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Introduccion y Conceptos
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LQUE ES EL MICROBIOMA SR\ ¢QUIENES LO COMPONEN?

Los miembros mas abundantes

DE UNA PLANTA?

Incluyen levaduras, mohos

El microbioma de una planta es el conjunto de microorganismos e
y hongos benéficos.

que viven sobre, dentro o alrededor de ella, junto con sus genes,
funciones e interacciones con la planta y el ambiente. VA~ : B AT A AL IElGs

ambientes y funciones.

MICROBIOMA =
Incluye virus de bacterias

_‘0..' . { [ . Q]h (bacteriofagos) y de plantas.
. Q?QE + ﬁ - - ZPQ + : ;
Sk » 0= ;QUE FUNCIONES Y BENEFICIOS APORTA?

Microorganismos Su informacién Sus funciones Sus interacciones gicee
< (%\ Crecimiento

Produccién de hormonas
y compuestos que
estimulan el desarrollo.

(bacterias, hongos, genética (capacidades con la plantay \ o Nutricion
arqueas, virus) metabélicas) el ambiente Movilizacién y adquisicién
de nutrientes (N, P, Fe, etc.).

ZD()NDE VIVE? L e o g Proteccién x Produccién de

El microbioma ocupa diferentes compartimentos vegetales. - O \ N / X Supresién de patégenos metabolitos
” N I g . <& 3 y activacion de defensas. Sintesis de compuestos
RIZOSFERA ENDOSFERA FILOSFERA SEMILLAS | 4 AL ) AN 3 B bioactivos y volatiles.

Microorganismos que Microorganismos que Microorganismos que Microorganismos ] ) O Y | N . )

viven en el suelo viven dentro de los habitan en la superficie asociados o S I , S S ST AN A Tolerancia a estrés Salud del suelo

influenciado por tejidos vegetales. de las hojas y tallos. transmitidos a través B O if St & WA : ./, Mejora resistencia a sequia, y del ecosistema

las raices. de las semillas. ' i / A ; : P & ) d salinidad y temperaturas Participacién en ciclos
extremas. biogeoquimicos y mejora
de la estructura del suelo.

EN RESUMEN Genoma Microbioma

7 de la planta \ (genesy
/‘ "\ Elmicrobioma es una capa \ funciones

| funcional esencial que, en conjunto s =_[microbianas)

¢QUE FACTORES LO AFECTAN?

AT 2 con el genoma de la planta y el
& _, @ ' . - | ambiente, determina su salud,
h % 1 : productividad y capacidad de
Manejo agricola

Clima Tipo de suelo (ferilizacién,
plaguicidas, riego)

TANY / ; Ambiente
Genética Etapa de desarrollo Ambiente \\ Bll adaptarse a los cambios. (suelo, clima,

de la planta y estacién circundante organismos)
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MlCRO?IOLOGiA BIOLOGIA
CLASICA MOLECULAR
“Aislar un “Detectar microorganismos
microorganismo” sin cultivarlos”

DD

1

g

k]

Ciclos de PCR

Cultivo en laboratorio » Extraccion de ADN directo
Estudio de organismos de muestras ambientales
individuales o biolégicas
Enfoque en patégenos y * PCR de genes marcadores
procesos especificos (ej. 16S rRNA)
Vision limitada: solo lo » Descubrimos un mundo

que podemos cultivar microbiano oculto

SECUENCIACION
MASIVA

“Caracterizar comunidades
completas”

ATGCCGTTAAGCTAG
GCTAGCTTACGGTAA
TTAGGCTAACGTTAG
GCTTACGATCGGCTA
ATCGTAGCTAACGTT

« Secuenciacion de nueva
generacion (NGS)

+ Miles a millones de
secuencias por muestra

» Describimos la composicion

y diversidad microbiana
con gran resolucion

Desde microbiologia clasica hasta la ingenieria
de microbiomas y simbiontes

2

<
=2 — 0@
METAGEI\[OMICA Y ECOLOGIA DEL
MULTI-OMICAS MICROBIOMA
“Entender genes, “Comprender interacciones
actividad y funciones” con organismos y
ecosistemas”
ADN ;
(Metagendmica) ‘ N
(‘:z:vmsaimm) \f \/\u » =
Proteinas Yoy e

(Metaprotedmica)

