que define la capacidad de un individuo para establecerse y proliferar en
un ambiente con condiciones adversas o estresantes (Hechler et al., 2023; Jiao et al., 2024).
En el ecosistema de manglar, los microorganismos endofitos asociados a las raices pasan una
parte del dia sumergidos y otra parte en contacto con el aire, por lo cual, deben ser capaces
de adaptarse a estos cambios en la salinidad y la disponibilidad de oxigeno. Por ejemplo, en
el metatranscriptoma de raices se encontraron muy activos los genes que codifican para las
subunidades de la NADH deshidrogenasa (Anexo 4), una enzima que hace parte de las rutas
de obtencion de energia y que, en algunas bacterias, sirve como Unica entrada de los
electrones a la cadena respiratoria (Sellamuthu et al., 2017; Lencina et al., 2018). Teniendo
en cuenta que las muestras fueron tomadas en marea baja, es probable que los
microorganismos se encontraran en ese momento en una fase de obtencion de energia
aerdbica, siendo capaces de aprovechar la disponibilidad de oxigeno que genera la ausencia
de inundacion.

Los analisis de expresion diferencial mostraron que existen mas genes con diferencias
significativas al comparar el mismo tejido entre diferentes especies que tejidos diferentes de
la misma especie (Figura 5 y Figura 8). Este resultado, junto con la mayor significancia del
factor especie (Valor-p: 0.0001) que el factor tejido (Valor-p: 0.0032) en el PERMANOVA
de funciones, sugiere que, a pesar de que ambos factores son importantes, la distancia
filogenética de las plantas hospederas juega un papel mas grande en la modulacion de la
expresion génica de la comunidad de endofitos, que el tipo de tejido del que proviene la
muestra. Otros estudios metatranscriptomicos han demostrado que la expresion génica de los
microorganismos se ve influenciada por la taxonomia de la planta hospedera, y que incluso
especies de plantas hospederas del mismo género tienen metatranscriptomas diferentes (Liao
et al., 2016). No se encontraron ejemplos, en la literatura consultada en los que se analice el
nivel de expresion génica de los endofitos de las plantas en un gradiente espacial. Sin
embargo, para muestras metagenomicas, Cardenas y colaboradores encontraron que las
funciones putativas en la comunidad de enddfitos de R. mangle y A. germinans se ven
influenciadas por el tejido en el cual se encuentra la comunidad de microorganismos
(Resultados no publicados).

Comparaciones intraespecificas
Los anélisis de expresion diferencial dentro de la misma especie de planta hospedera

mostraron resultados similares. Se encontrd que, en las hojas, tanto de 4. germinans como
de R. mangle, se sobreexpresa la glutamina sintetasa, una enzima que puede ser producida
tanto por la planta como por los endofitos de ésta, y que hace parte del ciclo del nitrogeno,
permitiendo la produccion de glutamina a partir de glutamato y amonio (Cipriano et al.,
2021). Este resultado sugiere que los microorganismos de las hojas de las plantas de mangle
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pueden estar involucrados en el metabolismo del nitrégeno. Un ejemplo de esta actividad se
ha reportado en la especie Camellia sinensis, en la cual, se ha demostrado que la glutamina
sintetasa de los endofitos de las hojas contribuye al metabolismo de la glutamina y posterior
produccién de teanina, el cual es un aminoacido que sirve como reserva de nitrogeno para la
planta (Sun et al., 2019; Chang et al., 2023). Las plantulas de cafia de azucar son otro caso
documentado, en el cual, los endofitos de las hojas colaboran en el metabolismo del nitrogeno
a través de la expresion de la glutamina sintetasa, e incluso pueden influenciar la produccion
de esta enzima por parte de la planta (Cipriano et al., 2021). Un mecanismo similar puede
estar ocurriendo en las hojas de 4. germinans y R. mangle, en donde los microorganismos
endofitos contribuyen a la asimilacién y almacenamiento de nitrégeno en forma de
aminodacidos. Esta hipodtesis también se ve apoyada por el hecho de que la categoria con
mayor enriquecimiento funcional en las hojas de ambos mangles fue el transporte y
metabolismo de aminoécidos (Figura 6B y 7B).

