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Microbiota y microbioma endoéfito del tejido foliar y radicular de Rhizophora mangle L.
(Rhizophoraceae) y Avicennia germinans L. (Acanthaceae) en la Bahia de
Buenaventura, Colombia

Resumen general:

En los ecosistemas de manglar, la comunidad vegetal presenta diferentes adaptaciones que le permiten
afrontar las condiciones ambientales estresantes de la zona intermareal. La interaccion de las plantas de
mangle con sus microorganismos endofitos se suma a estas adaptaciones para contribuir en el desarrollo
exitoso de las plantas de mangle. En la interaccion planta-endofito, los microorganismos confieren diversas
ventajas a las plantas, como el incremento de la resistencia a condiciones extremas y, ademas, la produccion
de diversos compuestos bioactivos que pueden ser importantes en aplicaciones biotecnoldgicas. El objetivo
de esta investigacion fue caracterizar a nivel taxonémico y funcional la comunidad de endofitos asociados
al tejido foliar y radicular de las especies Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae) y Avicennia germinans
L. (Acanthaceae) presentes en la bahia de Buenaventura, Colombia. Para responder a este objetivo se
empled la secuenciacion de metagenomas completos (WMS, por sus siglas en inglés: Whole Metagenome
Sequencing), que permitié secuenciar todo el ADN gendémico presente en las muestras de tejido foliar y
radicular. Posteriormente, mediante herramientas bioinformaticas, se realiz el analisis taxondmico y
funcional de la comunidad de endodfitos. Se identifico que la microbiota endofita se constituye
principalmente de bacterias, y, en menor proporcidn, eucariotas, arqueas y virus. También, se determin6
que la estructura de la comunidad no se ve influenciada por la planta hospedera, sino por el tipo de tejido,
siendo mas diversa la comunidad asociada a las raices. En cuanto al microbioma, se identificaron secuencias
codificantes (CDS, por sus siglas en inglés: Coding DNA Sequences) asociadas a funciones relevantes en
la adaptacion a un bosque de manglar con un alto nivel de intervencion humana. Estas categorias
funcionales fueron: Tolerancia a la salinidad, desintoxicacion por metales pesados y compuestos
xenobioticos, y resistencia al estrés por factores bioticos y abioticos. Asimismo, fue posible ensamblar a
partir de los metagenomas 24 genomas bacterianos que corresponderian a especies nuevas. En conclusion,
nuestros resultados sugieren que los microorganismos endofitos de R. mangle y A. germinans actian en
sinergia con las adaptaciones intrinsecas de los arboles de mangle, permitiendo afrontar los retos que

implica establecerse en los bosques de manglar.

Palabras clave: Anotacion funcional, Bosques de manglar, Caracterizacion taxonomica, Interaccion

planta-endofito, MAG, Shotgun sequencing, WMS.



General abstract:

In mangrove ecosystems, the plant community displays several adaptations that allow it to cope with the
stressful environmental conditions of the intertidal zone. The interaction of mangrove plants with their
endophytic microorganisms adds to these adaptations and contributes to the successful development of
mangrove plants. In the plant-endophyte interaction, the microorganisms provide several benefits to the
plants, such as increased resistance to extreme conditions and, in addition, the production of several
bioactive compounds that may be important in biotechnological applications. The objective of this research
was to characterize, at the taxonomic and functional levels, the endophyte community associated with leaf
and root tissues of Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), and Avicennia germinans L. (Acanthaceae)
species present in the Bay of Buenaventura, Colombia. To achieve this objective, whole metagenome
sequencing (WMS) was used to sequence all the genomic DNA present in the leaf and root tissue samples.
Subsequently, taxonomic and functional analysis of the endophyte community was performed using
bioinformatics tools. It was found that the endophytic microbiota consists mainly of bacteria and to a lesser
extent of eukaryotes, archaea and viruses. It was also found that the structure of the community is not
influenced by the host plant, but by the tissue type, with the community associated with roots being more
diverse. Regarding the microbiome, coding sequences (CDS) were identified associated with relevant
functions in adaptation to a mangrove forest with an elevated level of human intervention. These functional
categories were tolerance to salinity, detoxification of heavy metals and xenobiotic compounds, and
resistance to biotic and abiotic stress. Likewise, it was possible to assemble from the metagenomes 24
bacterial genomes that would correspond to new species. In conclusion, our results suggest that the
endophytic microorganisms of R. mangle and 4. germinans act in synergy with the intrinsic adaptations of

mangrove trees, allowing them to face the challenges of establishment in mangrove forests.

Key words: Functional annotation, MAG, Mangrove forests, Plant-Endophyte interaction, Shotgun sequencing,

Taxonomic characterization, WMS.

Introduccion general:

Los manglares son ecosistemas caracteristicos de la zona intermareal en los tropicos y subtropicos
(Kathiresan & Bingham, 2001). En estos ecosistemas, la comunidad vegetal presenta adaptaciones
morfoldgicas y fisioldgicas a condiciones de alta salinidad, alta temperatura, suelos anoxicos, sustratos
inestables, inundaciones y vientos fuertes (Naskar & Palit, 2015; Srikanth et al., 2015). Los bosques de
manglar brindan diferentes servicios ecosistémicos, por lo cual son de gran relevancia para las comunidades
locales y a nivel global (Bimrah et al., 2022). Dentro de los servicios que proveen se encuentran los de

abastecimiento como fuente de alimento y materia prima, los de regulacion como polinizaciéon y
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purificacion del agua, los culturales como la recreacion y el turismo y los de apoyo como mantenimiento

de la biodiversidad (Barbier et al., 2011; Primavera et al., 2019; Mitra, 2020).

La biodiversidad en los bosques de manglar incluye invertebrados como crustaceos, moluscos, poliquetos,
oligoquetos e insectos. Asimismo, vertebrados como peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Robertson,
1991; Sandilyan & Kathiresan, 2012; Rog et al., 2017). Respecto a la comunidad vegetal, se han reportado
70 especies de mangle que pertenecen a diferentes familias (Polidoro et al., 2010). Ademds de presentar
una gran diversidad de animales y plantas, los ecosistemas de manglar cuentan con una alta diversidad de
microorganismos asociados (Thatoi et al., 2013; Lai et al., 2022; Palit et al., 2022). Los microorganismos
del manglar participan en diferentes procesos dentro del ecosistema, como lo son la fijacion de carbono, la
fijacion de nitrégeno, el reciclaje de nutrientes, la desnitrificacion, la degradacion de compuestos toxicos y
el consumo de gases de efecto invernadero (Singh et al., 2020; Lai et al., 2022). Adicional a su importancia
en el ecosistema, estos microorganismos cuentan con un alto potencial biotecnologico debido a los
metabolitos secundarios que sintetizan (Thatoi et al., 2013; Bolivar-Anillo et al., 2020). Por lo cual, pueden
ser empleados en la produccion de enzimas, polimeros, combustibles, farmacos y productos agricolas

(Ancheeva et al., 2018; Bolivar-Anillo et al., 2020; Singh et al., 2020).

Dentro de la microbiota del manglar, un grupo de interés biotecnologico son los microorganismos endofitos
(Bolivar-Anillo et al., 2020; Chatterjee & Abraham, 2020). Los endoéfitos se caracterizan por establecer
asociaciones dentro de los tejidos vegetales como las hojas y la raiz (Patra et al., 2020). Estos
microorganismos son benéficos para la planta hospedera, ya que mejoran su fisiologia incrementando la
absorcion de nutrientes (Patra et al., 2020) y brindan proteccion contra patdgenos, herbivoros y condiciones
ambientales adversas debido a la secrecion de compuestos biologicamente activos (Chatterjee & Abraham,
2020). La interaccidn con estos microorganismos contribuye en el establecimiento exitoso de las plantas de
mangle en las condiciones ambientales estresantes de la region intermareal (Subedi et al., 2022; Deepika et
al., 2023). Los endofitos de las plantas de mangle producen metabolitos secundarios como fenoles,
alcaloides, quinonas, esteroides y terpenoides. Ademads, producen macromoléculas como polisacaridos,
proteinas y enzimas (lipasas, amilasas, celulasas, agarasas y proteasas), compuestos que son de gran
relevancia en procesos de biorremediacion y a nivel industrial (Bibi et al., 2017; Bolivar-Anillo et al., 2020;

Chatterjee & Abraham, 2020).

Una estrategia para caracterizar la microbiota y el microbioma asociado al tejido foliar y radicular de plantas
de mangle es la metagendmica o genémica ambiental. La secuenciacion de metagenomas completos (WMS,

por sus siglas en inglés: Whole Metagenome Sequencing) permite secuenciar todo el ADN presente en una



muestra, siendo de utilidad para identificar especies y funciones potenciales, ademas de ensamblar genomas
completos de microorganismos no cultivables (Pérez-Cobas et al., 2020). Para aplicar esta metodologia, se
fragmenta el ADN total de forma aleatoria y se realiza la secuenciacion de los diferentes fragmentos. Este
tipo de secuenciacion de nueva generacion se conoce como “secuenciacion Shotgun” (Ranjan et al., 2016).
Posterior a la secuenciacion se requiere de diversos algoritmos y bases de datos metagenomicos para realizar
el perfil taxondmico de la comunidad y para realizar la anotacion funcional de los genes microbianos (Liu
etal., 2021). La metagendmica se ha convertido en una de las principales herramientas para comprender la
participacion de los microorganismos endofitos en el desarrollo de las plantas (Fadiji & Babalola, 2020) y,
se ha aplicado en diferentes investigaciones, que buscan caracterizar la microbiota asociada al ecosistema

de manglar y a las plantas de mangle (Andreote et al., 2012; Simdes et al., 2015; Imchen et al., 2018).

Rhizophora mangle L. y Avicennia germinans L. son dos de las siete especies de mangle que se encuentran
en la bahia de Buenaventura, y a lo largo del pacifico colombiano (Palacios & Cantera, 2017). R. mangle
es una de las principales especies que constituyen los ecosistemas de manglar en Colombia y es de
importancia econdémica para las comunidades de esta region (Arbelaez-Cortes et al., 2007). Por otra parte,
A. germinans es empleada por los habitantes de la costa para construccion, alimentacion y como planta
medicinal (Palacios & Cantera, 2017). Debido a la relevancia ecologica y econdmica de estas dos especies,
es importante caracterizar la microbiota y el microbioma asociados. En el caso de R. mangle, se ha reportado
que los grupos microbianos asociados pertenecen a los Phyla Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi y
Pseudomonadota (Bezerra et al., 2022). Para 4. germinans, se han identificado endéfitos de los géneros
Bacillus, Halococcus, Halobacillus y Staphylococcus (Figueroa-Negron, 2018). Sin embargo, estos
estudios se han realizado en Brasil y Puerto Rico, y hasta el momento no hay informacion disponible, basada

en datos metagendmicos, sobre los endofitos asociados a especies de mangle en el Pacifico colombiano.

Debido a la falta de informacion sobre los endéfitos asociados con R. mangle y A. germinans en el Pacifico
colombiano, y dada la importancia de estos microorganismos en posibles aplicaciones biotecnoldgicas,
surgen las siguientes preguntas de investigacion: 1. ;Varia la composicién taxondmica de la comunidad
microbiana segun la especie de mangle o el tejido?, 2. ;La comunidad de endofitos contribuye a la
adaptacion de las plantas hospederas a las condiciones ambientales de los bosques de manglar?. 3. (El
potencial metabolico del microbioma podria ser aprovechado en futuras aplicaciones biologicas? y, 4. (Es
posible caracterizar taxonémica y funcionalmente especies microbianas, no descritas previamente, como
endofitas de R. mangle y A. germinans? Para responder a estas preguntas, este estudio propone realizar la
caracterizacion taxondmica y funcional de los endoéfitos asociados al tejido foliar y radicular de R. mangle

y A. germinans mediante una estrategia metagenomica. Con ello, se espera contribuir al conocimiento sobre
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los endofitos de manglar en el Pacifico colombiano y evaluar su potencial para futuras aplicaciones

biotecnoldgicas.

Métodos generales:

Toma de las muestras

La zona donde se realiz6 la toma de las muestras corresponde al bosque de manglar ubicado en la bahia de
Buenaventura, en el sur occidente colombiano (Anexo 1). Este bosque cuenta con una extension de 1984.5
Ha y se caracteriza por un alto nivel de intervencién humana y contaminacion por basura y metales pesados
(SIDAP, 2011; Gamboa-Garcia et al., 2020; Bolivar-Anillo et al., 2023). La toma de las muestras se realiz
el 14 de junio de 2023 entre las 8:00 y las 11:00 de la manana, coincidiendo con el nivel mas bajo de la
marea (Anexo 2). Las condiciones meteorologicas del dia del muestreo se encuentran registradas en el
Anexo 3. El punto especifico de donde se tomaron las muestras corresponde a la desembocadura del rio

Dagua en el océano Pacifico (3°52°44.887"'N, 77°3°44.577""W).

En esta ubicacion se recolect6 tejido foliar y radicular de tres individuos de R. mangle y de tres individuos
de A. germinans. Los individuos de ambas especies de mangle se encontraban en simpatria con una distancia
aproximada de 10 metros entre si. Previo al proceso de colecta, se realiz6 un protocolo de desinfeccion con
el objetivo de eliminar los microorganismos de la episfera. En primer lugar, se aplico hipoclorito de sodio
al 2% durante 10 minutos, después etanol al 75% por 5 minutos y, por ultimo, se realiz6é un lavado con agua
destilada durante 3 minutos. Para colectar las muestras de tejido foliar, se buscaron hojas que no presentaran
signos de enfermedad o dafio mecanico y se tomaron directamente del arbol. Para el tejido radicular de R.
mangle se selecciond un fragmento de raiz que se encontrara expuesta a la accion de las mareas y mediante
un taladro con brocas estériles se extrajo el tejido del interior de la raiz. Para el tejido radicular de A.
germinans, se tomaron los neumatoforos y mediante tijeras de jardineria se realizaron cortes transversales
para obtener el tejido interno. Todas las muestras de tejido se almacenaron inmediatamente en nitrogeno
liquido y se transportaron al laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad del Valle, donde se
guardaron a -80 °C hasta su procesamiento. Ademads de las muestras de tejido, se tomd una muestra de
suelo para realizar la caracterizacion de los parametros fisicoquimicos. Los pardmetros fueron analizados
en el laboratorio AGRILAB (Bogoté4, Colombia). También, mediante una sonda multiparamétrica HANNA
HI9892 se determinaron los parametros fisicoquimicos del agua estuarina del area de muestreo. Las

mediciones de los parametros fisicoquimicos del suelo y del agua se encuentran registradas en el Anexo 4.



Extraccion de ADN e identificacion molecular de los individuos

Todo el tejido colectado fue macerado con nitrogeno liquido. Posteriormente, se emplearon 100 mg del
tejido macerado para realizar la extraccion de ADN mediante el kit “InviSorb® Spin Plant Mini Kit”
(Invitek), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Al protocolo de extraccion se le adiciond
una segunda maceracion empleando un pistilo esterilizado acoplado a un Dremel, después de agregar el
buffer de lisis. Para la evaluacion cuantitativa del ADN extraido se empled el kit “dsDNA BR Assay Kit”
(Thermo Fisher Scientific) y las mediciones se realizaron en el Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific). El ADN,

también se evalud cualitativamente a través de electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

A partir del ADN gendémico obtenido, se realizo la amplificacion y secuenciacion de los sistemas atpl-atpH
y psbJ-petA, que corresponden a regiones no codificantes del cloroplasto. Los cebadores empleados y las
condiciones para la PCR fueron las descritas por Ceron-Souza et al., (2012). Los amplicones fueron
enviados a la empresa Macrogen (Seul, Corea del Sur) donde se realiz6 la secuenciacion Sanger. Las
secuencias obtenidas fueron contrastadas contra la base de datos del Centro Nacional para la Informacioén
Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en inglés: National Center for Biotechnology Information), para

confirmar que el tejido colectado perteneciera a las especies R. mangle 'y A. germinans.