O
Metabolitos i T
(Metabolomica) o SeNAg
0.
iﬁ‘ﬁ]
+ Identificacion de genes y « Microbiomas asociados a

vias metabodlicas
» Qué genes se expresan

= Qué proteinas y metabolitos
se producen

» Del potencial funcional a
la funcién real

plantas, animales y
ambientes

« Interacciones complejas
entre microbiota, hospedador
y ambiente

» Impacto en salud, nutricion,
imnunidad, productividad
y ciclos ecolégicos

0o

INGENIERIA DEL
MICROBIOMA

“Manipular comunidades o
microorganismos para
generar funciones utiles”

z Agricultura
Ambiente

» Seleccion, disefio o
modificacion de
microorganismos
y comunidades

» Microbiomas con funciones
beneficiosas y sostenibles
+ Aplicaciones en medicina,

agricultura y restauracion
ambiental
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™) Dimensiones en manipulacion de
simbiontes o microbiomas

g

A NIVEL GENETICO
" Modificacion precisa

COMUNIDAD NATURAL COMUNIDAD SINTETICA UNA ESPECIE O CEPA de genes o rutas
DE MICROORGANISMOS > Conjunto definido de especies > Manipulacién de una especie metabdlicas para
Alta diversidad y complejidad. seleccionadas o disefadas para o cepa especifica para potenciar, obtener funciones
Mltiples especies interactian trabajar de manera coordinada introducir o apagar funciones deseadas.
y realizan funciones en conjunto. en funciones especificas. clave.

o . Intervencion: modificar el , Intervencion: disenar, ensamblar 7 _ Intervencién: editar el genoma

@ ambiente o las condiciones {:} | o ajustar comunidades para ( ﬁ' | oregular genes para modificar

/" para promover funciones optimizar funciones y estabilidad A\ / caracteristicas y funciones
deseadas en la comunidad. en el huésped. ‘ especificas.
MAYOR COMPLEJIDAD NIVEL DE COMPLEJIDAD MENOR COMPLEJIDAD
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Biologia Sintética

“Disenar vida para resolver problemas reales”

La biologia sintética combina biologia, ingenieria y computacién para
disenar y construir sistemas bioldégicos con funciones nuevas o mejoradas

EL CICLO DE DISENO EN BIOLOGIA SINTETICA - ¢{QUE PODEMOS DISENAR? N

1. DISENAR 2. CONSTRUIR 3. PROBAR 4. APRENDER 5. REDISENAR Q/r ® <
Definir el problema Ensamblar ADN y Introducir el sistema  Medir resultados, Optimizar el disefio C
y disedar la funcién "[ B ! construir los en céulas y evaluar analizar datos y con lo aprendido e { P
deseada y el circuito elementos o su funci iento tender cémo iniciar un nuevo ciclo .,o_ -
o sistema biolégico. microorganismos en el laboratorio. mejorar el disefio. de mejora continua. ¥
disefiados.
/& Circuitos Regulacién Vias Proteinas y Células y
genéticos sintética metabdlicas moléculas microorganismos
> (sensores, interruptores, (promotores, (produccién de terapéuticas con funciones
osciladores) riboswitches, metabolitos, o bioactivas especificas
-_/ reguladores) degradacién)
z l - - -
Y Y_ En esencia: convertimos a las células en sistemas programables
"' que detectan sefiales, toman decisiones y producen salidas utiles.
S J

.
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Herramientas moleculares en
ingenieria de microbiomas

SABEMOS Ceriicafé @,

LO Q U E H AC E M O S lacional de Investigaciones de Cal



- Herramientas de ingenieria
genética en biologia sintética

Conjugation In vitro Natural
(plasmid or ICE) Transduction transformation transformation

DNA transfer

DNA maintenance
and predictable

expression )
Predictable

expression

Integrative
linear DNA

Replicative Integrative
plasmid plasmid

Fuente: https://doi.org/10.1146/annurev-micro-032421-112304
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® Herramientas de ingenieria genética
en biologia sintética