Para el caso de las raices, los resultados evidencian que la microbiota, tanto de 4. germinans
como de R. mangle, presentan una expresion diferencial de genes relacionados con la
obtencion de energia aerdbica, entre ellos se encuentran varias subunidades de la NADH
deshidrogenasa y diferentes tipos de citocromos (Figura 6A y 7A). Asi mismo, los resultados
del enriquecimiento mostraron a la produccion y obtencion de energia como la categoria més
expresada (Figura 6C y 7C). El haber tomado las muestras de raiz en marea baja, estaria
facilitando la toma de oxigeno por las lenticelas de la raiz en R. mangle y a través de los
neumatdforos en el caso de A. germinans, proporcionando un ambiente adecuado para la
produccion de energia aerdbica por parte de los microorganismos asociados. Adicionalmente,
otros de los genes sobreexpresados en las raices de R. mangle fueron la celobiohidrolasa II y
la decarboxilasa de oxalato. La enzima celobiohidrolasa II es una proteina ampliamente
estudiada a nivel biotecnologico ya que permite la degradacion de celulosa (Dai et al., 2021;
Pramanik et al., 2021; Niu et al., 2024), el haber encontrado esta enzima sobreexpresada puede
sugerir la presencia de un hongo endofitico patogénico que se encuentra degradando la
celulosa de las raices de R. mangle (Chen et al., 2024). Por otro lado, la decarboxilasa de
oxalato es una enzima encargada del metabolismo del oxalato, este compuesto puede ser
producido por bacterias, hongos y plantas y se ha determinado que es una molécula importante
en procesos de biorremediacion (Prasad & Shivay, 2017; Graz, 2024). Sin embargo, los
investigadores han encontrado que las altas concentraciones de oxalato pueden resultar
toxicas para las plantas (Li et al., 2022), por lo que se puede hipotetizar que la sobreexpresion
de la enzima oxalato decarboxilasa permita controlar los niveles de oxalato en la planta y asi
evitar que resulte dafiino para las raices.

Comparaciones interespecificas
La comparacién entre los metatranscriptomas de las hojas de ambas especies reflejo que, los

microorganismos endofitos presentan activas varias proteinas relacionadas con el ciclo del
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carbono. En las hojas de 4. germinans se encontr6 a la enzima malica dependiente de NAD
y la sintetasa de glucogeno sobreexpresadas. Aunque las funciones de estas proteinas no se
han estudiado en endofitos, se sabe que la enzima malica es parte importante del desarrollo
vegetativo de las plantas (Li et al., 2024), ya que permite la captacion de dioxido de carbono.
Por otro lado, en las hojas de R. mangle se encontraron sobreexpresadas diferentes enzimas
relacionadas con el ciclo de la glucdlisis, el cual hace parte de los ciclos basicos de obtencion
de energia de los microorganismos, bajo condiciones de estrés, los genes relacionados con la
glucdlisis y la gluconeogénesis se han encontrado sobreexpresado en endofitos de raiz del
arroz (Sun et al., 2024), lo que podria significar que los microorganismos endofitos de R.
mangle aumenta la produccion de energia a partir de carbono como respuesta al estrés
generado por el ecosistema. Diferentes tipos de glutamato y glutamina sintetasa se
observaron sobreexpresadas en las hojas de ambas especies (Figura 9A), como ya se dijo
anteriormente, es posible que los microorganismos de las hojas de estos mangles estén
colaborando con la fijacion y almacenamiento de nitrogeno del ambiente, sin embargo,
teniendo en cuenta que son diferentes tipos de sintetasas las que se encuentran en el
metatranscriptoma de cada especie de mangle y que los andlisis estadisticos muestran
diferencias, tanto taxonémicas como funcionales, es probable que el proceso de fijacion de
nitrégeno se esté llevando a cabo por diferentes especies de microorganismos, dependiendo
de la planta hospedera. El enriquecimiento funcional mostré un patréon muy similar en los
genes con expresion diferencial significativa, independientemente de la especie de planta
hospedera (Figura 9B, 9C). Sin embargo, los genes expresados y relacionados con el
metabolismo de aminoacidos en las hojas de R. mangle, son casi el doble que en A.
germinans, lo que también apoya la hipotesis de que la colaboracion en la fijacion de
nitrogeno por parte de la microbiota se hace de forma diferente dependiendo de la planta
hospedera.