Secuenciacion de los metagenomas

Una vez se confirm6 que el tejido colectado pertenecia a las especies R. mangle y A. germinans, se envid
al menos 1.0 ug de ADN por muestra a la empresa Macrogen (Seul, Corea del Sur), para realizar la
secuenciacion Shotgun. En total, se enviaron tres muestras de tejido foliar y tres muestras de tejido radicular
de cada una de las especies de mangle. Para la construccion de las librerias se empled el kit “TruSeq DNA
nano kit”. Después, mediante la plataforma NovaSeq6000 (Illumina) se realizo la secuenciacion paired-end
de fragmentos de 150 pb, generando 20 GB de informacion para cada una de las muestras. E1l ADN total
secuenciado correspondia, entonces, al ADN de cada una de las especies de mangle, R. mangle y A.

germinans y al de los microorganismos endofitos asociados al tejido foliar y radicular.

Andlisis bioinformadtico de los metagenomas

En el Capitulo 1, de este documento, se describird el flujo de trabajo bioinformdatico empleado para
caracterizar la diversidad microbiana asociada a las hojas y raices de R. mangle y A. germinans. En el
Capitulo 2, se presentaran los analisis realizados para explorar el potencial funcional a nivel comunitario
del metagenoma endoéfito de estos arboles de mangle. Finalmente, en el capitulo 3, se explicara el enfoque
computacional utilizado para la caracterizacion taxondmica y funcional de los genomas ensamblados a

partir de los metagenomas (MAG, por sus siglas en inglés: Metagenome-Assembled Genomes).



Capitulo 1. Diversidad de la microbiota endofita del tejido foliar y radicular de R. mangle
y A. germinans

Introduccion:

La diversidad de microorganismos en los bosques de manglar se constituye principalmente de bacterias,
hongos y algas, y en menor abundancia arqueas y virus (Thatoi et al., 2013; Ramesh et al., 2024). Esto se
debe a la gran cantidad de materia orgéanica que se encuentra en este ecosistema y que puede ser aprovechada
por los diversos grupos microbianos (Holguin et al., 2001). Dentro de las bacterias se han reportado
diferentes grupos con roles ecologicos especificos, como las bacterias fijadoras de nitrégeno de los géneros
Aphanocapsa, Azospirillum, Azotobacter, Clostridium, Klebsiella, Phyllobacterium, Nodularia, Rhizobium
y Trichodesmium (Holguin et al., 2001; Thatoi et al., 2013), asi como bacterias solubilizadoras de fosfato
de los géneros Bacillus, Chryseomonas, Paenibacillus, Pseudomonas y Xanthobacter (Thatoi et al., 2013;
Ramesh et al., 2024). En cuanto a los hongos, los principales géneros reportados son Aspergillus,

Cladosporium, Fusarium, Halophytophthora, Massarina, Penicillium y Trichoderma (Holguin et al., 2001;
10



Thatoi et al., 2013; Ramesh et al., 2024). Ademas de los microorganismos presentes en el suelo y en el agua
de este ecosistema, un grupo de gran interés en los bosques de manglar son aquellos que habitan dentro o
entre las células de los arboles de mangle, conocidos como endoéfitos (Bolivar-Anillo et al., 2020; Chatterjee

& Abraham, 2020).

El estudio de los microorganismos endofitos ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios debido a los
beneficios que confieren a sus plantas hospederas y a sus multiples aplicaciones biotecnologicas
(Venugopalan & Srivastava, 2015; Rai et al., 2021; Negi et al., 2024). Estos microorganismos pueden
incrementar la aptitud biologica de la planta hospedera a través de mecanismos directos o indirectos (Yadav
& Yadav, 2017). Entre los mecanismos directos se encuentran la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de
minerales y la produccidn de fitohormonas y de sider6foros (Rho et al., 2018; Santos et al., 2018). Por otra
parte, los mecanismos indirectos incluyen la degradacién de compuestos xenobidticos y metales pesados,
asi como la produccién de metabolitos con actividad antioxidante y antimicrobiana (Kaul et al., 2014).
Gracias a su capacidad metabolica, los endofitos se consideran reservorios de compuestos bioactivos, como
biofertilizantes, pigmentos, antimicrobianos y nanoparticulas. Estos compuestos tienen aplicaciones en la
produccion de farmacos, la biorremediacion, la agricultura sustentable y la generacion de biocombustibles

(Paul et al., 2020; Dwibedi et al., 2022; Watts et al., 2023).

En los ecosistemas de manglar, se ha identificado una alta diversidad de bacterias y hongos endofitos
(Sebastianes et al., 2017). Sin embargo, en la actualidad los bosques de manglar, alrededor del mundo, se
encuentran entre los ecosistemas menos caracterizados en términos de microbiomas endofitos (Harrison &
Griffin, 2020), lo que resalta la necesidad de desarrollar estudios mas exhaustivos aplicando metodologias
robustas para su caracterizacion. Esto es particularmente relevante dado que los microorganismos endofitos
desempefian un papel crucial en la adaptacion de la comunidad vegetal de la zona intermareal, aumentando
su resistencia a condiciones ambientales extremas (Soldan et al., 2019; Quach et al., 2022). Un ejemplo de
ello es la especie de mangle Bruguiera gymnorrhiza L, en la que se ha identificado que la bacteria endofita
Streptomyces parvulus VCCM 22513, presenta genes implicados en la tolerancia a la salinidad, las altas
temperaturas y los compuestos oxidativos, factores clave en la adaptacion a los ecosistemas de manglar
(Quach et al., 2022). De manera similar, en Avicennia marina (Forssk.) se ha identificado que las cepas
Gordonia terrae KMP456-M40 y Bacillus pumilus KMP123-MS contribuyen al establecimiento de los

propagulos en las condiciones extremas de los bosques de manglar (Soldan et al., 2019).

En el caso de los endofitos asociados con R. mangle y A. germinans la mayoria de la investigacion se ha

enfocado en metodologias dependientes de cultivo in vitro, lo que ha restringido la caracterizacion de la
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microbiota a un subconjunto reducido de microorganismos (Cadamuro et al., 2021; Abiye et al., 2022).
Afortunadamente, con el advenimiento de las tecnologias de secuenciaciéon de nueva generacion se ha
podido disminuir este vacio de informacion. Por ejemplo, para R. mangle, se ha identificado, a través del
metabarcoding, que la estructura de la comunidad bacteriana depende de la geografia y del tipo de tejido
(Scherer et al., 2022). No obstante, en este trabajo no se realizd una distincion entre los microorganismos
de la endosfera y de la episfera. Ademas, al secuenciar exclusivamente el gen 16S se dejaron por fuera a los
microorganismos eucariotas (Scherer et al., 2022). En el caso de 4. germinans, la metodologia aplicada,
hasta el momento, ha sido la caracterizacion gendmica de cepas que se aislaron del tejido foliar, lo que dejo
sin explorar toda la diversidad de microorganismos endofitos no cultivables (Zayas-Rivera, 2018). Estas
limitaciones resaltan la necesidad de estudios que empleen estrategias metagendmicas para obtener una

vision mas completa de la diversidad de la microbiota endéfita en estas especies.

Dado el papel ecoldgico y econdmico de R. mangle y A. germinans, y la limitada informacion sobre su
microbiota endofita, es fundamental caracterizar este grupo de microorganismos. Por ello, este capitulo
tuvo como objetivo describir su diversidad mediante la identificacion taxondémica de los endofitos presentes

en hojas y raices de ambas especies.

Métodos:

Los procedimientos de campo y de laboratorio utilizados para obtener los resultados descritos en este
capitulo, ya han sido enumerados en detalle en la metodologia general, por lo que en esta seccion, solo se
detallaran los aspectos bioinformaticos especificos para establecer la diversidad endofita del tejido foliar y

radicular de R. mangle y A. germinans.

Procesamiento de las lecturas crudas:

Una vez obtenidas las secuencias de ADN se realiz6 el procesamiento de las lecturas crudas. En primer
lugar, se empled el programa FastQC v0.12.1 para evaluar la calidad de las secuencias obtenidas (Andrews,
2010). Después, mediante el programa Trimmomatic v0.39 se filtraron las secuencias de mala calidad,
eliminando aquellas que presentaron un puntaje Phred menor a 20 (Bolger et al., 2014). Asimismo, se
eliminaron las lecturas que correspondian al ADN de la planta hospedera (R. mangle o A. germinans), para
lo cual, fue necesario ensamblar los genomas de las dos especies de arboles de mangle, ya que, al momento
de realizar este andlisis dichos genomas no se encontraban disponibles en las base de datos del NCBI (El
ensamblaje de estos genomas a partir de las lecturas crudas se detalla en el Anexo 5). Cada una de las
librerias se alined contra el genoma de la especie de mangle correspondiente (R. mangle o A. germinans)

para identificar y descartar las lecturas de origen vegetal. Esta sustraccion se realizo utilizando los
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programas Bowtie2 v2.5.4 y SamTools v1.21 (Li et al., 2009; Langmead & Salzberg, 2012). Al final del
procesamiento se conservaron aquellas lecturas que no se alinearon con los genomas de los arboles de
mangle, obteniendo, asi, las secuencias de los microorganismos endofitos. Las lecturas limpias se
encuentran depositadas en el NCBI bajo el BioProject ID: PRINA1215819 (BioSamples: SAMN46420086,
SAMN46420087, SAMN46420088,  SAMN46420089,  SAMN46420090,  SAMN46420091,
SAMN46420097, SAMN46420098,  SAMN46420099,  SAMN46420100,  SAMN46420101,
SAMN46420102).

Caracterizacion taxonomica de la microbiota endofita:

Al obtener las lecturas limpias y exclusivas de los microorganismos, se realizo el analisis taxondmico. Para
ello, se utiliz6 el software Kraken2 v2.1.3 (Wood et al., 2019), y se anot6 cada una de las librerias contra
las bases de datos de bacterias, hongos, protozoos, arqueas y virus del NCBI (Wood et al., 2019). Los
archivos, resultantes de la anotaciéon taxondémica realizada con Kraken2 v2.1.3, se transformaron en
archivos “.biom” mediante el programa kraken-biom v1.0.1 (Dabdoud, 2016) y se importaron en Rstudio
como un objeto del paquete Phyloseq v 3.20 (McMurdie et al., 2013; RStudio Team, 2020). Con el fin de
evitar falsos positivos, se eliminaron aquellas asignaciones taxonémicas con una abundancia menor a 10
lecturas. Posteriormente, se estimoé la diversidad alfa mediante el calculo de la riqueza observada y los
indices de Shannon, Simpson y Chaol (McMurdie et al., 2013). En cuanto a la diversidad beta, se realizé
un analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en matrices de distancia de Bray-Curtis y Jaccard
(McMurdie et al., 2013). Ademas, se realizé una prueba PERMANOVA para evaluar si la composicion de
la microbiota endofita dependia del tipo de tejido o de la especie de la planta hospedera (McMurdie et al.,

2013).

Resultados:

La secuenciacion shotgun de las seis muestras de ADN generd 949.368.409 lecturas crudas, de las cuales
se conservaron 84.343.609 después del procesamiento (Anexo 6). En general, para ambas especies de
mangle, las librerias correspondientes a las muestras de tejido radicular conservaron una mayor cantidad de

lecturas en comparacion a las muestras de tejido foliar (Figura 1).
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Figura 1. Cantidad de lecturas antes y después de la eliminacion del genoma de la planta hospedera (R. mangle o
A. germinans). Los nombres de las muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans;
H, tejido foliar; R, tejido radicular. Las barras rosadas representan las lecturas crudas y las barras amarillas las

lecturas procesadas.

Perfil taxonomico de la microbiota endofitica de hojas y raices de R. mangle y A. germinans.

El analisis taxondmico de las 12 librerias de ADN permiti6 clasificar entre el 8,19 % y el 24,7 % de las lecturas en
las librerias de R. mangle, y entre el 6,01 %y el 46,5 % en las de A. germinans. La cantidad de lecturas identificadas
fue suficiente para caracterizar adecuadamente la comunidad microbiana, ya que las curvas de rarefaccion

mostraron una tendencia a estabilizarse (Anexo 7).

Se observo que el microbioma endofito del tejido foliar y radicular se encontraba constituido principalmente
por bacterias, seguido de eucariotas, y en menor abundancia arqueas y virus (Anexo 8). Dentro de las
bacterias, el grupo mas abundante fue el Phylum Pseudomonadota (antes Proteobacteria), (Anexo 9), y a su
vez, dentro de este grupo los géneros con mayor cantidad de lecturas fueron Bradyrhizobium, Pseudomonas
vy Sphingomonas (Figura 2A). Ademas, se identificaron los géneros Alcaligenes, Xhantomonas y Yersinia
exclusivamente en las muestras de R. mangle (Figura 2A). En cuanto a los hongos, el Phylum Ascomycota
fue el mas abundante, y dentro del mismo los géneros Aspergillus, Colletotrichum y Fusarium fueron los
mas relevantes (Figura 2B). También, se encontré que el género Tetrapisispora tfue especifico del tejido
foliar de R. mangle y que el género Ascochyta fue exclusivo del tejido radicular de 4. germinans (Figura
2B). Con relacion a las arqueas, el Phylum Euryarchaeota fue el mas dominante y los géneros mas

representativos fueron Halobaculum, Halorubrum, Methanobacterium, Methanolobus y Natrinema (Figura
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2C). Por ultimo, de los virus, el Phylum de mayor abundancia fue Uroviricota, resaltando los géneros

Andrhavirus, Menderavirus y Rosemblumvirus. Ademas, el género Thornevirus fue especifico del tejido

foliar de A. germinans (Figura 2D).
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Figura 2. Géneros dominantes dentro de los Phyla més abundantes asociados con el tejido foliar y radicular de R.
mangle y A. germinans. A) Phylum Pseudomonadota. B) Phylum Ascomycota. C) Phylum Euryarchaeota. D)
Phylum Uroviricota. Los nombres de las muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A.

germinans; H, tejido foliar; R, tejido radicular.

Diversidad de la comunidad de enddfitos del tejido foliar y radicular de R. mangle y A. germinans.

Los indices de diversidad alfa mostraron que la comunidad de endéfitos del tejido radicular es més diversa
que la del tejido foliar (Figura 3). La riqueza observada fue mayor en las muestras de raices y neumato6foros,
en comparacion con las muestras de hojas (Figura 3). Este patrén también se evidencid en los indices de
Shannon y Chaol, siendo las muestras de tejido radicular las que presentaron valores mas altos (Figura 3).
Para el indice de Simpson, todas las muestras tomaron un valor de aproximadamente 0.99 a excepcion de
la segunda muestra de tejido foliar de R. mangle (RmH2), la cual presentd un indice de 0.80 y la tercera

muestra de tejido foliar de 4. germinans (AgH3), que tuvo un valor de 0.55 (Figura 3).
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Figura 3. indices de diversidad alfa de la microbiota asociada al tejido foliar y radicular de R. mangle y A.
germinans. Los nombres de las muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; H,

tejido foliar; R, tejido radicular.

Por otra parte, se determin6 que la estructura de la comunidad de endofitos de R. mangle y A. germinans,
depende del tipo de tejido y no de la especie de la planta hospedera. Esto se pudo evidenciar en el PCoA,
ya que hubo una tendencia a formar dos agrupaciones separando las muestras de hojas y de raices (Figura

4). Adicionalmente, el PERMANOVA mostré que existen diferencias significativas entre la comunidad de
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endofitos de las hojas y las raices para ambas especies (F=5.7377, valor-p=0.007). Sin embargo, esta misma

prueba estadistica no detect6 diferencias entre las comunidades de microorganismos endoéfitos de R. mangle

y A. germinans (F=1.4538, valor-p=0.212).
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Figura 4. Analisis de coordenadas principales (PCoA). Influencia de la especie de planta hospedera y el tipo de
tejido sobre la composicion taxondémica de la microbiota de R. mangle y A. germinans. Los nombres de las

muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; H, tejido foliar; R, tejido radicular.