A Recombineering B Phage integrase-based C CRISPR-targeted transposon-based
o ~50 II:)p DNA oad N ~50 Ibp DNA Selective  Wphi lambda DNA payload
omolo ayloa omolo C D145
_gy pay _gy payload \marker on b HKO22 Genome target
¢ P21 [
f Phig0
o EE)(O attP 186 #2 4
—-—
r attB 186 47 o
g Gam | g o CRIM & OSIP
—— — Genome target * Additional pIT5 Cas:crRNA l
Beta | v \ _?C, 5.(:
N/ ,_..»-'.TnsAB
X _Homologous recombination P
— — ? Integrase e m .
Genome target o | AV | l
~|v attR 1 attL ~50bp
© == 1 (2 I —_— - © o %]

Fuente: https://doi.org/10.1093/synbio/ysaf019
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® Herramientas de ingenieria genética
en biologia sintética

UltraCAST: Nueva herramienta basada en CRISPR para edicién genética en bacterias y simbiontes

C Conjugation to deliver CAST mini-transposon

S. symbiotica 200 E. coli MFDpir donor
CWBI-2.3"-GFP-KanR @6 00) (e‘bc::) UltraCAST targeted to

R6K origin I CAST inverted repeats

CRISPR-associated

- Bsal sites

complex
Transposase UltraCAST BsmBl sites e .
complex recipient GFP with GentR cargo
NN liBb5|5it85“
CAST genes
Target l Integrated DNA Cargo insert

Guide insert

Fuente: https://doi.org/10.1126/science.adt5199 --|\'/__\'/|-- or

R6K origin

Nonselective agar
(TSB) /
Selective agar

(TSB+Gent+Kan)

CabR _|-Jp

UltraCAST with guide and cargo

CAST genes

VanDieren & Barrick (2025). 10.17912/micropub.biology.001721
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Oportunidades de la ingenieria
de microbiomas o simbiontes en
entomologia
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Paratransgenesis

v

effector gene
La paratransgénesis es una técnica
biotecnoldgica que busca eliminar un
patdgeno (como un virus, bacteria o
parasito) de una poblacion de vectores / \
(generalmente insectos) mediante la

modificacion genética de los —
microorganismos simbiontes que Pest control Begig%?)lﬁlgﬁed

viven dentro de ellos.

& Me.’tabolitesc> o
¥ Enzymes ©

Insecticidal
activity

i ’Parasite\ - y~_ Fitness
inhibition = improvement

N
N

Modified from P. Engel & N. Moran. FEMS Microbiology Reviews, 37 (2013). https://doi.org/10.1111/1574-6976.12025
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2. Mosquitos Anopheles
(vectores de malaria)

1. Triatominos
(Rhodnius prolixus)

29
%‘”@

Patégeno transmitido:
Trypanosoma cruzi

Patégeno transmitido:
Plasmodium spp.

5

Simbiontes utilizados:
Asaia spp., Serratia spp.,
Pantoea spp., Enterobacter spp.

Simbionte utilizado:
Rhodococcus rhodnii

O Y

Molécula producida:
proteinas o péptidos
antiparasitarios.

Moléculas producidas:
péptidos antimicrobianos,
efectores que bloquean el
desarrollo del parasito.

9

Resultado destacado:
Disminucion del desarrollo de Plasmodium
en el mosquito y reduccién potencial
de la transmisién de malaria.

Resultado destacado:
Reduccién significativa del desarrollo
del pardsito en el intestino del insecto
y menor transmisién.

@
@
& &
S 9

@

3. Mosca tse-tse

(Glossina spp.)

2

God
fe=)

Patégeno transmitido:
Trypanosoma brucei
(causante de la tripanosomiasis
africana).

Simbiontes utilizados:
Sodalis glossinidius,
Wigglesworthia glossinidia.

Moléculas producidas:
péptidos o ARN que interfieren
con el parasito.

Resultado destacado:
Reduccion de la carga del pardsito
y bloqueo parcial de la transmision.

Ejemplos de paratransgésis
clasica en insectos

4. Mosquitos Aedes

(vectores de dengue, Zika, chikungunya)

3
@
Fal
@

_(s%a
Re=]

Patégenos transmitidos:
virus del dengue, Zika,
chikungunya, entre otros.

Simbiontes utilizados:
Wolbachia, Asaia spp.,
Serratia spp.

Moléculas producidas:
factores antivirales, moléculas
que bloquean la replicacion
viral.

Resultado destacado:
Disminucién de la replicacion viral
y del potencial de transmision.