Cuando se hace la comparacion entre raices se observa mas del doble de genes con expresion
diferencial significativa en el metatranscriptoma de R. mangle en comparacion con el de 4.
germinans (Figura 8B). Al igual que en las hojas, varios de los genes sobreexpresados en la
microbiota de la raiz de R. mangle, estan involucrados en el metabolismo del carbono, por
ejemplo, la enzima malica dependiente de NAD, la cual cataliza la descarboxilacion
oxidativa del malato a piruvato, la sintetasa de glucdgeno y la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa son enzimas que hacen parte del ciclo de la glucolisis. En plantas de cafia de
azucar se ha evidenciado que algunas especies de hongos endofitos de las raices aumentan la
produccion de enzimas del ciclo de la glucdlisis en respuesta a la produccion de glucosa y
otros carbohidratos por parte de la planta (De Rocchis et al., 2022). Un mecanismo similar
podria explicar la sobreexpresion de las enzimas relacionadas con el ciclo del carbono, ya
que, la raiz de R. mangle es un 6rgano de la planta con alta cantidad de carbohidratos,
mientras que en el caso de 4. germinans, los neumatoforos, son estructuras de la raiz con
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tejido esponjoso, especializadas en el intercambio gaseoso. También, como se planted
anteriormente, el aumento de las enzimas relacionadas con la obtencion de energia puede ser
una respuesta de los microorganismos al estrés ambiental.

Potencial biotecnologico de los microorganismos endofitos de 4. germinans y R. mangle

La comparacion de la actividad transcripcional de los microorganismos, en los tejidos
analizados, mostrd que en el tejido radicular se presentd una mayor actividad de los genes
relacionados con la interaccion microorganismo-hospedero, en comparacion con las hojas
(Figura 11). Una de las categorias funcionales con mayor actividad transcripcional, en las
raices, fue la tolerancia a las altas temperaturas. En otros estudios se han reportado que, en
los manglares de la region ecuatorial, como lo es el manglar de Buenaventura, hay una alta
actividad transcripcional relacionada con la resistencia a la radiacion UV y a las altas
temperaturas (Bajay et al., 2018). Nuestros resultados sugieren que, los microorganismos
asociados a las raices de A. germinans y R. mangle aportan a la capacidad de estos mangles
de resistir las altas temperaturas, esta hipdtesis ya se ha comprobado en plantas de Glycine
max y Serendipita indica (Bilal et al., 2020; Tyagi et al., 2022), en las que sus endofitos
actlian en conjunto con las plantas para aclimatarse a los aumentos de temperatura. En
nuestro caso, se detecté una alta expresion génica de varias proteinas de choque térmico,
especialmente chaperonas como la familia HSP20, estas proteinas se encuentran presentes
tanto en microorganismos como en plantas y, en otros estudios, se ha demostrado su
importancia en la respuesta al estrés por altas temperaturas (Bhowmick et al., 2024; Liu et
al., 2024). Otra chaperona importante en el proceso de respuesta al estrés por altas
temperaturas fue la DnaK, se ha documentado que esta proteina les confiere a las bacterias
resistencia, no solo al calor sino también a compuestos dafiinos como los antibioticos,
generando proteinas mutantes que les proporcionan a los microorganismos resistencia
antimicrobiana (Fay et al., 2021).

Los microorganismos también colaboran en el metabolismo de fosfato y azufre, adquisicion
de nitrégeno y, especialmente, en la adquisicion y homeostasis del hierro (Figura 11). En
diversos estudios de interaccion planta-hospedero se ha demostrado que los microorganismos
juegan un papel importante en la adquisicion de nutrientes necesarios para la planta
(Compant et al., 2019; Compant et al., 2021). Teniendo en cuenta la alta actividad
transcripcional en categorias metabolicas y que el suelo del manglar de Buenaventura es rico
en diversos nutrientes (Anexo 1), se plantea que, los microorganismos de las raices de 4.
germinans 'y R. mangle colaboran con sus huéspedes para metabolizar los diversos nutrientes
presentes en el suelo como el azufre, el fosforo, el carbono, el nitrogeno y el hierro.