Discusion:

En este capitulo se realiz6 una caracterizacion detallada de la microbiota endofita asociada al tejido foliar
y radicular de R. mangle y A. germinans. Para ello, se emple6 la metodologia WMS, que permiti6 secuenciar
diversas regiones gendémicas de las especies que conforman estas comunidades. Se encontrdé que la

microbiota endofitica de ambas especies estaba compuesta principalmente por bacterias, seguida de hongos,
17



con una menor proporcion de arqueas y virus. Ademas, se identificé que la estructura de la comunidad
microbiana depende del tipo de tejido (foliar o radicular) y no de la especie de planta hospedera. Estos
resultados sugieren que, las condiciones ambientales del manglar ejercen presiones de seleccion sobre los
microorganismos del entorno y que, aquellos capaces de establecerse como endofitos, enfrentan nuevas

presiones selectivas segun el tipo de tejido.

El grupo bacteriano mas abundante correspondié al Phylum Pseudomonadota (Figura 2A, Anexo 9). Esto
se puede atribuir a que este grupo de bacterias se adapta a condiciones ambientales fluctuantes (Tong et al,
2019), como es el caso de los bosques de manglar donde los diferentes niveles de la marea a lo largo del
dia influyen sobre la disponibilidad de nutrientes y oxigeno (Laux et al., 2024). Por ejemplo, el dia que se
tomaron las muestras, la altura de la marea vari6 desde 1.19 a 4.34 m (Anexo 2), lo que evidencia las
condiciones ambientales estresantes que enfrentan los microorganismos del Phylum Pseudomonadota. Este
resultado es coherente con lo que se ha encontrado en otras investigaciones, donde se ha postulado al
Phylum Pseudomonadota como parte del microbioma esencial de los ecosistemas de manglar (Zhang et al.,
2022; Costa et al., 2023). Este grupo de bacterias es dominante tanto en muestras de sedimento, como de
rizosfera y del interior de los tejidos (Muwawa et al., 2021; Costa et al., 2023; Sui et al., 2023), lo que indica
que cuentan con adaptaciones para la vida libre y para interactuar en la superficie y dentro de los tejidos de

plantas hospederas.

Dentro del Phylum Pseudomonadota resaltaron por su alta dominancia diversos géneros de bacterias (Figura
2A, Anexo 9). En el género Bradyrhizobium se encuentran especies diazétrofas que promueven el
crecimiento vegetal de la planta hospedera (Avontuur et al., 2019). La presencia de este grupo se puede
atribuir a que los ecosistemas de manglar se caracterizan por tener bajos niveles de nitrogeno en el suelo,
debido a que la accion de las mareas remueve los detritos que contienen este elemento (Inoue et al., 2019).
En el sitio de muestreo, el nitrogeno total fue del 0.148% (Anexo 4), un valor considerado bajo, ya que se
encuentra en el rango de 0.075-0.150% (Ministerio de Agroindustria, s.f.). Sin embargo, solo entre el 1.5y
3% del nitrogeno total corresponde a formas inorganicas asimilables por las plantas de mangle (Agrolab,
s.f.). Por este motivo, se plantea que los individuos del género Bradyrhizobium podrian estar supliendo las

deficiencias de nitrogeno en R. mangle y A. germinans.

En cuanto al género Pseudomonas, se plantea que la razon por la cual se encontrd en gran abundancia es
por la alta cantidad de materia orgénica disponible en los manglares (Mondragén-Diaz et al., 2022), ya que,
estas bacterias participan en la etapa final de descomposicion de los residuos vegetales (Palit et al., 2022).

Seglin Julca-Otiniano et al., (2006), son pocos los casos donde la materia organica en los suelos supera el
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2%, no obstante, en la zona de muestreo la materia orgdnica presentdé una magnitud de 3.07% (Anexo 4),
lo que soporta la hipotesis de que las bacterias del género Pseudomonas se encuentran aprovechando este
recurso. A partir de muestras de suelo del manglar se ha identificado que la especie Pseudomonas
aeruginosa es halotolerante y presenta caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal (Saha & Sen,
2024). Ademas, diferentes especies de Pseudomonas se han reportado como endofitos de arboles de mangle.
De los neumato6foros de Avicennia officinalis L. se ha aislado la especie Pseudomonas medocina, la cual
tiene la capacidad de degradar compuestos xenobidticos (Devi & Sugunan, 2020). También, a partir de
tejido radicular de mangle se ha aislado la especie Pseudomonas pseudoalcaligenes, la cual ha despertado
interés biotecnoldgico por la produccion de un compuesto biosurfactante con actividad antimicrobiana
(Irfan et al., 2024). Estos estudios destacan la presencia de diversas especies de Pseudomonas en ambientes
hipersalinos. La alta abundancia observada para este género bacteriano respalda su posible rol en la

descomposicion de materia orgénica.

Con relacion al género Sphingomonas planteamos que su presencia en las hojas y raices de R. mangle y A.
germinans se debe a que las bacterias de este grupo cuentan con diferentes mecanismos para afrontar el
estrés salino. Si bien, la salinidad registrada al momento de tomar las muestras fue de 18.5 PSU (Anexo 4),
Mondragén-Diaz et al., (2022) han reportado que en la bahia de Buenaventura este pardmetro presenta una
variacion temporal que depende de las lluvias y que fluctia entre 15.8 Y 22.2 PSU, lo que representa un
estrés salino constante para la comunidad vegetal del bosque de manglar y sus microorganismos asociados.
En la especie halofita Suaeda salsa L. se ha identificado que la bacteria Sphingomonas prati contribuye en
la resistencia al estrés salino al aumentar la producciéon de azlcares solubles que actian como
osmoprotectores y potenciando la respuesta antioxidante de la planta (Guo et al., 2021). También, se ha
reportado que este género de bacterias promueve el crecimiento vegetal en condiciones de estrés por
salinidad y metales pesados (Asaf et al., 2020), como lo son las condiciones de la zona de muestreo
(Gamboa-Garcia et al., 2020; Bolivar-Anillo et al., 2023). Por ejemplo, en plantulas de Avicennia marina
se ha demostrado que la cepa Sphingomonas sp.-LK11 tiene la capacidad de degradar compuestos

xenobiodticos como el diésel (Khan et al., 2022).

Adicional a los grupos dominantes de bacterias, se identificaron diferentes géneros del grupo Ascomycota
como parte relevante de la microbiota (Figura 2B). Para los ecosistemas de manglar se ha determinado que
la diversidad de hongos depende de parametros como la temperatura, la salinidad, el pH, la presencia de
contaminantes, entre otros (Devadatha et al., 2021). Ademads, son comunes los géneros Aspergillus,
Colletotrichum y Fusarium, lo que concuerda con los resultados obtenidos (Devadatha et al., 2021). Se ha

reportado que estos taxa contribuyen al reciclaje de nutrientes mediante la descomposicion de materia
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organica (de Souza et al., 2013), funcion que posiblemente se encuentran desempefiando dentro del
ecosistema de manglar y que contribuye en la interaccion planta-microorganismo. Con relacion al género
Tetrapisispora, este se encontro en las hojas de R. mangle, pero no en las de A. germinans (Figura 2B).
Proponemos que esto se asocia con las diferentes estrategias que emplean ambos arboles de mangle para
tolerar la sal. Al acumular la sal en las hojas o excretarla mediante glandulas de sal se genera una regulacion
diferencial de la colonizacion fungica (Gilbert et al., 2022), lo que posiblemente explicaria por qué algunos

grupos se asocian con el tejido de una de las dos especies.

Con respecto al componente de la microbiota que se identificé en menor abundancia se encontraban las
arqueas y los virus (Figura 2C y 2D). Diferentes investigaciones han reportado que las arqueas desempefian
funciones relevantes dentro de los ecosistemas de manglar (Zhang et al., 2021). Por ejemplo, las arqueas
del Phylum Euryarchaeota cumplen funciones relacionadas con la produccion y oxidacion de metano y los
procesos de nitrificacion (Zhang et al., 2021a; Zhang et al., 2021b; Meng et al., 2022). Por otra parte, la
presencia de individuos del Phylum Euryarchaeota se ha asociado a manglares contaminados por
hidrocarburos (Zhang et al., 2021a). En la desembocadura del rio Dagua, donde se hizo el muestreo, Rosero
et al., (2008) reportaron la presencia de estos compuestos en los sedimentos, lo que podria explicar la
presencia de este grupo de microorganismos. Hasta el momento la caracterizacion de las arqueas se ha
enfocado en los microorganismos del suelo y de la rizosfera (Mendes et al., 2012; Maysaroh et al., 2024),
por lo que la identificacion de endofitos de los géneros como Halobaculum, Halorubrum,
Methanobacterium, Methanolobus y Natrinema representa un gran aporte en esta linea de investigacion.
Con relacion a la fraccion viral de la microbiota, ésta ha sido la que ha recibido menos atencion de todos
los grupos. Sin embargo, se conoce que influye en los ciclos biogeoquimicos de los ecosistemas de manglar
y que se estructura principalmente por el agua marina que llega a los estuarios (Jin et al., 2019; Zhu et al.,
2024). Como parte de esta investigacion se reporta que los géneros Andrhavirus, Menderavirus,

Rosemblumvirus y Thornevirus tienen el potencial de actuar como endofitos.

La caracterizacion taxonomica de la microbiota asociada al tejido foliar y radicular de R. mangle y A.
germinans mostro que, en ambas especies, el tejido, determina la estructura de la comunidad de endoéfitos,
siendo mas diversas la microbiota de las raices (Figuras 3 y 4). La gran diversidad de endo6fitos en las raices
puede atribuirse a que este tejido se encuentra en contacto directo con el suelo, zona de alta actividad
microbiana (Glick, 2020). Sumado a esto, en las hojas la diversidad de endo6fitos puede ser menor debido a
que las condiciones ambientales, como temperatura, radiacion UV y humedad, son menos estables, en
comparacion con las raices, lo que limita el establecimiento y la proliferacion de los endoéfitos (Peng et al.,

2022). Por otra parte, Harrison & Griffin (2020) han reportado que el tipo de tejido es uno de los factores
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principales que determinan la composicion de la comunidad de endéfitos asociados dentro de una misma
planta. Este patrén ha sido observado, previamente, en diferentes investigaciones, donde los endofitos del
tejido foliar son diferentes a los del tejido radicular (Cregger et al., 2018; Peng et al., 2022). En arboles de
mangle también se ha evidenciado esta estructura de la microbiota, por ejemplo, para la especie R. mangle
se ha identificado, mediante metabarcoding, que los endofitos bacterianos difieren entre la rizosfera y los

diferentes tejidos de la planta (tallos, hojas, flores y frutos), (Scherer et al., 2022).

En sintesis, esta investigacion proporciona una caracterizacion detallada de la microbiota endofita de R.
mangle 'y A. germinans, revelando que la composicion de estas comunidades esta determinada por el tipo
de tejido y no por la especie hospedera. Se identifico una alta diversidad de bacterias, hongos, arqueas y
virus, con una notable dominancia del Phylum Pseudomonadota, cuyas especies cuentan con adaptaciones
claves para afrontar las condiciones fluctuantes del ecosistema de manglar. Destacaron los géneros
Bradyrhizobium, Pseudomonas y Sphingomonas, que posiblemente se encuentren contribuyendo en la
fijacion de nitrogeno, la descomposicion de materia orgdnica y la tolerancia al estrés salino,
respectivamente. Ademads, se reportd por primera vez la presencia de arqueas y virus endofitos en estos
arboles de mangle. Los hallazgos de este capitulo amplian el conocimiento sobre la ecologia de los endofitos

en ambientes extremos y su posible rol en la interaccion mangle-endofito.
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Capitulo 2. Perfil funcional del microbioma enddfito del tejido foliar y radicular de R. mangle
y A. germinans

Introduccion:

En el estudio de la interaccion planta-endofito, las herramientas dmicas se han incorporado gradualmente a
las técnicas convencionales, que incluyen métodos de observacion directa y enfoques dependientes de
cultivo (Subudhi et al., 2018). Estrategias como los microarreglos, la secuenciacion de genomas completos,
la metagendmica y la metatranscriptomica se han consolidado como herramientas fundamentales para
comprender el papel de los microorganismos endofitos en su interaccion con las plantas hospederas (Kaul
et al., 2016; Mukherjee et al., 2025). Debido al papel fundamental de los endéfitos en la adaptacion de la
comunidad vegetal a las condiciones extremas del ecosistema de manglar, como la salinidad y la
variabilidad en la disponibilidad de oxigeno (Soldan et al., 2019; Quach et al., 2022), es relevante desarrollar

investigaciones que empleen metodologias dmicas para caracterizar su funcion en este ambiente.

Ademads de permitir caracterizar los diferentes grupos de microorganismos endofitos no cultivables, la
metagendmica contribuye en la identificacion del potencial metabdlico de los microbiomas (Kaul et al.,
2016; Mukherjee et al., 2025). Aunque en los bosques de manglar las estrategias metagendomicas se han
empleado principalmente para caracterizar la microbiota de los sedimentos y el agua estuarina (Ghosh et
al., 2022; Zhang et al., 2023), el estudio de los microorganismos endofitos sigue siendo limitado. Estas
investigaciones han encontrado que las capacidades metabdlicas del microbioma responden a las
condiciones fluctuantes de este ecosistema, ya que el cambio constante en los niveles de la marea afecta la
disponibilidad de oxigeno y nutrientes (Laux et al., 2024). Por ejemplo, se han identificado funciones
relacionadas con el metabolismo del carbono, del nitrégeno, del azufre y del hidrogeno (Zhang et al., 2023;
Laux et al., 2024; Yan et al., 2024). Ademas, de las funciones del metabolismo primario como las
mencionadas anteriormente, la metagendmica ha permitido explorar funciones del metabolismo secundario
en los sedimentos de manglar, como la produccion de fitohormonas y compuestos con actividad
antimicrobiana, actividades de gran interés para las aplicaciones biotecnoldgicas (Marfil-Santana et al.,

2021).

El estudio de la capacidad funcional de los end6fitos asociados a los arboles de mangle es fundamental para
comprender los mecanismos de adaptacion de sus plantas hospederas a este ecosistema (Soldan et al., 2019;
Quach et al., 2022). Con relacion a la tolerancia a la salinidad, mediante la combinacion de enfoques
dependientes de cultivo y de metabarcoding se pudo establecer que la presencia de glandulas de sal en las
hojas influye en la taxonomia y funcién de los microorganismos asociados a la filosfera, resaltando géneros

como Bacillus, Fulvimarina, Halomonas, Pseudomonas y Salinisphaera (Yang et al., 2024). También, se
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han reportado microorganismos asociados a la rizosfera de Acanthus ilicifolius L., Avicennia marina y
Sonneratia alba Sm., capaces de promover el crecimiento vegetal en presencia de metales pesados (Fatima
et al., 2024). Ademas, mediante metabarcoding y metagendémica se ha identificado que los microorganismos
del sedimento tienen la capacidad de fijar nitrégeno y solubilizar fosfatos (Haldar & Nazareth, 2018; Luo
et al., 2021). Sin embargo, hasta el momento se ha explorado poco sobre como los microorganismos no
cultivables de la endosfera participan en los procesos adaptativos antes mencionados. El uso de enfoques
como la metagenémica de genomas completos permitiria comprender mejor estas interacciones

microbianas, las cuales siguen siendo poco exploradas (Fadiji & Babalola, 2020).