&
©

5. Moscas blancas
(Bemisia tabaci)

Patégenos transmitidos:
virus de plantas (e.g., TYLCV)
y bacterias asociadas.

Simbiontes utilizados:
Hamiltonella defensa,
Arsenophonus spp.

Moléculas producidas:
ARN de interferencia (RNAI)
para genes virales o del insecto.

Resultado destacado:
Reduccién de la adquisicién
o transmision de virus.
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Paratransgénesis en la abeja
europea Apis mellifera

Desarrollo de estrategias para liberacion de RNAI
mediado por bacterias simbiontes (smRNAI)

Proteccion de Apis mellifera contra patégenos y

parasitos a través de smRNA.I Snodgrassella

alvi

Gut ymbionts

Oral inoculation of
engineered symbiont -

Gut lumen

j
\ 1~

THE UNIVERSITY OF

—— AT AUSTIN ——

Barrick Lab  Moran Lab
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Paratransgénesis en la abeja
europea Apis mellifera

Snodgrassella alvi es una bacteria simbionte natural de Apis mellifera

_Foregut  Midgut | Hindgut [ lleum
Proventriculus
Crop

Malpighian
tubules

\ l‘", W/' 7
‘\% o :
Ve Rectum

Foregut lleum wall

; Midgut
Proventriculus 9 Snodgrassella alvi forming

a dense biofilm in the ileum : :
lumen, adhering to the host s m
il Electron Micrograph
epithelium. Visualization

Apis mellifera
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0 Snodgrassella alvi puede ser modificada ©

y reinfectarse

Sean Leonard

S. alvi coloniza el tracto digestivo de
Apis y persiste por >15 days

Persistencia de S. alvi
modificada en el tracto

5 10 15
Days after inoculation

A o] : '-
BRI
3106- :
T
.C;’
im‘*

S. alvi control S. alvi E2-Crimson
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Proteccion de Apis mellifera a través de <«
smRNAI

smRNAI protege a Apis del acaro Varroa y del virus de las alas deformadas (DWV)

& A

Partial sequences of 14 essential mite genes

Sean Leonard

DWYV genome

: -b -b -} -:> :>:> :>-> | S

Virus de la alas deformadas (DWV)

Varroa destructor

2

pDS-DWV2
pDS-VAR
B B Plasmid Injection
— pNR .=+ PBS
100 pDS-GFP — DWV
— pDS-DWV2
® 100
L 754
£ : - =
= BeeMD photo collection &
= ] g 75
S — pNR TR o .
g 50 | pps-crp INS o =11
2] £
po 2
S g 501
o ]
o 25 o — pDS-DWV2
a &
— & o 3 "
pDS-VAR s % —¥=} = ERCGrT ]"J
0 4
0 2 4 6 8 10 01

0 2 4 6 8 10

. Days after mite introduction
Jon Gascoyne/Flickr Days after DWV injection

S. P. Leonard, et al. Science 367, (2020). https://doi.org/10.1126/science.aax9039
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S?ﬁtheticBioIogy

d

This aticie is licensed under CC-BY 4.0 &

pubs.acs.org/synthbio

3
g

Genetic Biosensor for Optimizing Double-Stranded RNA Production
by Bacteria

Lucio Navarro-Escalante,* Anthony J. VanDieren, and Jeffrey E. Barrick”
https://doi.org/10.1021/acssynbio.6c00080

Disefo de biosensor genético basado
en complementacion molecular de
YFP para detectar dsRNA

mVenus N YFP Signal

mVen us-C
RNA-Blndmg Domains (RBD) dsRNA

Proteina Amarilla Fluorescente (YFP): mVenus

™) Biosensor p

smRNAI

pDS-BiFC6
BBR1
GFPmut3 fragment
fo= pDS-GFP

dsRNA 1 Pems 1
Generators : pl—_bn Prr : pDS-GFP<T7

Empty ' '

Vector PNR

RSF1010
Biosensor Generador de dsRNA

| CO®

E. coliHT115(DE3)

Relative Signal From
dsRNA GFP Expression

ara optimizacion de

Deteccion y cuantificacion de
dsRNA en HT115(DE3)

pDS-BiFCS5 (+Van) pDS-BiFC6 (+Van)

0 01 03 1.0 0 01 03 10
[IPTG] (mM) [IPTG] (mM)
pDS-GFP<T7 dsRNA Generator Induction

Navarro-Escalante et al. (2026). https://doi.org/10.1021/acssynbio.6¢c00080
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Pulgon verde de la alfalfa
(Acyrthosiphon pisum)

Bacteria simbionte Serratia symbiotica CWBI
colonizando al pulgén verde
Dﬂy3 I T

| Day 2 ||

Elston KM, et al. 2021 . Appl Environ Microbiol 87.