Asi mismo, los resultados demuestran que los microorganismos endéfitos de ambas plantas
tienen activos genes de resistencia a metales pesados y xenobioticos (Figura 11).
Principalmente, se encontraron altamente expresados genes de transportadores de cobre y
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niquel (Figura 12). Este tipo de proteinas, capaces de eliminar metales pesado del citoplasma
de los microorganismos, les confieren una gran capacidad para poder desarrollarse en
ambientes contaminados, sin embargo, estas mismas proteinas les pueden proveer de la
capacidad de eliminar otro tipo de moléculas como los antibidticos (Muteeb, 2023; Brown et
al., 2024;). Por el lado de los xenobidticos, se observd una alta expresion de enzimas
relacionadas con la degradacion de petroleo y naftaleno, muchas de ellas involucradas en las
rutas metabolicas de degradacion de cloroalcanos y cloroalquenos en procariotas (Figura 12).
Las bacterias con capacidad de degradacion de petroleo han sido muy estudiadas en los
ultimos afios, ya que estos organismos resultan ser los mas eficientes en la biorremediacion
de suelos contaminados por hidrocarburos (Chunyan et al., 2023). Este hallazgo demuestra
el potencial biotecnoldgico de las bacterias endofiticas de la raiz de R. mangle y A. germinans
para ser utilizadas en biorremediacion de suelos contaminados con petréleo. El haber
encontrado todas estas proteinas relacionadas con la degradacion y eliminacion de moléculas
dafiinas se puede explicar por la ubicacion del manglar, el cual se encuentra en contacto con
la zona urbana de Buenaventura, por su alta actividad antrdpica y por ser el puerto mas grande
de Colombia, se generan gran cantidad de desechos que se vierten a las aguas, convirtiendo
al manglar en una zona de alta intervencion (Duque et al., 2020; Erazo-Enriquez, 2022). Los
desechos antrdpicos exponen, tanto a las plantas como a los microorganismos, a moléculas
que pueden resultar toxicas, por lo cual se activan diferentes rutas metabolicas para evitar los
efectos adversos que estas moléculas podrian causar, como ocurre en otros casos de
interaccion planta-microorganismos (Shahzad et al., 2019; Datta et al., 2020; Husna et al.,
2021). Cabe resaltar que, el exponer a las bacterias a un estrés constante causado por
moléculas dafiinas, puede generar un procesos adaptativo por parte de los microorganismos,
que desencadene nuevas formas de resistencia antimicrobiana (Muteeb, 2023). Por lo cual,
se sugiere tener especial cuidado sobre la posibilidad de que la microbiota de la bahia de
Buenaventura desarrolle estrategias que las puedan convertir en un problema para la salud
humana.

La neutralizacion del estrés salino es una de las dos categorias que presenta un patron de
expresion alto independientemente del tejido de la planta (Figura 11). Este resultado es
interesante teniendo en cuenta que el estudio se realiza en plantas de manglar, un ecosistema
en donde la alta salinidad es constante y que la resistencia a este factor es clave para lograr
sobrevivir. Al momento del muestreo, la salinidad registrada en el agua fue de 18.5 PSU
(Anexo 1), para la bahia de Buenaventura, Mondragon-Diaz y colegas (2022) registraron la
variacion en la salinidad a lo largo de dos temporadas, y encontraron que esta fluctia entre
15.8 y 22.2 PSU, lo que representa un estrés salino constante tanto para las plantas como para
los microorganismos que viven en este manglar. A pesar de que las plantas de mangle
estudiadas cuentan con sus propias adaptaciones para combatir el estrés salino, por ejemplo,
A. germinans presenta glandulas excretoras de sales en sus hojas (Lonard et al., 2017) y R.
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mangle presenta células especializadas que retienen grandes cantidades de agua para
mantener el equilibrio osmotico (Nasker et al., 2021), la alta actividad transcripcional
relacionada con la neutralizacion del estrés salino sugiere que, los microorganismos endofitos
de A. germinas y R. mangle colaboran con su maquinaria molecular, para proveer a sus
plantas hospederas de una mejor respuesta a la salinidad constante del ambiente. Este tipo de
interacciones ya se han reportado anteriormente, Vaishnav y colegas (2019) demostraron que
las bacterias endéfitas pueden disminuir la presion osmotica mediante la produccion de
fihohormonas, antioxidantes y osmolitos, asi mismo, Subedi y colegas (2022) encontraron
que la tolerancia de plantulas de R. mangle a la salinidad puede incrementar gracias a la
inoculacion con ciertos endofitos. Dentro de las proteinas de resistencia a la salinidad se
encontraron diferentes transportadores de iones, resultando especialmente activas la bomba
ATPasa de H+y el antiportador H+/Na+ (Figura 13). Si bien estas dos proteinas de membrana
no se encuentran asociadas a una ruta metabolica especifica de resistencia a la salinidad en
bacterias, si pueden estar cumpliendo esta funcion en sinergia con su hospedero. En plantas
existe una ruta metabolica llamada SOS (Salt Overly Sensitive), que se encarga de la
resistencia a la salinidad, el mecanismos de accion consiste en censar la presencia de iones
Na+y, a través de un antiportador H+/Na+, expulsar los iones de sodio del citoplasma celular
(Zhou et al., 2022). Teniendo en cuenta la alta expresion de la bomba de protones y del
antiportador H+/Na+, es posible plantear que las bacterias que hacen parte del microbioma
endofito de hojas y raices de R. mangle y A. germinans, colaboran a la resistencia a la
salinidad con un mecanismos similar al sistema SOS que ocurre en plantas, generando asi
una adaptacion en conjunto entre planta-microorganismos y aumentando la capacidad de los
mangles de resistir a la salinidad del ambiente.