En los ultimos afios, la metagendmica se ha situado como una herramienta esencial en la caracterizacion
taxonémica, funcional e identificacion del potencial biotecnoldgico de los microorganismos endofitos
(Adeleke et al., 2023). En cuanto a las aplicaciones biotecnologicas, la metagendmica ha sido empleada
para identificar especies que presentan genes relacionados con diversas funciones. Por ejemplo, aquellas
especies microbianas, que cuentan con la capacidad de degradar compuestos xenobidticos como metales
pesados y contaminantes, son de gran interés para aplicaciones en procesos de biorremediacion (Kumar et
al., 2022). Las especies de microorganismos que presentan genes relacionados con la promocion del
crecimiento vegetal, la proteccion ante patdgenos y condiciones ambientales estresantes tienen potencial
para ser utilizadas en el desarrollo de estrategias para la agricultura sostenible (Kuzniar et al., 2019; de
Medeiros Azevedo et al., 2021). Los endofitos son un grupo de interés biotecnologico debido a que
producen compuestos bioactivos que pueden ser empleados en la fabricacion de farmacos, biocombustibles,
biofertilizantes, biopesticidas, entre otros (Kaul et al., 2016; Paul et al., 2020; Dwibedi et al., 2022; Watts
et al., 2023).

Teniendo en cuenta la importancia de las capacidades metabdlicas de los endofitos asociados con los arboles
de mangle, es relevante emplear estrategias como la metagendmica para contribuir en el entendimiento de
la interaccion mangle-endofito e identificar funciones de interés biotecnoldgico. Como respuesta a los
vacios de conocimiento en esta area, el objetivo especifico de este capitulo fue asociar funciones putativas
a las secuencias codificantes (CDS, por sus siglas en inglés: Coding DNA Sequences) que se encuentran en
los metagenomas de cada tejido, con énfasis en funciones vinculadas a la adaptacion al ecosistema de

manglar y su posible relevancia con aplicaciones en biotecnologia.

Métodos:
Dado que la metodologia general ya describe las actividades de campo y laboratorio, y el Capitulo 1 detalla

el procesamiento de las lecturas crudas, en este capitulo se presentan Unicamente los andlisis
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bioinformaticos para la caracterizacion funcional del microbioma endofito en hojas y raices de R. mangle
y A. germinans, a partir de las lecturas filtradas correspondientes exclusivamente a microorganismos

endofitos.

Ensamblaje de los metagenomas

A partir de las lecturas limpias se realiz6 el ensamblaje de los metagenomas endofiticos de R. mangle y A.
germinans mediante el programa MetaSPAdes v4.0.0 (Nurk et al., 2017). Se ensamblaron los metagenomas
endofiticos de cada tejido, raices y hojas, por separado, generando un metagenoma para estos tejido, de
cada especie de mangle. Los parametros de la calidad del ensamblaje fueron evaluados con el programa
MetaQuast v5.3 (Mikheenko et al., 2016). Ademas, a través de BUSCO v5.8.2, se revis6 que en los
metagenomas no hubiese contaminacion con lecturas de la planta hospedera (Simdo et al., 2015). Por
ultimo, la calidad de los ensamblajes se mejoré mediante la eliminacion de las secuencias redundantes, para

lo cual se utilizo el software CD-Hit v4.8.1 con un umbral de similitud del 95% (Fu et al., 2012).

Caracterizacion del potencial funcional de la comunidad de enddfitos: Anotacion funcional de los
metagenomas

Para realizar la caracterizacion de los metagenomas se empled el programa Prokka v1.14.5 (Seemann,
2014), para extraer los CDS de los ensamblajes. Posteriormente, mediante el software eggNOG-mapper
v2.1.12 (Cantalapiedra et al., 2021) se anotaron los CDS obtenidos contra las bases de datos de la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG, por sus siglas en inglés: Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) y la base de datos de Grupos de Ortdlogos (COG, por sus siglas en inglés: Clusters of
Orthologous Groups), (Kanehisa, 2002; Tatusov et al., 2003). A partir del archivo que se gener6 de la
anotacion se extrajeron los conteos para cada una de las categorias metabdlicas del KEGG y del COG. Estos
resultados fueron analizados a través del paquete MicrobiomeProfiler de R (RStudio Team, 2020; Chen &
Yu, 2022). Este analisis tuvo como objetivo identificar a qué categorias metabdlicas se asignan los CDS de
los metagenomas y por consiguiente el potencial funcional de la comunidad de microorganismos endofitos.
Aporte de la comunidad microbiana en la interaccion mangle-enddfito: anotacion funcional de los
metagenomas

Se empleo el flujo de trabajo PGPg finder v1.1.0 (Pellegrinetti et al., 2024), ya que esta disefado
especificamente para la identificacion de genes involucrados en la interaccidén planta-microorganismo, a
diferencia de otros enfoques de anotacion funcional mas generales. Este flujo de trabajo utiliza la base de
datos PLaBAse (Patz et al., 2021), que contiene exclusivamente informacidon sobre genes con funciones

relevantes en esta interaccion. La anotacion se realizo para cada metagenoma, lo que permiti6 analizar el
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aporte de la comunidad de endofitos en el metabolismo de la planta, la degradacion de compuestos
xenobioticos, la tolerancia a la salinidad y la resistencia al estrés biotico, abidtico y a los metales pesados,

funciones clave desde el punto de vista adaptativo y con posibles aplicaciones biotecnologicas.

Resultados:

Ensamblaje de los metagenomas

Los metagenomas ensamblados mostraron diferencias en sus parametros de calidad (Tabla 1). El
metagenoma de las raices de R. mangle fue el mas grande, con una longitud total de 915 millones de pares
de bases (M pb), seguido del metagenoma de los neumatdforos de A. germinans, con 426 M pb. En
contraste, los metagenomas del tejido foliar fueron considerablemente més pequefios, con longitudes de 7
M pb en A. germinans y 6.5 M pb en R. mangle (Tabla 1). Ademas, el valor de N50 fue mayor en los
metagenomas foliares que en los metagenomas radiculares (Tabla 1), lo que indica que las secuencias
ensambladas en las hojas presentan mayor continuidad. Por otro lado, el analisis de genes ortélogos reveld

que la contaminacioén por ADN de la planta hospedera en los metagenomas fue minima (Anexo 10).

Tabla 1. Pardmetros de calidad de los ensamblajes de los metagenomas del tejido foliar y radicular de R. mangle y A.

germinans.
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Metagenomas de R. mangle  Metagenomas de A. germinans

Parametros del ensamblaje
Tejido foliar  Tejido radicular  Tejido foliar  Tejido radicular

Ntimero de contigs 3362 717990 3796 321025
Ntimero de contigs(>=1000 bp) 1127 238749 835 94161
Contig mas largo (bp) 220657 239813 292591 149821
Longitud total (bp) 6566090 915928441 7077142 426965925
N50 6552 1473 18483 1602
N90 659 594 619 591
L50 72 127705 54 45008
L90 2215 549490 2494 242410

Caracterizacion del potencial funcional de la comunidad de enddfitos: Anotacion funcional de los
metagenomas

La anotacién de los metagenomas, contra la base de datos de EggNOG mostré que la mayoria de los CDS
tienen una funcion putativa desconocida (Figura 5). En cuanto a los CDS asignados a una categoria
funcional, se encontrd que, tanto para los metagenomas de R. mangle como para los de A. germinans son
relevantes las siguientes categorias. Con relacion al almacenamiento y procesamiento de la informacion, se
identificaron como dominantes los CDS relacionados con replicacidon, recombinacion y reparacion;
transcripcion y traduccion, estructura ribosomal y biogénesis (Figura 5). En cuanto a procesos celulares y
sefializacion, las categorias con mayor abundancia de CDS fueron los mecanismos de transduccion de
sefiales y pared celular, membrana y biogénesis de la envoltura celular (Figura 5). Por ultimo, en cuanto al

metabolismo celular, la categoria mas relevante fue el transporte y metabolismo de aminoacidos (Figura

5).

Sumado a lo anterior, para ambas especies de mangle se observd que habia diferencias en los conteos de
CDS entre los metagenomas de los tejidos. Las raices y los neumatdforos presentaron los conteos mas
elevados, con una diferencia de aproximadamente 100 veces con relacion al tejido foliar (Figura 5). Si bien,
la abundancia de CDS fue mayor en el tejido radicular, en las hojas resaltaron los CDS relacionados con el
transporte y metabolismo de carbohidratos (Figura 5B y 5D), y en las raices se destacaron las funciones de
produccion y conversion de energia y biosintesis, catabolismo y transporte de metabolitos secundarios

(Figura 5A 'y 5C).
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Figura 5. Andlisis del potencial metabdlico de la comunidad de endofitos asociados con el tejido foliar y radicular

de R. mangle y A. germinans. Abundancia de los CDS dentro de las diferentes categorias de la base de datos del

EggNOG. A) Metagenoma del tejido foliar de R. mangle. B) Metagenoma del tejido radicular de R. mangle. C)

Metagenoma del tejido foliar de 4. germinans. D) Metagenoma del tejido radicular de A. germinans.

Con respecto a la anotacion de los metagenomas contra la base de datos del KEGG, se identificaron las
rutas metabolicas mas significativamente enriquecidas (Figura 6). Para la especie R. mangle se determin6
que tanto en el tejido foliar como en el radicular hubo un enriquecimiento en funciones como la biosintesis
de aminoacidos y de cofactores (Figura 6A y 6B). Ademas, en las raices de esta especie se detectd que las
rutas de fosforilacion oxidativa y del metabolismo de amino azucares y amino nucledtidos fueron

significativas (Figura 6B). Para la especie A. germinans la biosintesis de aminodcidos se encontro
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enriquecida en el tejido foliar (Figura 6C), y, rutas metabolicas como la biosintesis de cofactores y el

metabolismo de carbono fueron relevantes tanto en las hojas como en los neumatoforos (Figura 6C y 6D).
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Figura 6. Andlisis del potencial metabdlico de la comunidad de endéfitos asociados con el tejido foliar y radicular

de R. mangle y A. germinans. Abundancia de los CDS dentro de las diferentes categorias de la base de datos del

KEGG. A) Metagenoma del tejido foliar de R. mangle. B) Metagenoma del tejido radicular de R. mangle. C)

Metagenoma del tejido foliar de 4. germinans. D) Metagenoma del tejido radicular de 4. germinans.

Aporte de la comunidad microbiana en la interaccion mangle-enddfito: Anotacion funcional

especifica de los metagenomas

En cuanto a las funciones clave en la interaccion planta-microorganismo, se encontr6 una alta abundancia
de CDS en categorias como biorremediacion, colonizacion de la planta hospedera, comunicacion
plantamicroorganismo, metabolismo y resistencia al estrés (bidtico y abidtico). Sin embargo, al comparar
entre tejidos, el microbioma de raices y neumatdforos mostré una mayor contribucion funcional en

comparacion con el microbioma del tejido foliar, donde la abundancia de CDS fue menor (Figura 7).
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Dentro del potencial metabolico, en la categoria de biorremediacion se destacaron funciones asociadas a la
descomposicion de compuestos xenobidticos y la resistencia a metales pesados como cobalto, arsénico,
niquel, selenio y zinc (Figura 7). Ademas, funciones relacionadas con el endofitismo, como la capacidad de
colonizar el tejido vegetal, comunicarse con la planta hospedera y la complementacion metabdlica, fueron
relevantes en hojas y raices de ambas especies de mangle (Figura 7). En cuanto a la resistencia, el
microbioma endoéfito presentd funciones potenciales para la defensa contra otros microorganismos e
insectos, aunque en menor abundancia frente a nematodos (Figura 7). Finalmente, el analisis de anotacién
funcional especifica reveld que, en todas las muestras, las categorias con mayor abundancia de CDS
estuvieron relacionadas con la solubilizacion de fosforo, la neutralizacion del estrés salino y osmotico, ast,
como, la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés: Reactive Oxygen

Species) y de nitrégeno (RNS, por siglas en inglés: Reactive Nitrogen Species), (Figura 7).

Figura 7. Analisis del potencial metabolico de la comunidad de endéfitos asociados con el tejido foliar y radicular

de R. mangle y A. germinans. Abundancia de los CDS relacionados con funciones relevantes en la interaccion
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planta-microorganismo. Los nombres de las muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A.

germinans; H, tejido foliar; R, tejido radicular. En la escala del heatmap, el color rojo indica una alta abundancia de

secuencias codificantes asociadas a las categorias de la base de datos PLaBAse, mientras que el color azul

Discusion:

representa su ausencia.

En este capitulo se explor6 el potencial funcional del microbioma endéfito asociado al tejido foliar y

radicular de R. mangle y de A. germinans, utilizando una abordaje metagendmico basado en secuenciacion

shotgun. A nivel comunitario, los endofitos tienen el potencial de contribuir al metabolismo de nutrientes

esenciales como carbono, nitrogeno, fosforo y azufre. Ademads, se detectaron CDS asociadas a funciones

clave para la adaptacion de los arboles de mangle al ecosistema intermareal, incluyendo la resistencia a la
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salinidad, la tolerancia al estrés bidtico y abiotico, y la capacidad de degradar compuestos xenobidticos y
metales pesados. Los hallazgos de este capitulo proporcionan una vision comunitaria del rol que se

encuentran desempefiando los microorganismos endoéfitos en su interaccion con R. mangle y A. germinans.

Para comprender mejor la composicion y estructura del microbioma endoéfito analizado, se evaluaron las
caracteristicas de los metagenomas ensamblados. El proceso de ensamblaje indicd que los metagenomas
del tejido radicular tenian mayor longitud y que, los metagenomas del tejido foliar presentaron una mejor
continuidad (Tabla 1). Esto podria estar relacionado con el hecho de que la comunidad microbiana de las
raices fue mas diversa que la de las hojas. Una comunidad microbiana compleja y altamente diversa, como
lo es el tejido radicular (Hartman & Tringe, 2019), permiti6é obtener una mayor cantidad de secuencias de
ADN (Anexo 6), lo que se reflej6 en metagenomas de mayor longitud. La gran diversidad de los
microorganismos asociados al tejido interno de la raiz se ha atribuido a factores intrinsecos del suelo, de la
planta y de los microorganismos, que en conjunto potencian el reclutamiento y la colonizacién de los
endofitos (Gaiero et al., 2013). Un ejemplo de esto es la secrecion de exudados organicos en las raices que
estimula el crecimiento microbiano y modela la composicion de la microbiota (Sasse et al., 2018; Kawasaki
et al., 2021). Kuzniar et al., (2025), han reportado que las raices son los 6érganos de las plantas con mayor
abundancia de endofitos, mientras que, en los tejidos aéreos estos microorganismos se encuentran en baja
abundancia, patron que se evidencio en las muestras y en los metagenomas ensamblados. Con relacion a la
contaminacion de los metagenomas por secuencias de los arboles de mangle (Anexo 10), la estrategia
empleada permitid realizar un filtrado efectivo siguiendo las recomendaciones dadas por diversos autores

para este tipo de andlisis (Saheb Kashaf et al., 2021; Yeoh, 2021).

Ademas de evaluar la calidad y estructura de los metagenomas, se analiz6 su contenido funcional. En los
metagenomas del tejido foliar y radicular de ambas especies hubo una gran cantidad de CDS sin funcion
putativa conocida (Figura 5). Esto puede deberse a la limitada informacion en las bases de datos sobre la
comunidad de endofitos en los bosques de manglar (Harrison & Griffin, 2020). Por otra parte, una de las
funciones putativas que sobresale, dentro de los metagenomas, fue el transporte y metabolismo de
aminoacidos (Figuras 5-7). Esto se podria atribuir a las respuestas de los endofitos a condiciones estresantes
como la presencia de metales pesados (Khan et al., 2016). En la cepa Sphingomonas sp. LK11 se ha
determinado que la regulacion del metabolismo de aminoécidos y proteinas permite el crecimiento en altas
concentraciones de cadmio (Khan et al., 2016). Este tipo de contaminantes se han reportado en la bahia de
Buenaventura (Gamboa-Garcia et al., 2020; Erazo-Enriquez et al., 2023), por lo que es necesario, a futuro,
evaluar la respuesta de la comunidad de endoéfitos a estos compuestos. Yuan et al., (2023), han reportado

que el metabolismo de aminodacidos es la categoria funcional mas abundante en la endosfera y la episfera
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de las raices de las especies Acanthus ilicifolius, Aegicera corniculatum L., Avicennia marina, Bruguiera
gymnorrhiza L. y Kandelia candel L., 1o que concuerda con el patron observado en esta investigacion. Esta
capacidad metabdlica de la comunidad de endofitos podria atribuirse a que los ecosistemas de manglar son
reservorios de aminodcidos, los cuales se obtienen de la descomposicion de la hojarasca y la escorrentia
terrestre (Chandramohanakumar, 2015). En los sedimentos de estos ecosistemas los aminoacidos, péptidos
y proteinas representan hasta el 40% del nitrogeno total, lo que explicaria la abundancia de CDS en esta

categoria (Chandramohanakumar, 2015).