%) Biosensor p

smRNAI

Edicion genética en S.
symbiotica para incrementar
produccion de dsRNA

Aphid Symbiont

Serratia symbiotica
7 CWBI

rnc
RNase Il

J CWBI Arnc

@ s HEIDDE O~

ara optimizacion de

Cuantificacion de dsRNA
usando biosensor

Def1 fragment
dsRNA pDS-Deft
Generator ;
Vedior
@
RSF1010 or pUC (HC variants)
dsRNA Sensor
" mVenus N S=4[B2] mVenus-C
pDS-BiFC7
KanR e AraC

BBR1

Relative Signal From
dsRNA GFP Expression

-
oo o
M L

BN (o)}
N B

N
—1

o
L

Wild Type

(CWBI)

RNase Ill KO
(CWBI Arnc)

Navarro-Escalante et al. (2026). https://doi.org/10.1021/acssynbio.6¢c00080
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Oportunidades de la ingenieria
de microbiomas o simbiontes en
cultivos
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FIJACION Y ASIMILACION |\ & N\~ TOLERANCIA AL

PROTECCION DE CULTIVOS
DE NUTRIENTES /N ESTRES ABIOTICO

FRENTE A PATOGENOS

Microbios y simbiontes que ayudan a las plantas
a resistir condiciones ambientales adversas.

Microorganismos que mejoran la disponibilidad
y absorcion de nutrientes esenciales.

3, O
o5 +( %0+
I 2(: \.O'G
Sequia Salinidad Temperaturas Metales

m Fijacién biolégica de nitrégeno (N) extremas pesados |
0 Mejora de la retencion de agua y la estructura del suelo

o-<'b>° Produccién de osmoprotectores y antioxidantes

Microbios y simbiontes benéficos que protegen
a las plantas de enfermedades.

"Z;E Competencia con patégenos
* por espacio y nutrientes

*&* Produccién de compuestos 0 o Solubilizacién de fésforo (P) y potasio (K)

* s+ antimicrobianos y enzimas ) o . .
y O Mineralizacién y ciclado de nutrientes - 9 ;
@ Induccién de defensas $ Modulacién hormonal y regulacién del estrés

naturales de la planta o-g—o Produccién de sideréforos y fitohormonas

Q Mejora del balance iénico y desintoxicacion

Cultivos mas sanos y con menor ‘f Mayor eficiencia nutricional y “ Cultivos mas resilientes y estables
dependencia de agroquimicos . suelos més fértiles \ T ante el cambio climatico
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Simbiontes endoéfitos genéticamente
modificados para incrementar fijacion de
nitrégeno

Las bacterias diazotréficas son microorganismos capaces de capturar el nitrégeno del aire (N;) y
transformarlo en amoniaco, un nutriente que las plantas pueden usar para crecer

a . . > C NifLA operon edit:
Business as usual Gene-edited diazotrophs b ¢ Nirogenase complex O O,-» Deleting Nift and
: Aol e NH* + Glu— GInA G = S e introducing native o7, driven

N, rotein .nﬂ. promoter, keeps NifA and

.
ﬁ P nif regulon constitutively
Q MoFe protein o I l expressed.
erepressed nitrogenase : Il GInD knockout: Cells can't

activity under N-rich Qﬁw@ | | @ sense glutamine, so the PII

conditions and enhanced | . proteins are kept un-
extracellular NH, | A uridylated, which signals

excretion allow BNF O 1 nitrogen excess state.

contribution to plant N %
inactive
G Lower N fertilizer

fasasanenunnn

Repressed nitrogenas

e =
activity under N-rich

conditions means little or
no contribution of BNF to
plant N nutrition.