En conjunto, todas estas funciones desempeiiadas por los microorganismos resultan
beneficiosas para las plantas de 4. germinans y R. mangle, ya sea para la adquisicién de
nutrientes importantes en su desarrollo, para la tolerancia a compuestos que puedan resultar
dafiinos o para lograr sobrevivir y desarrollarse en un ambiente con presiones constantes por
estrés ambiental. Se resalta que, al analizar las enzimas relacionadas con la interaccion
planta-microorganismos, se observo un patron de expresion diferente entre plantas de mangle
(Figura 12 y Figura 13). El encontrar mas proteinas con alta expresion en los neumatoforos
de A. germinans, en comparacion con las raices de R. mangle, sugiere que, en términos de
bioprospeccion, el microbioma endofito de los neumatoforos de A. germinans puede ser mas
interesante de investigar en futuros estudios.

Conclusiones
En sintesis, este estudio presenta un analisis taxondmico y funcional del metatranscriptoma

de endofitos de Avicennia germinans y Rhizophora mangle. Los resultados evidenciaron que,
tanto la especie de planta hospedera como el tejido del que proviene la muestra son factores
determinantes en la taxonomia y expresion génica de la comunidad de microorganismos.
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Ademas, se resalta la importancia de estos microorganismos en la adaptacion de las plantas
de mangle al ambiente extremo del ecosistema, ya que ayudan en la resistencia a las altas
temperaturas, los metales pesados, los xenobioticos y especialmente en la resistencia a la
salinidad. Se destaca la posible accion de los microorganismos, de las hojas de ambas
especies, en la fijacion y almacenamiento de nitrogeno a través de la glutamina y glutamato
sintetasa, la degradacion de hidrocarburos, eliminacion de metales pesados y la produccion
de chaperonas para resistir las altas temperaturas en las raices, y la eliminacion de iones Na+,
en ambos tejidos de la plantas hospederas. Toda esta evidencia junta demuestra el alto
potencial que presentan los microorganismos endofitos de 4. germinans y R. mangle para
aumentar la capacidad de las plantas de tolerar condiciones adversas, y convierte a la
microbiota endofitica de los mangles estudiados en buenos candidatos para futuros estudios
de bioprospeccion, especialmente los microorganismos asociados a los neumatédforos de A.
germinans. Futuras investigaciones podrian incluir estudios para confirmar la capacidad de
estos microorganismos de degradar moléculas dafiinas, ayudar a las plantas en la fijacién y
metabolismo de nutrientes, aumentar la resistencia de su hospedero a la salinidad del
ambiente, y explorar la viabilidad de utilizar estos microorganismos a nivel agricola. Se
sugiera ademds realizar un seguimiento en el tiempo ya que los factores climaticos
estacionales también pueden modular la comunidad de microorganismos, por lo cual resulta
interesante determinar cudles especies de endofitos y qué funciones génicas cambian a largo
de un gradiente de tiempo y cuales se mantienen estables.
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Anexos

Anexo 1. Parametros fisicoquimicos tomados en el suelo y el agua de la zona de
muestreo

Parametros fisicoquimicos del suelo Parametros fisicoquimicos del agua
Parametro  Resultado Unidad Parametro Resultado Unidad
pH 5.91 pH pH 7.42 pH
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Anexo 2. Andlisis de coordenadas principales basado en la anotacion taxondmica de las
muestras, construido mediante el método de distancias de Jaccard.

Anexo 3. Parametros de los ensamblajes de los metatranscriptomas.

Parametros de los . . . .
Avicennia germinans Rhizophora mangle

ensamblajes
Nimero de contigs 17052 7513
Contig mas largo (pb) 9636 5658
Longitud total (pb) 7825734 2430642
N50 876 711
N90 549 525
L50 1599 324
L90 4277 808
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