Otra categoria metabodlica relevante en el microbioma endéfito de R. mangle y A. germinans fue el
transporte y metabolismo de carbohidratos (Figuras 5-7). Esto se explica porque los bosques de manglar
son uno de los ecosistemas mas productivos con un alto nivel de procesamiento de carbono (Kristensen et
al., 2008). Ademas, dentro de las diferentes formas de este elemento, los carbohidratos son la principal
fuente de carbono organico, representando hasta el 65.5% del carbono de la madera de los arboles de mangle
(Kristensen et al., 2008). En cuanto a los microorganismos, se ha determinado que en los sedimentos de
manglar la estructura de la microbiota y el microbioma se ve influenciada por el carbono organico total (Qu
et al., 2018; Zhao et al., 2019). Sumado a lo anterior, en la Bahia de Buenaventura se ha reportado una alta
disponibilidad de este elemento en los sedimentos y la biomasa subterranea de los manglares (Pefiaranda et
al., 2019). Nuestros resultados sugieren que los endofitos contribuyen en la utilizacioén de los carbohidratos

en este ecosistema, posiblemente aprovechando los altos niveles de carbono disponibles en el entorno.

Ademas de las funciones de mantenimiento general, mencionadas anteriormente, se identifico el potencial
metabolico para contribuir en procesos adaptativos especificos (Figura 7). En Buenaventura, se ha reportado
contaminacion por metales pesados y compuestos xenobioticos (Rosero et al., 2008; GamboaGarcia et al.,
2020; Bolivar-Anillo et al., 2023), por lo cual se entiende la alta abundancia de CDS, relacionados con la
eliminacion de estos contaminantes, en los metagenomas de ambas especies de mangle.

Ademas, sitia la comunidad endofita de estas especies de mangle como un reservorio de microorganismos
que pueden llegar a ser de interés biotecnoldgico. Estos microorganismos cuentan con mecanismos de
biosorcion y bioacumulacion que, recientemente, se han empleado para biorremediacion (Sim et al., 2018;
Tiwari & Bae, 2023). Otras funciones de interés son los procesos metabolicos que puedan llegar a promover
el crecimiento vegetal, como la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de fosfato, la produccion de acido
indolacético y la movilizacion de nutrientes (Lacava et al., 2022). Para todas estas funciones se encontraron
diversos CDS dentro de los metagenomas analizados. De hecho, esta capacidad metabolica del microbioma
responde a las condiciones ambientales de los bosques de manglar que limitan el crecimiento y el desarrollo

de las plantas (Dey et al., 2024). Estas funciones se han aprovechado en procesos de reforestacion, por
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ejemplo, la cepa endofita de mangle MCR1.48 de Enterobacter sp., ha sido empleada para produccion de

plantulas de Acacia polyphylla DC., promoviendo su crecimiento (Castro et al., 2018).

Uno de los factores ambientales mas caracteristicos del ecosistema de manglar es la salinidad alta y
fluctuante. En la bahia de Buenaventura, este pardmetro cambia seglin la temporada de lluvias, oscilando
entre 5.8 Y 22.2 PSU (Mondragon-Diaz et al., 2022), siendo un estresor constante para los organismos que
habitan en este ecosistema. La comunidad vegetal de estas regiones cuenta con caracteristicas anatomicas,
bioquimicas, fisioldgicas, moleculares y morfoldgicas para tolerar el estrés salino (Wang et al., 2011).
Debido a las adaptaciones especificas de las plantas de mangle fue interesante encontrar que dentro del
microbioma endoéfito de las hojas y raices de R. mangle y A. germinans eran abundantes CDS relacionadas
con la neutralizacion del estrés osmotico y salino (Figura 7). Estos resultados se suman a la evidencia
proporcionada por otros autores para establecer que los microorganismos endo6fitos complementan las
adaptaciones intrinsecas de las plantas de mangle a la alta salinidad (Subedi et al., 2022; Yang et al., 2023).
Ademas, funciones como la biosintesis de fitohormonas, que también se encontrd en los metagenomas
(Figura 7), influyen en la tolerancia a la salinidad, junto con mecanismos como la acumulacién de moléculas
osmoprotectoras y el transporte de iones (Roy et al., 2021). A su vez, estos mecanismos de tolerancia a la
salinidad se relacionan con la resistencia a antibidticos (Xu et al., 2023), funcién que presentd una mayor

prevalencia en el metagenoma de las raices y neumatéforos.

En conjunto, los estresores bidticos y abidticos de estos ecosistemas resultan en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno que generan dafio a nivel celular y bioquimico en las plantas (Das et al.,
2016). Los resultados obtenidos mostraron que en los metagenomas analizados existe el potencial funcional
para contribuir directa e indirectamente en la resistencia al estrés oxidativo y nitrosativo (Figura 7). Dentro
de la contribucion indirecta, los endofitos aportan en la resistencia al estrés bidtico mediante la produccion
de compuestos con actividad insecticida, nematicida y antibidtica. Esto concuerda con los resultados
reportados por otros investigadores donde hongos y bacterias protegen a las plantas hospederas contra
diversos patdogenos (Chadha et al., 2015; Panda & Das, 2024). Ademas, estos microorganismos
proporcionan resistencia contra la salinidad, las altas temperaturas y compuestos contaminantes, como se
menciono anteriormente. Con relacion a la contribucion directa, diversas investigaciones han demostrado
que los microorganismos producen compuestos que contrarrestan el efecto de las especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (Dat et al., 2019; Zhang et al., 2021). Para las especies Avicennia marina y Xylocarpus
granatum se ha comprobado la actividad antioxidante de metabolitos secundarios derivados de bacterias y

hongos endofitos (Rahmawati et al., 2019).
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En resumen, este capitulo ofrece una vision comunitaria del microbioma endofito de R. mangle y A.
germinans, resaltando su papel en el mantenimiento de la planta y la comunidad microbiana, asi como en
la interaccion planta-endofito. Estos microorganismos complementan las adaptaciones de las plantas al
ecosistema de manglar, destacando funciones clave frente al estrés ambiental, como tolerancia a salinidad,
temperatura, compuestos contaminantes y deficiencia de algunos nutrientes esenciales. La exploracion
metagenomica de este microbioma posiciona a los endofitos como una fuente prometedora de nuevas

funciones metabolicas con potencial biotecnoldgico.

Capitulo 3. Caracterizacion de los MAG de microorganismos endofitos del tejido foliar y
radicular de R. mangle y A. germinans: Taxonomia y potencial metaboélico

Introduccion:

Ademds de lograr la caracterizacion taxonomica y funcional de una comunidad microbiana, la
metagenomica permite ensamblar genomas individuales a partir de los metagenomas (Mande et al., 2021).
El proceso de recuperar genomas de especies puntuales a partir de un ensamblaje metagendémico se conoce
como binning (Yue et al., 2020). El binning metagendmico, o agrupamiento de secuencias metagendmicas,
requiere de una gran capacidad computacional, ya que consiste en la clasificacion de los contigs que
provienen de la misma especie a partir de la informacion genémica combinada de las diversas especies
presentes dentro de una comunidad de microorganismos (Droge & McHardy, 2012). Esta metodologia
permite superar la dependencia de los métodos de cultivo y obtener informacion gendémica de

microorganismos que no pueden aislarse en condiciones de laboratorio (Forbes et al., 2017). Como
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resultado del proceso de binning se obtienen borradores de genomas microbianos conocidos como bins o

contenedores genomicos.

La calidad de estos bins se evalua con base en dos parametros: la completacion y la contaminacion. La
completacion mide qué porcentaje de los genes esenciales esperados estan presentes en un bin, mientras
que la contaminacion indica cuantos de estos genes aparecen duplicados dentro del mismo bin. Ambos
parametros se basan en los genes de copia unica (SCG, por sus siglas en inglés: Single Copy Genes),
(Goussarov et al., 2022). Cuando un bin presenta una buena calidad, se conoce como un genoma
ensamblado a partir de un metagenoma (MAG, por sus siglas en inglés: Metagenome-Assembled Genome).
Seglin el Consorcio de Normas Genomicas (GSC, por sus siglas en inglés: Genomic Standards Consortium),
un MAG es de calidad media cuando la completacion es mayor o igual al 50% y la contaminacién es menor
al 10%, y un MAG es de alta calidad cuando la completacion es mayor o igual al 90% y la contaminacion

menor al 5% (Bowers et al., 2017; Zhou et al., 2022).

En ecosistemas de manglar, se han ensamblado diversos MAG a partir de metagenomas obtenidos de
sedimentos y de la rizosfera de Sonneratia apetala (Buch. -Ham.) y Kandelia obovata L. (Zhang et al.,
2020; Luo et al., 2021; Yu et al., 2023). Luo et al., (2021) reportaron tres MAG obtenidos a partir de
sedimentos profundos de manglar, mediante los cuales se logré identificar funciones relacionadas con la
fijacion de carbono y nitrogeno. Zhang et al., (2020) ensamblaron 13 MAG de la clase Methanofastidiosa
en los cuales identificaron funciones vinculadas con la metanogénesis. En cuanto a MAG de la rizosfera Yu
et al., (2023), caracterizaron 41 MAG de alta calidad e identificaron funciones relacionadas con fijacion de
nitrogeno, desnitrificacion y reduccion de sulfatos. Aunque se han realizado esfuerzos para ensamblar
genomas de microorganismos no cultivables en los ecosistemas de manglar, la comunidad endoéfita sigue
siendo poco estudiada. Por lo tanto, es fundamental aplicar estudios metagenomicos a los tejidos de las
distintas especies de arboles de mangle y recuperar los MAG de los endofitos que no se pueden aislar y, por

consiguiente, no se han caracterizado a nivel genémico.

Actualmente, la capacidad de generar datos genomicos de microorganismos no cultivables ha incrementado
a gran velocidad (New & Brito, 2020), pero no se ha avanzado significativamente en la estandarizacion
para su clasificacion taxondémica, ya que este proceso se encuentra limitado por pruebas que dependen de
medios de cultivo (Konstantinidis et al., 2015, 2017, 2020). Por ello, es comtn que para los MAG que se
derivan de andlisis metagendmicos se reporten sus parametros de calidad y se explore su potencial
metabolico (Zhang et al., 2020; Luo et al., 2021; Yu et al., 2023), pero en muchas ocasiones no se esclarece

su estatus taxondmico hasta el nivel de especie (Konstantinidis et al., 2015). Determinar si un MAG
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corresponde a una especie nueva es un desafio debido a la heterogeneidad en las secuencias de ADN que lo
constituyen (Setubal et al., 2021). Para abordar este reto, se emplean estrategias complementarias, como la
estimacion de porcentajes de similitud y su ubicacion filogenética. Una de las métricas de similitud mas
utilizadas es la identidad promedio de nucleotidos (ANI, por sus siglas en inglés: Average Nucleotide
Identity), que permite comparar genomas completos y establecer si pertenecen a especies diferentes (Lee et
al., 2016; Barco et al., 2018). A pesar de estos avances, aun no existe un consenso sobre un sistema de
nomenclatura valido para microorganismos no cultivables. Por el momento, el término Candidatus se ha
propuesto como una solucidon temporal para la clasificacion de taxa que no pueden ser aislados

(Konstantinidis et al., 2015, 2020).

Dado que los manglares son reservorios de microorganismos no cultivables con alto potencial
biotecnoldgico, es fundamental caracterizar gendémicamente su comunidad endoéfita. Por ello, este capitulo
se enfoca en la caracterizacion taxondémica y funcional de los genomas microbianos recuperados a partir de
los metagenomas ensamblados (MAG). Este analisis contribuira a la comprension del papel funcional de
especies microbianas no cultivables en la comunidad endofita de R. mangle y A. germinans, brindando
informacion relevante para futuras investigaciones sobre su potencial ecoldgico y biotecnolédgico.
Métodos:

La metodologia general, desde la toma de muestras hasta la secuenciacion, se detalldo en la seccion
correspondiente. Ademads, el procesamiento de las lecturas se explico en el capitulo 1. En este capitulo se
hara énfasis en los andlisis computacionales desarrollados para la obtencidn y caracterizacién taxondmica

y funcional de los MAG recuperados a partir de los metagenomas de R. mangle y A. germinans.

Binning metagenomico: Recuperacion de genomas microbianos

Una vez obtenidos los metagenomas por tejido, se emple6 el pipeline MetaWrap v1.3.0 para realizar el
proceso de binning metagenémico (Uritsky et al.,, 2018). En primer lugar, se utilizd el moddulo
“BINNING_module” del pipeline MetaWrap para ensamblar los posibles bins. Para esto, se emplearon los
softwares: MaxBin2 v2.2.4-1, MetaBAT2 v2.17 y CONCOCT vl1.1.0. Con cada uno de los programas
mencionados se generd un conjunto de bins para cada metagenoma. Dentro de cada metagenoma se evitd
la redundancia de los bins considerando un mismo bin a aquellos que presentaron un solapamiento de al
menos el 80% de la longitud del genoma (Uritsky et al., 2018). Después, se utilizd6 el moddulo
“REFINEMENT module” de MetaWrap v1.3.0 para mejorar los bins obtenidos previamente. A través de
este modulo se combinaron los bins generados con los tres softwares de ensamblaje, generando un nuevo
conjunto de bins hibridos (Uritsky et al., 2018). Posteriormente, se empled el programa CheckM v1.2.3 para
evaluar la calidad de los bins originales y los hibridos, mediante la estimacion de los parametros de
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completacion y la contaminacion, conservando aquellos bin con una completacion > 50% y una
contaminacion < al 10%, considerandolos en adelante como MAG (Bowers et al., 2017; Uritsky et al.,
2018). Por otra parte, se estim6 la abundancia de cada MAG dentro de las diferentes muestras mediante el

moédulo “QUANT _module” de MetaWrap v1.3.0 (Uritsky et al., 2018).

Identificacion taxonomica de los genomas microbianos

Con el objetivo de clasificar hasta el nivel de especie a los MAG ensamblados, se emple6 el programa
GTDB-Tk v2.4.0 (Chaumeil et al., 2020). En primer lugar, se evalu6 si existia redundancia entre los
genomas microbianos de R. mangle y los de A. germinans mediante el parametro ANI, dado que los
metagenomas fueron ensamblados por separado. Al realizar la comparacion entre los MAG de R. mangle y
los de 4. germinans se consideraron redundantes aquellos genomas con un ANI 2 al 95% (Zhang et al.,
2014), es decir que ambos pertenecian a la misma especie de microorganismo y se ensamblaron
independientemente a partir de los metagenomas de ambas plantas hospederas. De los MAG que se
compartian entre ambas especies de mangle se selecciond el que tuviese una mayor completacion y una
menor contaminacion para realizar los analisis posteriores. Después, se empled el pipeline “classify wf”
del programa GTDB-Tk v2.4.0 para estimar el ANI de cada MAG contra todos los genomas disponibles de
las especies descritas en la base de datos “Genome Taxonomy Database”, con el objetivo de asignar un
taxon a cada MAG y evaluar si alguno se correspondia con una nueva especie de microorganismo
(Chaumeil et al., 2020). Para identificar las relaciones filogenéticas de los MAG confirmados como nuevas
especies, se utilizé el pipeline “de novo wf” del programa GTDB-Tk v2.4.0. Este andlisis permitid
construir, para cada uno de los MAG, arboles filogenéticos al nivel taxondmico mas especifico posible y

proponer una nueva asignacion taxonémica (Chaumeil et al., 2020).