Higher N fertilizer e

Pll >

(4v) |eroway |AAuapy

(ase]y) asesaysuel) |AlAuapy

UT domain deletion: Even
L @ when the low glutamine

levels are detected by GInD,
Pll can't be uridylated due
L 5) — 5| tolack of UT domain, so

1 2 Active under limited .
requirements and —e requirements and ——  ammonium source griac) L= cells think there is excess
associated GHG associated GHG L :
T O Active under rich nitrogen.
emissions emissions ammonium source | |
4 i) o GInE AR domain deletion:
""" agi?lsa(l:irg::lona - = = Keeps GInA constitutively
e | — adenylated and inactive,
Higher risk of Lower risk of = = Allosteric regulation (%) which leads to
environmental loss of N.O. NO environmental loss of e Gene edits I G . dow::regulatugn o g'“‘?";.me
g y - o synthesis and accumulation
reactive N 2%, 3 Nzou NO3 reactive N Uridylyl Transferase UTase) <— — of NH,*

Martinez-Feria et al. (2024). Nature Scientific Reports. https://doi.org/10.1038/s41598-024-78243-3
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Simbiontes endoéfitos genéticamente
modificados para incrementar fijacion de
nitrégeno

a
N treatment: ] Niree [l 10 mMNHCI

Kosakonia sacchari Klebsiella variicola

-y
L8]

=1
o

=
i
g

mmol ethylene OD !

(=] o

[=} W
F,

.
&
%
o

Q@@ & 43} 5;\\ «0-"’6\ @"P\ i
) & & ¥ <l &
& & <« S €
o a &
Q—B@ I a’@c’@z e@ba
& &
f g
b . Kosakonia sacchari Klebsiella variicola
125 15.2x (21.23x)
~ 10,01 penmm
Ig reedeaa,
g 5.04 E
E L]
E 25 '
0oL — — : — — "' :
3 T O A " o Py
g & K s
& _+4§°:\ ({_a@ <& C:g‘f\ “5’;\' ﬁ}g
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Simbiontes endoéfitos genéticamente
modificados para proteccion contra

patogenos
b Sistema Sentinel expresa y libera proteinas efectoras que inducen
rostNRs e 1\ i e respuestas de defensa en Arabidopsis
— Qo Our Endophyte Friends! P P
ETI ’

?/(\g\n eery n

/ ,\’ Cepa Sentinel-024 (Gammaproteobacteria)
Specific /
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@ — A
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Pro
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Oxidized
ROS OxyR
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Pro C199/
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Pro =
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Other B ) _ _
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A

Sentinel-024 induce respuestas

produccion de efectores tempranas de defensa (priming)

Diverse pathogens
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Qué avances tenemos en estudios de

Microbiomasy su ingenieria en temas
de |la caficultura?

Insectos

Composicion y diversidad de microbiomas
asociados a:

« Chinche de la chamusquina

» Cochinillas de las raices

» Broca del café

Paratransgénesis (SmRNAI):
* Broca del café

Planta de Café

Composicion y diversida de microbiomas
asociados a:

« Coffea arabica (diversos tejidos)

« Coffea canephora (diversos tejidos)

Identificacidn de bacterias promotoras de
crecimiento y fijadoras de nitrégeno en
rizosfera
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Chamusquina del café (Monalonion
velezangeli)
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Cochinillas de las raices

A Whole microbiota

0 2

Ps. Dy Pu
Log(Rel. Abund - Si eri
og(Rel. Abundance)  gqlicae texensis barberi

Allobacullum
‘ ASTB_g
Puto barberi Pseudococcus elisae Dysmicoccus texensis Bacteroides
Bifidobacterium

Dubosiella
Faecalibaculum

Lactobacillus B -

PAC00112 g
PAC001472_g
PAC001485_¢g

Prevotella
Sodalis
Tremblaya

Turicibacter

Quistes (hongo) protegiendo a Wolbachia
cochinillas en raices de café

Genus

Cochinillas en raices
de café

Navarro-Escalante, et al.(2026). En revision.
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Broca del café

o Relative abundance .1
[ |
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* Department of Entomology, National Coffee Research Center (Cenicafe), Manizales, Colombia, * Depariamento de Ciencias - Cellulomonas
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%) Paratransgénesis y smRNAIi en broca

A E. coliHT115(DE3)

. . . _I:W dsMAN :]_W
Prueba de concepto para el silenciamiento de ° +'PTG
genes de broca mediante SmRNA ek & “ ;