Caracterizacion del potencial funcional de algunas especies de endofitos: Anotacion funcional de los
MAG

Con relacion a la caracterizacion funcional de los MAG, se empled el médulo “ANNOTATE BINS” del
flujo de trabajo MetaWrap v1.3.0 (Uritsky et al., 2018). Dentro de este modulo se empleo el software Prokka
v1.14.5 (Seemann, 2014), para obtener un archivo “.gff”” con las caracteristicas de los CDS y dos archivos
“fasta”, uno con las secuencias de nucleo6tidos (““.faa”) y otro con su respectiva traduccion a aminoacidos
(“.fna”). Para categorizar los CDS de cada MAG, se realizé una anotacion de los archivos

“.fna” contra la base de datos de subsistemas del SEED usando el flujo de trabajo SAMSA2 v2.2.01

(Overbeek et al., 2014; Westreich et al., 2018). Las anotaciones resultantes se convirtieron en tablas de
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conteos a través del script “DIAMOND analysis counter” del flujo de trabajo SAMSA2 v2.2.01 (Westreich
et al., 2018). Por ultimo, se empled el paquete pheatmap v1.0.12 del software R studio para generar

heatmaps y representar la abundancia de regiones codificantes en las diferentes categorias metabodlicas

(Kolde, 2018; RStudio Team, 2020).

Aporte de algunas especies de enddfitos en la interaccion mangle-endofito: Anotacion funcional de los
MAG

Si bien, en el capitulo 2 se analizo la contribucion global de la comunidad endéfita, en este capitulo se busco
determinar qué especies en particular desempefian un papel clave en estas funciones. Para ello, el flujo de
trabajo PGPg_finder v1.1.0 se utilizoé para anotar cada uno de los MAG contra la base de datos PLaBAse
(Patz et al., 2021; Pellegrinetti et al., 2024). Se empled este pipeline debido a que se enfoca especificamente
en genes relevantes en la interaccion planta-microorganismo. Este analisis permitié identificar qué especies
particulares de endofitos contribuyen a la interaccion con las plantas de mangle, incluyendo funciones como
el metabolismo vegetal, la degradacion de contaminantes, la tolerancia a la salinidad y la resistencia a

distintos tipos de estrés (bidtico, abidtico).

Resultados:

Binning metagenomico: Recuperacion de genomas microbianos
Como resultado del proceso de binning metagendmico se obtuvo un total de 40 genomas microbianos de
buena calidad (completacion mayor al 50% y contaminacidon menor al 10%). De estos 40 genomas, 23 se

derivaron del metagenoma de R. mangle y 17 del genoma de 4. germinans (Tabla 2).

Tabla 2. Parametros de calidad de los genomas microbianos obtenidos a partir de los metagenomas de R. mangle y
A. germinans. En rojo se encuentran los MAG de alta calidad y en negro los de media calidad. En negrilla se
encuentran resaltados aquellos genomas microbianos que son exclusivos de una de las especies de mangle. Los
genomas que no estan en negrilla se comparten entre ambas plantas hospederas (Consultar la tabla 3 para ver los

datos de redundancia de los MAG).
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Genomas microbianos recuperados a partir  Genomas microbianos recuperados a partir del

del metagenoma de A. germinans metagenoma de R. mangle
Genoma  Completacion  Contaminacion — Genoma Completacion Contaminacion

Bin 1 90.84 0.20 Bin 18 72.46 0.75
Bin 2 55.32 3.84 Bin 19 74.84 1.93
Bin 3 99.25 0.32 Bin 20 99.38 2.78
Bin 4 82.78 1.63 Bin 21 88.12 3.94
Bin 5 96.00 2.14 Bin 22 96.89 115
Bin 6 85.29 3.44 Bin 23 99.14 1.12
Bin 7 93.64 1.68 Bin 24 67.22 0.10
Bin 8 58.85 1.73 Bin 25 79.90 4.34
Bin 9 88.92 2.04 Bin 26 93.23 2.11
Binl0 90.88 2.23 Bin 27 93.18 217
Bin 11 99.14 0.74 Bin 28 91.88 0.61
Bin 12 66.19 3.20 Bin 29 95.63 0.86
Bin 13 99.41 0.55 Bin 30 93.49 2.86
Bin 14 97.71 0.89 Bin 31 54.92 3.35
Bin 15 94.39 0.99 Bin 32 94.50 2.56
Bin 16 87.07 1.80 Bin 33 60.41 0.43
Bin 17 94.86 1.74 Bin 34 88.19 4.00

Bin 35 79.66 1.24

Bin 36 64.32 3.30

Bin 37 93.64 6.42

Bin 38 91.99 1.00

Bin 39 52.23 4.53

Bin 40 52.45 4.26

Al estimar el ANI entre los genomas obtenidos para ambas especies de mangle, se encontr6 que, de los 40 genomas

de los microorganismos endofitos, 14 genomas se compartian entre R. mangle y A. germinans, con valores de ANI
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entre 98.77 y 99.94 (Tabla 3). Es decir, que para las dos especies de mangle fue posible ensamblar en total 26

genomas microbianos diferentes de media y alta calidad (Tablas 2 y 3).

Tabla 3. Redundancia entre los genomas ensamblados a partir de los metagenomas de R. mangle y A. germinans.
Cada fila muestra dos contenedores que se obtuvieron de diferentes metagenomas, pero al tener un ANI = 95%

corresponden al genoma de la misma especie de microorganismo.

Metagenoma de 4. Metagenoma de R. Identidad promedio

germinans mangle de nucledtidos (ANI)
Bin 1 Bin 24 99.77
Bin 2 Bin 34 99.57
Bin 4 Bin 21 99.83
Bin 6 Bin 36 99.73
Bin 7 Bin 27 99 88
Bin 8 Bin 25 98.99
Bin 9 Bin 18 98.78
Bin 10 Bin 33 99.34
Bin 11 Bin 23 99.77
Bin 12 Bin 37 98.77
Bin 14 Bin 26 9947
Bin 15 Bin 38 99.55
Bin 16 Bin 35 98.93
Bin 17 Bin 28 9994

En cuanto a la asignacion taxondmica de los 26 MAG, estos se clasificaron en los Phyla Actinomycetota,
Bacillota, Bacteroidota, Pseudomonadota y Myxococcota. Puntualmente, dos de los genomas pertenecian
a las especies Bacillus subtilis y Lactiplantibacillus plantarum, mientras que los otros 24 correspondian a
especies nuevas de bacterias que no habian sido reportadas previamente (Tabla 4). Todos los MAG
obtenidos presentaron una calidad media y alta del ensamblaje segiin los pardmetros de completacion,

contaminacion y heterogeneidad de cepas (Anexo 11).
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Tabla 4. Asignacion taxondémica de los MAG ensamblados a partir de los metagenomas de R. mangle y A.
germinans. La asignacion se realizo mediante la estimacion del ANI entre cada MAG y los genomas de referencia
de todas las especies reportadas en la base de datos GTDB. En los casos en que la asignacion taxondmica resultd en

un codigo en lugar de un nombre especifico, se reportd la categoria taxonémica inmediatamente superior (orden o
familia). La numeracion de los MAG presenta discontinuidades debido a la eliminaciéon de codigos redundantes

entre ambas especies de mangle, conservandose unicamente el MAG de mejor calidad.

Genoma  Asignaciéon taxonémica Genoma  Asignacién taxonémica

Bin3 Bacillus subtilis Bin 20 Lactiplantibacillus
plantarum
Bin 5 Rhodobactereaceae Bin 21 Povalibacter

(Género: JALEGBO01)

Bin 6 Polyangiales Bin 22 Croceibacterium
(Género: JAPPORO1)

Bin 7 Polyangiales Bin 24 Rickettsiales
(Género: JAPPORO1) (Género: JAHFPRO1)
Bin9 Parasphingopyxis Bin 25 Steroidobacteraceae

(Género: ZC4RG30)

Bin 11 Acidimicrobiales Bin 29 Nocardioides
(Género: JALOLFO01)
Bin 12 Steroidobacteraceae Bin 30 Dllumatobacter
(JADGHXO01)
Bin 13 Saccharospirillum Bin 31 Rhodomicrobiaceae
(Género: R-RK-3)
Bin 14 Afifellaceae Bin 32 Acidimicrobiales
(Género: CAMYKZ01) (Género: CADEDHO1)
Bin 15 Cellvibronaceae Bin 33 Acidimicrobiales
(Género: WACFOQ1) (Género: CADEDHO01)
Bin 16 Maricaulaceae Bin 34 Polyangiaceae

(Género: JAJFFLO1)

Bin 17 Cyclobacteriaceae Bin 39 Pseudomonadales
(Familia: DMS-21967)

Bin 19 Polyangiaceae Bin 40 Cyclobacteriaceae

(Género: SZUA-265) (Género: ZC4RG29)

Con relacion a la abundancia de los MAG en cada una de las muestras, se identificd que, tanto para R.
mangle como para A. germinans, la abundancia fue mayor en las muestras de tejido radicular en

comparacion con las muestras de tejido foliar (Figura 8). Puntualmente, en las muestras de A. germinans
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los MAG mas abundantes correspondian a la especies Bacillus subtilis y al género CAMYKZ01 (Familia
Afifellaceae) para las muestras de raiz, y Saccharospirullum sp., en las muestras de hojas (Figura 8A). En
cuanto a R. mangle, el MAG que correspondia a la especie Lactiplantibacillus plantarum fue abundante en
el tejido foliar y el MAG de Croceibacterium sp., presentd una alta abundancia tanto en hojas como en

neumato6foros (Figura 8B).
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Figura 8. Abundancia de cada MAG en cada una de las muestras. A) Metagenoma del tejido foliar y radicular de
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A. germinans B) Metagenoma del tejido foliar y radicular de R. mangle. Los nombres de las muestras indican la

siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; H, tejido foliar; R, tejido radicular. Los genomas

microbianos exclusivos de una de las especies de mangle estan resaltados en negrilla, mientras que los no
resaltados corresponden a genomas compartidos entre ambas plantas hospederas. En la escala de colores del
heatmap, el amarillo indica una alta abundancia de lecturas del MAG en las muestras, mientras que el negro

representa su ausencia.

Relacion filogenética de los MAG de las nuevas especies de bacterias

Para los 24 MAG de las especies nuevas, no reportadas, se estableci6 su relacion filogenética con otras
bacterias mediante la distancia evolutiva basada en el ANI (Figura 9; Anexo 12). De estos genomas, seis
pudieron ser identificados hasta nivel de género, permitiendo su comparacién con especies previamente

reportadas dentro de sus respectivos taxones y proponiendo un estatus taxonémico provisional.

Uno de los MAG que se identifico hasta género correspondia al taxén Parasphingopyxis (Bin 9:
completacion: 88.92% y contaminacion: 2.04%, Tablas 2 y 4). Con base en la distancia evolutiva basada en
el ANI se logro establecer la relacion entre esta nueva especie y las 11 especies reportadas hasta el momento
para este género (Figura 9A). También, se determind que la especie con la que se encontraba mas
estrechamente relacionada es Parasphingopyxis marina 'y, se propuso el nombre Candidatus
Parasphingopyxis mangicola como estatus taxondmico provisional para esta nueva especie (Figura 9A).

Esta especie se encontrd principalmente en el tejido radicular de R. mangle y A. germinans (Figura 8).

Para el MAG del género Saccharospirillum (Bin 13: completacion: 99.41% y contaminacion: 0.55%, Tablas
2 y 4), se estableci6 su relacion filogenética con las 7 especies que se han reportado dentro de este grupo
(Figura 9B). Para esta nueva especie se propuso como estatus taxondmico provisional el nombre de
Candidatus Saccharospirillum buenaventurensis y se encontrd que se relaciona estrechamente con la
especie Saccharospirillum sp003054965 (Figura 9B). Ademas, esta especie se encontro exclusivamente en

los neumatoforos de A. germinans (Figura 8).

Por otra parte, para el MAG del género Povalibacter (Bin 21: completacion: 88.12% y contaminacion:
3.94%, Tablas 2 y 4), fue posible resolver su relacion evolutiva con las tres especies que se han descrito
dentro de este grupo (Figura 9C). Esta especie se encontrd tanto en las raices de R. mangle como en los
neumat6foros de A. germinans (Figura 8). Se propuso como estatus taxondmico provisional el nombre de

Candidatus Povalibacter estuarensis (Figura 9C).
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En cuanto al MAG del género Croceibacterium (Bin 22: completacion: 96.89% y contaminacion: 1.15%,
Tablas 2 y 4), se determind su relacion evolutiva con las 21 especies que se han reportado hasta el momento
dentro de este género (Figura 9D). Ademas, se identificé que esta nueva especie se encuentra relacionada
con el grupo que conforman las especies Croceibacterium salegens y Croceibacterium sp030657335. Se
propuso como estatus taxondémico temporal el nombre de Candidatus Croceibacterium rhizhophorae para
esta nueva especie (Figura 9D). Esta especie se encontrd en el tejido foliar y radicular de R. mangle (Figura
8).

Respecto al MAG del género Norcardioides (Bin 29: completacion: 95.63% y contaminacion: 0.86%,
Tablas 2 y 4). Se determiné su relacion evolutiva con las otras especies que se han reportado dentro del
género (Figura 9E). Esta especie se encuentra relacionada con un clado de diversas especies dentro de las
cuales resaltan Norcardioides gansuensis, Norcardioides seonyunsis y Norcardioides furvisabuli (Figura
9E). Se postuld como estatus taxondmico temporal el nombre Candidatus Norcardioides radicicola y

resalta el hecho de que se encontro6 en las hojas y raices de R. mangle (Figura 8).

Por ultimo, para el MAG del género lllumatobacter (Bin 30: completacion: 93.49% y contaminacion:
2.86%, Tablas 2 y 4) se estableci6 su relacion filogenética con las 10 especies que pertenecen a este grupo.
Como estatus taxondmico provisional se propuso el nombre Candidatus Illumatobacter rhizomanglaris
(Figura 9F). Esta especie de bacteria se encontré de forma exclusiva asociada con las raices de R. mangle

(Figura 8).
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Figura 9. Arboles filogenéticos basados en el ANI, que muestran la relaciéon de los MAG de las nuevas especies
(en rojo) con las otras especies reportadas dentro de los respectivos géneros. A) Parasphingopyxis. B)
Saccharospirillum. C) Povalibacter. D) Croceibacterium. E) Norcardioides. F) lllumatobacter. (Las filogenias se

presentaron de forma parcial para mejorar la visualizacion. Consultar el Anexo 12 para ver la version completa).

Anotacion funcional de los MAG : caracterizacion del potencial funcional de algunas especies de
enddfitos

La anotacion de los 26 MAG contra la base de datos de subsistemas del SEED mostré en cudles categorias
metabolicas habia una mayor abundancia de CDS (Figura 10). Dentro de estos resultados fue notable el
potencial metabdlico de algunas de las especies que no han sido reportadas, todavia. Para la especie
Candidatus Illumatobacter rhizomanglaris, que hace parte del metagenoma de R. mangle, se identificé una
alta prevalencia de CDS relacionados con metabolismo de ADN, proteinas, hierro, regulacion y sefializacion
celular y respuestas al estrés (Figura 10A). Para la especie Candidatus Povalibacter estuarensis, los CDS

asociados con virulencia fueron dominantes. Aunque esta especie estd presente en las dos plantas
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hospederas, este potencial patogénico solo se evidencio en R. mangle (Figura 10). Con relacion a la especie
Candidatus Croceibacterium rhizhophorae fueron relevantes los CDS asociados con funciones de

fotosintesis (Figura 10A).

En algunos de los genomas ensamblados se identificd una alta abundancia de CDS en categorias funcionales
especificas. Por ejemplo, en el genoma de la familia Polyangiaceae (Bin 34, Tabla 4) se detect6d un potencial
significativo para el metabolismo del azufre (Figura 10A). Asimismo, en el genoma del género
CAMYKZ01, perteneciente a la familia Afifellaceae (Bin 14, Tabla 4), se observo una alta prevalencia de
genes relacionados con el metabolismo y transporte de aminoacidos (Figura 10A). Por otro lado, en el
genoma correspondiente al género JAPPOROI, del orden Polyangiales (Bin 6, Tabla 4), se identifico un

marcado potencial para la adquisicion y el metabolismo del hierro (Figura 10B).
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Figura 10. Analisis del potencial metabolico asociado con las 26 especies de la comunidad de enddfitos rescatadas
del tejido foliar y radicular de R. mangle y A. germinans. Abundancia de los CDS dentro de las diferentes
categorias de la base de datos de subsistemas del SEED. A) MAG ensamblados a partir de los metagenomas de A.

germinans. B) MAG recuperados de los metagenomas de R. mangle.

Anotacion funcional de los MAG: aporte de algunas especies de enddfitos en la interaccion
mangleenddfito:

En cuanto a las funciones relevantes para la interaccion planta-microorganismo, se determind que las 26
especies para las cuales se pudo ensamblar su genoma a partir de los metagenomas pueden contribuir de
forma individual en procesos metabdlicos de la planta, aportan a la resistencia contra el estrés bidtico y
abidtico, y cuentan con caracteristicas relevantes para el endoéfitismo como funciones relacionadas con la

comunicacion con la planta hospedera y su colonizacion (Figura 11).

Dentro del potencial metabdlico de los 26 genomas analizados las funciones con mayor abundancia de CDS
fueron el metabolismo de nucledsidos derivados de plantas, la solubilizacion de fésforo, la neutralizacion
del estrés por salinidad, del estrés oxidativo y del estrés nitrosativo, ademads de las proteinas relacionadas
con los procesos de sefializacion en condiciones de estrés (Figura 11). Se encontrd que la mayoria de los
genomas contaba con genes implicados en la resistencia a metales pesados como el arsénico, el cobalto, el
cobre, el niquel y el zinc (Figura 11). Con relacion a la colonizacion de la planta hospedera, en todos los
genomas resalto la utilizacion de aminodcidos derivados de los arboles de mangle (Figura 11). Por altimo,
se identificaron diversas categorias funcionales que promueven el crecimiento de la planta hospedera en los
26 genomas que se relacionan con la adquisicion de elementos como el hierro, el nitrégeno y el azufre

(Figura 11).
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Figura 11. Analisis del potencial metabolico de 26 especies de la comunidad de endéfitos asociados con el tejido
foliar y radicular de R. mangle y A. germinans. Abundancia de los CDS de cada genoma en diferentes categorias
relacionadas con la interaccion planta-microorganismo. En rojo se encuentran los genomas de las especies para las
cuales se propuso un estatus taxondémico provisional en esta investigacion. *Genomas exclusivos de 4. germinans.

**Genomas exclusivos de R. mangle. En la escala del heatmap, el rojo indica una alta abundancia de secuencias

codificantes en las categorias de la base de datos PLaBAse, mientras que el azul representa su ausencia.

51



Discusion:

En este capitulo se determinaron las posibles funciones que desempenan bacterias endofitas especificas en
su asociacion con las hojas y raices de R. mangle y A. germinans. La metagendmica de genomas completos
permitio ensamblar y caracterizar taxondmica y funcionalmente 26 genomas de bacterias endofitas, de los
cuales 24 corresponden a especies no descritas previamente. Estas especies tienen el potencial de
proporcionar a sus plantas hospederas mecanismos complementarios de adaptacion a las condiciones de la
zona intermareal, compartiendo las funciones observadas a nivel comunitario. Los resultados obtenidos
destacan que los endoéfitos en los bosques de manglar son altamente diversos e inexplorados, con numerosos

linajes atn no descritos y con caracteristicas de interés ecoldgico y biotecnologico.

Con relacion al componente taxonémico de los MAG, se identificaron 26 especies de bacterias diferentes
(Tabla 4). Este hallazgo es relevante desde el punto de vista bioinformatico y ecoldgico, ya que el proceso
de agrupar o poner juntos los fragmentos de los diferentes genomas (binning), en ecosistemas hipersalinos,
esta influenciado por la estructura de la diversidad microbiana. En estos ambientes, las presiones
ambientales seleccionan un nimero reducido de especies con alta variabilidad genética, lo que representa
un desafio significativo para la recuperacion de MAG (Ramos-Barbero et al., 2019). Luo et al., (2021)
recuperaron 64 MAG de bacterias y tres de arqueas a partir de muestras de sedimento de manglar
(completacion > 50% y contaminacion < 10%). En este estudio, la cantidad de genomas recuperados fue
menor debido, posiblemente, a la aplicacion de criterios mas estrictos en los parametros de completacion y
contaminacion para el filtrado de los MAG (Tabla 2). A nivel ecoldgico, esta diferencia también puede
explicarse por la menor diversidad de la comunidad de endofitos en comparacion con los microorganismos
presentes en los sedimentos y en la superficie de las plantas, ya que estos ultimos no enfrentan los
mecanismos de seleccion impuestos por la planta hospedera (Yao et al., 2020; Yuan et al., 2023). El hecho
de que todos los MAG pertenecian a especies de bacterias, puede deberse a que fueron los grupos mas
abundantes dentro de la microbiota analizada (Anexo 8). La baja abundancia de ciertos grupos microbianos
dificulta su recuperacion mediante los algoritmos de binning (Wang et al., 2012), por lo cual no fue posible

ensamblar genomas de hongos, arqueas ni virus que cumplieran con los parametros de calidad establecidos.

Solo dos de los genomas recuperados pudieron ser identificados hasta especie: Bacillus subtilis y

Lactiplantibacillus plantarum (Tabla 4). Bacillus subtilis se ha aislado del interior de hojas y raices de

Ceriops tagal (Perr.) y Rhizophora mucronata Lam., ambos arboles de la familia Rhizophoraceae, y se ha

comprobado que presenta actividad antibacteriana (Prihanto, 2018; Haryani et al., 2020). En cuanto a

Lactiplantibacillus plantarum, se considera una especie generalista que tiene la capacidad de ser endofita

(Skotniczny & Satora, 2023), pero hasta el momento no hay registro de que interactie con arboles de mangle, por
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lo que este seria el primer reporte como endofito de A. germinans. A nivel funcional, se ha reportado que Bacillus
subtilis promueve el crecimiento vegetal (Ferreira et al., 2018). Ademas, contribuye a la tolerancia al estrés salino
mediante la produccion de la enzima ACC desaminasa (Ferreira et al., 2018). Esto podria explicar la alta
abundancia de CDS relacionados con proteinas de sefializacion de estrés y de neutralizacion por el estrés salino;
sin embargo, es necesario complementar esta informacion con estudios sobre la expresion génica como respuesta
a los cambios en la salinidad. Los resultados obtenidos se suman a la evidencia previa para proponer a Bacillus
subtilis como una bacteria promotora de crecimiento que puede ser empleada en la agronomia sustentable (Afridi
et al., 2024). Con relacion a Lactiplantibacillus plantarum, en otros estudios se ha demostrado que produce
metabolitos bioactivos con actividad antibacteriana y antifingica (Javed et al., 2022; Petkova et al., 2022), lo que

soporta las funciones que se encontraron en los procesos de anotacion.

Igualmente, se identificaron especies nuevas dentro de diferentes géneros (Tabla 4). Este fue un hallazgo
importante, ya que expande el conocimiento sobre endofitos en los bosques de manglar. Los taxa
identificados son coherentes con las otras especies reportadas dentro de su respectivo grupo, ya que se han
aislado de ecosistemas con condiciones similares a los bosques de manglar. Por ejemplo, las otras especies
dentro del género Parasphingopyxis se han aislado de muestras de agua de mar costera y asociadas con
algas rojas (Choi et al., 2021). Dentro del género Saccharospirillum, la especie Saccharospirillum
mangrovi, se aislo de sedimentos de manglar (Zhang et al., 2018). El género Povalibacter se ha encontrado
estableciendo relaciones con plantas que crecen en condiciones de salinidad moderada (Abdelfadil et al.,
2024). Especies del grupo Croceibacterium se han obtenido del sedimento de la zona intermareal y se han
identificado como endoéfitas (Liu et al., 2019; Sun et al., 2024). También, especies del grupo Norcardioides
se han encontrado como endofitas de plantas de mangle (Jiang et al., 2018). Ademas, especies del género
Illumatobacter se han detectado en alta abundancia en asociacién con organismos marinos (Valliappan et
al., 2014). Todos estos resultados podrian atribuirse a que la microbiota de los ecosistemas de manglar es
una combinacién de microorganismos terrestres, marinos y de agua dulce (Palit et al., 2022) y que,
seguramente, su actividad metabolica, bien adaptada a estos ambientes complejos, les permite sobrevivir
en las condiciones adversas de este ecosistema. Todo esto sugiere que la presion de seleccion ejercida por

el ambiente extremo del manglar ha favorecido funciones especializadas dentro del microbioma.

En microbiologia, la delimitacion de especies es un desafio debido a la alta diversidad microbiana no
cultivable, cuya existencia ha sido revelada gracias al desarrollo de herramientas de secuenciacion (Culligan
et al., 2016). Para estos grupos, los criterios taxondmicos tradicionales no son aplicables, ya que su
caracterizacion fenotipica depende de pruebas en medios de cultivo (Rossello-Moéra & Amann, 2015).

Debido a esto, la identificacion de 24 posibles nuevas especies en esta investigacion representa un aporte
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significativo para fortalecer las iniciativas de caracterizacion y conservacion de la diversidad microbiana
en ecosistemas de manglar (Allard et al., 2020). Tradicionalmente, para que una especie microbiana sea
considerada nueva, debe cumplir con tres criterios: coherencia genémica, coherencia fenotipica y monofilia
(Rossello-Mora & Amann, 2015). En este estudio, los 24 MAG propuestos como nuevas especies fueron
evaluados en funcion de su coherencia gendmica y monofilia, mediante la estimacion del ANI y el analisis
de sus relaciones filogenéticas con otros linajes bacterianos, lo que proporciond evidencia robusta para su
delimitacion taxondémica. Esta metodologia ha sido adoptada en otros estudios metagendmicos recientes
(Liu et al., 2023; Zhang et al., 2023). No obstante, no fue posible evaluar el criterio de coherencia fenotipica.
Esta limitacion ha sido objeto de debate en los ultimos afios, y como solucion provisional, se ha incorporado
el uso del término Candidatus para designar a microorganismos no cultivables identificados inicamente
mediante datos de secuenciacion de ADN. Konstantinidis et al. (2015, 2020), han enfatizado la necesidad
de establecer un sistema de nomenclatura valido que priorice el uso del término Candidatus, y que valide
las secuencias gendmicas cono material alternativo para las descripciones taxonémicas. Teniendo en cuenta
lo anterior, nuestros hallazgos permiten proponer los nombres Candidatus Parasphingopyxis mangicola,
Candidatus Saccharospirillum buenaventurensis, Candidatus Povalibacter estuarensis, Candidatus
Croceibacterium rhizophorae, Candidatus Nocardioides radicicola y Candidatus Illumatobacter

rhizomanglaris para seis de las especies identificadas en el microbioma estudiado.

Respecto al potencial biotecnologico de los microorganismos estudiados, se identificaron diversas
funciones de interés relacionadas con las condiciones ambientales de los manglares. En primer lugar, el
enriquecimiento funcional de los MAG para la metabolizacion del fosforo y del nitrégeno se puede atribuir
a la deficiencia de estos elementos en el entorno donde se encuentran los microorganismos. Ishfaq et al.,
(2025), reportaron que 73.3% de las plantas de mangle son deficientes en nitrogeno y 16,4% en fosforo.
Esto sugiere que los endofitos estdn ayudando a suplir estas deficiencias nutricionales. Desde una vision
para la agricultura sostenible, estas caracteristicas son relevantes, ya que permitirian el reemplazo de
fertilizantes quimicos por la inoculacion con endéfitos que puedan promover el crecimiento vegetal (de
Medeiros Azevedo et al., 2021). Para la agricultura sostenible también son importantes las funciones
relacionadas con la resistencia al estrés abidtico, como las identificadas en los 26 MAG. Ya que, segun las
estimaciones, el incremento de la salinidad en los suelos podria generar pérdidas del 50% de la tierra
cultivable del mundo (Mal & Panchal, 2024). Por el lado de la biorremediacion, el enriquecimiento de los
MAG en funciones asociadas a la degradacion de contaminantes, como metales pesados y xenobidticos,
sugiere que estas especies poseen propiedades de biosorcion y bioacumulacion, lo que las posiciona como
potenciales candidatas para aplicaciones biotecnoldgicas (Slama et al., 2021). En conjunto, estos resultados

destacan el potencial biotecnologico de los enddfitos de manglar del Pacifico colombiano, no solo para
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mejorar el crecimiento vegetal y la resiliencia ante el estrés ambiental, sino también para contribuir a
estrategias de biorremediacion en ecosistemas impactados por la contaminacion. Nuestra investigacion
representa un punto de partida para el desarrollo de estudios aplicados que permitan aprovechar el potencial

metabolico de la comunidad enddfita del mangle rojo y el mangle negro.

En conclusion, la genomica ambiental permitié ensamblar y caracterizar genomas de especies particulares
de endoéfitos asociados con R. mangle y A. germinans que no se han logrado cultivar. Los resultados
obtenidos son una gran contribucion al estudio de la diversidad microbiana de los endoéfitos en los
ecosistemas de manglar. El potencial metabdlico de cada genoma coincide con las funciones identificadas
anivel comunitario, lo que permite inferir que las presiones de seleccion dadas por el entorno y por la planta
hospedera estructuran una comunidad con caracteristicas metabolicas especificas, que, de forma sinérgica,
contribuyen en la adaptacion de los arboles de mangle. Este estudio destaca el valor de las metodologias
Omicas para caracterizar interacciones planta-endofito, permitiendo acceder a informacion genomica de
especies no cultivables que, con enfoques tradicionales, permanecerian desconocidas. Estos hallazgos
amplian el conocimiento sobre la microbiota endofita de los manglares y sientan las bases para futuras

investigaciones sobre sus aplicaciones.

Discusion general:

En esta investigacion se busco caracterizar y comparar la microbiota y el microbioma del tejido foliar y
radicular de R. mangle y A. germinans en la bahia de Buenaventura, Colombia. Los bosques de manglar
albergan una comunidad microbiana diversa que contribuye activamente al mantenimiento de este
ecosistema y en las funciones ecoldgicas que ocurren en €l (Allard et al., 2020). Dentro de esta comunidad,
los microorganismos endoéfitos, son de especial interés debido a su potencial metabdlico, que los hace
candidatos prometedores para aplicaciones biotecnologicas en diversas industrias (Paul et al., 2020;
Dwibedi et al., 2022; Watts et al., 2023). A pesar de la relevancia de los endoéfitos en la ecologia y
biotecnologia, su estudio en ecosistemas de manglar ha sido limitado en comparacién con otros entornos
bien caracterizados, como los bosques tropicales y subtropicales (Harrison & Griftin, 2020). R. mangle y
A. germinans son especies dominantes en la vegetacion de la bahia de Buenaventura, cuya distribucion esta
determinada por factores fisicoquimicos del suelo, la exposicion a las mareas y por gradientes ambientales
(Cantera & Blanco, 2001). Ademas de su papel ecoldgico, estas especies tienen importancia econdmica
para las comunidades locales, ya que se utilizan como fuente de madera y en la medicina tradicional
(Palacios & Cantera, 2017). Debido a la importancia ecoldgica y socioecondmica de estas plantas, su
microbiota endofita representa un aspecto importante para comprender mejor el rol de los microorganismos

en este ecosistema y desarrollar futuras aplicaciones.
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Mediante la metagendmica, fue posible caracterizar a nivel taxondmico y funcional la comunidad endoéfita
de R. mangle y A. germinans. En cuanto a la diversidad y la estructura de la microbiota endoéfita se encontrd
que la comunidad se encuentra constituida principalmente por bacterias, seguida de hongos, arqueas y virus.
La diversidad de microorganismos se vio influenciada por el tipo de tejido, siento las raices y los
neumat6foros las partes de la planta donde hubo una mayor presencia microbiana. Este patron ha sido
observado en otros estudios sobre la microbiota endofita (Wallace et al., 2018; Garcia et al., 2024), y se
atribuye a la interaccion directa de las raices con el suelo, un ambiente con una alta diversidad de
microorganismos (van der Heijden & Schlaeppi, 2015). Con relacion al potencial funcional de la comunidad
microbiana, se identificd a nivel comunitario y especifico que los endofitos de R. mangle y A. germinans
aportan con funciones clave en la interaccion planta-endofito. Dentro de las principales funciones destacan:
El metabolismo de nutrientes esenciales (C, N, P, S), la promocién del crecimiento vegetal y la resistencia
a condiciones adversas (Estrés oxidativo, alta salinidad y concentracion de metales pesados y compuestos
xenobioticos), estos resultados complementan las funciones reportadas en otras investigaciones (Holguin

& Bashan, 2001; Thatoi et al., 2013; Hastilestari et al., 2024).

Si bien, en otras investigaciones se ha empleado la metagendmica para caracterizar los microorganismos de
los ecosistemas de manglar, en la mayoria de los casos se han enfocado en la diversidad microbiana asociada
a los sedimentos (Pawano et al., 2024; Subramani et al., 2025). Es por esto, por lo que nuestros hallazgos
brindan otra capa de informacion mas especifica sobre la comunidad de endofitos de este ecosistema. El
hecho de haber logrado determinar la presencia de arqueas y virus dentro del tejido de las plantas de mangle,
sumado a las 24 especies nuevas de bacterias no cultivables, representa una gran contribucion a la
caracterizacion de la diversidad microbiana en los manglares. Estos resultados demuestran que la creciente
utilizacion de metodologias Omicas permite obtener resultados robustos para identificar endofitos asociados
con las plantas de mangle y las funciones que se encuentran desempefiando (Bohra et al., 2024; Yang et al.,

2024).

Aunque la metagendmica permitio identificar las especies que constituian la microbiota endofitica y brindo
informacion sobre el potencial metabdlico de estos microorganismos, las inferencias realizadas sobre las
funciones se quedan en términos putativos, lo cual es caracteristico de esta metodologia (Simon & Daniel,
2011; Adeleke et al., 2023). Esto se debe a que la metagendmica no permite obtener informacion relacionada
con la expresion génica de la comunidad microbiana (Kaul et al., 2016). Por este motivo, se plantea como
perspectiva aplicar un enfoque multidisciplinar, que integre la metagendmica y la metatranscriptomica para

brindar una mayor riqueza en el estudio de los endoéfitos, tanto, de R. mangle como de A. germinans. La
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metatranscriptomica, se enfoca en la secuenciacion de todos los ARNs producidos por la comunidad de
microorganismos, presentes en una muestra y, por lo tanto, esta estrategia, si, permitiria saber cudles
funciones se encuentran sobre o subrepresentadas en la microbiota endofitica, en un momento determinado
(Nath et al., 2021). En conjunto la metagendmica y la metatranscriptoémica disminuyen las limitaciones que
se presentan al ser aplicadas de forma independiente, lo que permitiria una mejor caracterizacion de los
endofitos del mangle rojo y el mangle negro a nivel taxonémico, gendmico y transcripcional (Kaul et al.,

2016; Séenz et al., 2021).

En este contexto, los resultados de la caracterizacion taxondmica y funcional obtenidos en este estudio
proporcionan una base solida para futuras investigaciones que integren enfoques complementarios como la
metatranscriptomica, la protedmica y la metabolomica. La combinacion de estas metodologias permitira
profundizar en la dindmica de los microorganismos endéfitos asociados con R. mangle y A. germinans,
ademas de validar las funciones identificadas a través de la metagendmica. La identificacion de especies no
descritas previamente y su potencial metabolico refuerzan la importancia de seguir explorando el
microbioma de los manglares y promoviendo el uso de herramientas dmicas que aporten informacion clave

para su conservacion y aprovechamiento sostenible.

Limitaciones metodologicas y consideraciones para la interpretacion de los resultados

A pesar de la solidez metodologica del enfoque metagendmico empleado en este estudio, los resultados
deben interpretarse considerando algunas limitaciones inherentes al tipo de datos y a las herramientas
bioinformaticas utilizadas. En primer lugar, la caracterizacion taxonomica y funcional se basa en
comparaciones con bases de datos de referencia que presentan sesgos hacia microorganismos cultivables y
de interés biomédico, lo que puede afectar la representacion de microorganismos propios de ecosistemas
poco explorados como los manglares tropicales (Albright & Louca, 2023), un aspecto particularmente
relevante dada la informacion atn limitada sobre la diversidad y distribucion de los endéfitos en bosques
de manglar (Harrison & Griffin, 2020). Asimismo, ciertos grupos microbianos, como los virus, suelen estar
subestimados en estudios metagendmicos debido a limitaciones asociadas a su deteccion, ensamblaje y
anotacion, lo que dificulta una caracterizacion exhaustiva de la fraccion viral del microbioma endofito (Rose
et al., 2016). Por otra parte, la inferencia funcional se fundamenta en la asignacioén de funciones basada en
homologia de secuencias, asumiendo que la similitud a nivel de secuencia implica conservacion funcional,
lo cual no siempre se cumple en comunidades microbianas ambientalmente diversas y evolutivamente
distantes (Prakash & Taylor, 2012); en este sentido, las funciones asignadas deben considerarse putativas y

requeririan validacion experimental o enfoques complementarios que integren informacién estructural y
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ecoldgica de las proteinas (Ghaly et al., 2025). Finalmente, aunque factores técnicos asociados al muestreo
y procesamiento de las muestras pueden influir en la representatividad de las comunidades detectadas, el
protocolo de desinfeccion empleado corresponde a un método estandarizado y previamente reportado como
eficaz para minimizar la presencia de microorganismos epifitos (Correa-Galeote et al., 2018), por lo que los
resultados deben entenderse como una aproximacion inferencial y comparativa al microbioma endéfito,

mas que como una descripcion exhaustiva de la diversidad microbiana del ecosistema.

Conclusiones generales:

Esta investigacion destaca la importancia de los microorganismos endofitos en la ecologia y funcionalidad
de los bosques de manglar, particularmente aquellos asociados con R. mangle y A. germinans. Se logrd
realizar una caracterizacion detallada de la comunidad microbiana, evidenciando la influencia del tipo de
tejido en su composicion y diversidad. Ademas, el analisis funcional reveld el papel clave de estos
microorganismos en la adaptacion de sus hospederos a condiciones ambientales extremas, asi como su
potencial biotecnoldgico en procesos como la biorremediacion y la agricultura sostenible. La identificacion
de 24 nuevas especies microbianas subraya la necesidad de seguir explorando la microbiota enddfita de las
plantas de mangle, tanto para comprender su ecologia como para aprovechar su potencial aplicado. En este
sentido, serd necesario desarrollar a futuro estudios experimentales que validen las funciones inferidas en

este trabajo.
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Anexos:
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Anexo 1. Ubicacion de la zona de muestreo. A). Bahia de Buenaventura en el Suroccidente colombiano. B)

Desembocadura del rio Dagua en el océano Pacifico. C) Zona de muestreo dentro del Bosque de manglar.
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Anexo 2. Fluctuaciones en el nivel de la marea en la zona de muestreo el 14 de junio de 2023 segun la Dimar

(Direccion General Maritima Portuaria de Colombia).

Anexo 3. Parametros meteoroldgicos registrados en la zona de muestreo el 14 de junio de 2023 segun la Dimar

(Direccion General Maritima Portuaria de Colombia).

Parametro Resultado Unidad
meteorolégico
Temperatura 30.2 °©
Indice de calor 39 o
Indice de frio 30 °C
Punto de rocio 26.3 oC
Bulbo humedo 27.3 °%©c
Humedad 78 %
Presion 14.65 PSI
Barometro 13.24 PSI
Altura 9.5 msnm

Anexo 4. Parametros fisicoquimicos del suelo y del agua estuarina de la zona de muestreo.
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Parametros fisicoquimicos del suelo

Parametros fisicoquimicos del agua

Parametro

Resultado

Unidad Parametro Resultado  Unidad
pH 591 pH pH 7.42 pH
Conductividad eléctrica 30.2 dS/m Potencial redox ORP 1194 mV
Carbono organico oxidable 1.78 % Saturacion de oxigeno 81.3 %
Materia organica 3.07 % Oxigeno disuelto 5.14 ppm
Nitrégeno total 0.148 % Conductividad Q 41.4 mS/cm
Potasio intercambiable 642 mg/kg Conductividad Q T mS/cmA
Calcio intercambiable 792 mg/kg Resistividad 0.8 Q-cm
Magnesio intercambiable 994 mg/kg Sélidos totales disueltos TDS 24.14 ppm
Sodio intercambiable 4480 mg/kg Salinidad PSU 18.5 oT
Fosforo 20.5 mg/kg Turbidez 38.4 cm
Azufre 489 mg/kg Temperatura 30.4 G

Anexo 5. Flujo de trabajo empleado en el ensamblaje de los genomas de las plantas hospederas (R. mangle y A.

germinans) a partir de las librerias metagendmicas. En la seccion 4.1 se detallan los pasos que se siguieron para

obtener los genomas de las plantas hospederas.
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1. Toma de las muestras 2. Extraccion de ADN 4, Analisis bioinformatico de las secuencias

* Las librerias se anotaron contra la base de datos Refseq de arqueas,
bacterias, hongos, protozoarios y virus del NCBI.

Py de Eliminacion de las | de E blaje de los
las lecturas - microor i * — de gl
Trimmomatic v0.39 || Bowtie2 v2.5.4y SamTools v1.21 SPAdes v4.0.0
4.1 deR. Eliminacién de las i Calidad de los
Se extrajo el ADN genémico total de cada . mangle =1y dund. enlosg genomas de mangle
Tres muestras de tejido foliar y tres muestras muestra (ADN de la planta + ADN de los S Genom.a deA. T BUSCOV5.8.2y
de tejido radicular de R. mangle. microorganismos enddfitos) ez CD-Hitv4.8.1 QUASTv5.3.0

Lecturas crudas: ADN de la planta hospedera y
de la comunidad de microorganismos endofitos.

a
;, ** |as librerias se anotaron contra los genomas de R. mangle y A. germinans obtenidos en la seccion 4.1
*** | as secuencias codificantes se anotaron contra las bases de datos del KEGG y del COG
Procesamiento de Eliminacion de las | de Asi i E blaje de los Calidad de los
las lecturas ==s las plantas hospederas ** — delasl por tejid
Trimmomaticv 0.39 || Bowtie2v2.5.4y SamTools v1.21 Kraken2v2.1.3 MetaSPAdes v4.0.0 MetaQuast v5.3
. . Interaccion Anotacion taxonémica y Anotacion funcional de Calidad de los bins Binning
Treariiestiay d? tefidofolinry tres muastag Librerias: TruSeq DNA nano kit". planta-endéfito < funcional de los bins «+ los metagenomas *** e MetaWrap v1.3 S MetaWrap v1.3
de neumatoforos de A. germinans. Secuenciacion: NovaSeq6000 (Illumina) PGPg finderv1.1.0 GTDB-Tk v2.4.0 y eggNOG-mapper eggNOG-mapperv2.1.12 (Bin_Refinement moduls) {Binning module)

Lecturas: 150 pb

Anexo 6. Cantidad de lecturas antes y después del procesamiento para cada una de las librerias. Los nombres de las

muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; H, tejido foliar; R, tejido radicular.
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Niumero de lecturas de ADN (M)

Muestra
Lecturas crudas Lecturas procesadas
RmH]1 82663806 1013219
RmH?2 81367835 1108079
RmH3 81050361 1358879
RmR1 83438373 18012580
RmR2 69261870 0386408
RmR3 83575760 23512378
AgH1 82292486 1069240
AgH2 83471539 1463923
AgH3 71314838 1786357
AgR1 75897095 7088200
AgR2 73542034 2006373
AgR3 81492412 16537973
Total 949368409 84343609
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Anexo 7. Curvas de rarefaccion para cada una de las réplicas. Cantidad de especies de endofitos en funcion del
esfuerzo de muestreo (cantidad de secuencias). A) Tejido foliar. B) Tejido radicular. Los nombres de las muestras

indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; L, tejido foliar; R, tejido radicular.
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Abundancia relativa (%)

0
AgH1 AgH2 AgH3 AgR1 AgR2 AgR3 RmH1 RmH2 RmH3 RmR1 RmR2 RmR3

Muestras
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Anexo 8. Composicion taxondmica de la microbiota endofita de R. mangle y A. germinans a nivel de dominio. Los
nombres de las muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; H, tejido foliar; R,

tejido radicular.
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Phylum
2 75 4
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0.
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Anexo 9. Phyla mas abundantes que conforman la microbiota endéfita de R. mangle y A. germinans. Los nombres de
las muestras indican la siguiente informacion: Rm, R. mangle; Ag, A. germinans; H, tejido foliar; R, tejido

radicular.

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)
Fragmented (F) . Missing (M)

Metagenoma
A. germinans

Metagenoma
R. mangle

|
20 40 60 80 100
%BUSCOs

O -

Anexo 10. Evaluacion comparativa de ortdlogos universales de copia tinica (BUSCO) para los
metagenomas de R. mangle y A. germinans. En rojo se encuentra la cantidad de ortélogos de eudicotiledoneas que no

se encontraron dentro de cada metagenoma.
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Polyangiaceae
Steroidobacteraceae (Género: ZC4RG30)
Steroidobacteraceae (Género: JADGHXO01)
Povalibacter sp.
B Polyangiales (Género: JAPPORO1)
Maricaulaceae (Género: JAJFFLO1)
P Parasphingopyxis sp.
I Rickettsiales (Género: JAHFPRO1)
I Acidimicrobiales (Género: CADEDH01)
I Polyangiales (Género: JAPPORO1)
I Cellvibronaceae (Género: WACFO1)
B Cyclobacteriaceae
. Rhodobactereaceae (Género: JALEGBO1)
| Afifellaceae (Género: CAMYKZ01)
| Acidimicrobiales (Género: JALOLFO1)
| Bacillus subtilis
| Saccharospirullum sp.

A) Single-copy Missing t geneity C i

1 0 2 3 4 5+ 2 3 4 5+

I pseudomonadales (Familia: DMS-21967)

Cyclobacteriaceae (Género: ZC4RG29)
Rhodomicrobiaceae (Género: R-RK-3)
Acidimicrobiales (Género: CADEDHO1)
Polyangiales (Género: JAPPORO1)
Rickettsiales (Género: JAHFPRO1)
Parasphingopyxis sp.
Polyangiaceae(Género: SZUA-265)
Maricaulaceae (Género: JAJFFLO1)
Steroidobacteraceae (Género: ZC4RG30)
Povalibacter sp.

Polyangiaceae

Cyclobacteriaceae

Cellvibronaceae (Género: WACFO01)
Polyangiales (Género: JAPPORO1)
Afifellaceae (Género: CAMYKZO01)
lllumatobacter sp.
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Anexo 11. Parametros de calidad de los 26 genomas microbianos obtenidos a partir de los metagenomas de R.
mangle y A. germinans. La proporcion verde/gris de las barras representa el nivel de completacion con base en los
SCG, el segmento amarillo representa el nivel de contaminaciéon y la parte azul de las barras representa la

heterogeneidad de cepas.

Anexo 12. Las filogenias completas de los MAG se encuentran disponibles en el siguiente enlace:

https:/drive.google.com/drive/folders/1 gGRNCVLIR4ATYBfFK Ccttk8 QDO PtCSLq?usp=drive link Arboles
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https://drive.google.com/drive/folders/1gGRNCVLfR4TYBfFKCcttk8QD0jPtCSLq?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1gGRNCVLfR4TYBfFKCcttk8QD0jPtCSLq?usp=drive_link

filogenéticos basados en ANI, que muestran la relacion de los MAG (resaltados en rojo) con otras especies

reportadas dentro de sus respectivos grupos.
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