Symbiont engineering dsRNA

Colonizatjgrl ___________ // @ ‘\\\
,"’ \\ @ @ 5 /‘

Gut :
symbionts :

Insecticidal RNAI
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™) Paratransgénesis y smRNAIi en broca

RNAI en broca a través de dsRNA liberado por bacterias (HT115)

A Hhman1 B Hhman2
Larva-1 Larva-2 Larva-1 Larva-2
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§ 15 § 15 § 15 § 15
5 5 5 5
g o ‘ g g g
3 T T T
E o :
E 05 9 g 05 g 05 E g 05
7 Z 4 =z
SRR e e (1 —————
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G bl _ Evaluaciéon de mortalidad en larvas de broca
enes blanco. C Hhxyl1 D Hhxyl2 alimentadas con HT115 (dsMan)
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Mananasa 1 (Hhman1) , ,
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s p = 0.2489 d:xm 5 p =0.01003 - a:vaz % 60 ? ﬁ
7] (7]
Mananasa 2 (Hhman2) g § D>:*40— . = ﬁ | Treatment
2 1 X ; - % = £+ dsGFP
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My ey 3 6 9 12 15 18

Day
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0 Identificacion de simbiontes de broca
para aplicaciones en paratransgénesis

Gut microbiome

Pantoea NAL34-gfp

Pantoea NAL34-gfp persiste en el
tracto de la broca por al menos 10 dias

H 08
Culture and @ g@ @
isolation -
89 O

TmpR colonies

[*2]
(=]

(92
(=]

.
o

/ 7 9~ 5 Pantoea NAL34-wt
GFP-tagging

w
(=]

[a~]
o

=
o

Number of bacteria colonies

Simbiontes candidatos:

Pantoea sp.
Erwinia sp.
Pseudomonas sp.

SABEMOS Cenicafé
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NAL34GFP NAL34wt
(Control)

Re-infected insects
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Microbioma del café

Hojas:
Pantoea (mas abundante) Semilla:
Enterobacter Bacillus — el mas aislado
Pseudomonas Enterobacter
Bacillus Cedecea (alta frecuencia en endosfera)
P — S, Pseudomonas
\ ‘ﬁ' Z ; 0 Paenibacillus
s NN
Tallo: : | Bg (X '
S , : - “N  Fruto (perispermo)
Bl e Leuconostoc pseudomesenteroides — dominante en C. arabica fresco
. Bacterias lacticas (LAB): Leuconostoc, Lactobacillus, Lactococcus
Bacterias acéticas (AAB): Acetobacter, Gluconacetobacter
Enterobacter, Erwinia, Pantoea
] Microbiota bacteriana nucleo
Raiz:

Bacillus (23 spp.) — mas citado de Coffea arabica:

Pseudomonas (9 spp.) B?C”/US
Burkholderia (7 spp.) Citrobacter
Enterobacter (4 spp.) Enterobacter
Paenibacillus (4 spp.) Pseudomonas
Gluconaggtobacter— fijador d'e N, Serratia
Herbaspirillum, Methylobacterium

Stenotrophomonas
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Microbioma del café

Microbiota asociada al café: diversidad y publicaciones por compartimento

w w
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| mmm Especies totales
-—o— N° publicaciones

Rizosfera

Filoplano (superficie)

71 350

Endosfera (interior)

80

a0 N
© o© o©

w B
o o
Numero de publicaciones
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Microbioma del café

MECANISMO MODO DE ACCION / FUNCION FISIOLOGICA BACTERIAS RELEVANTES EN CAFE
1. REGULACION HORMONAL Y ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO

Estimula elongacion celular, desarrollo radicular (raices secundarias/pelos) y respuesta

Produccion de Auxinas (IAA) L
gravitropica.

Azospirillum brasilense  Bacillus cereus  Pseudomonas

Regula la proliferacion y division celular; retarda la senescencia foliar manteniendo area

Produccion de Citoquininas o
fotosintética.

Methylobacterium spp.

Produccion de Giberelinas Promueve elongacion de tallos y entre-nudos, y estimula la germinacion del embrion. Pseudomonas aeruginosa 231 pg/mL IAA + 2702 pg/mL GA

J 2. MITIGACION DE ESTRES ABIOTICO

Degrada precursor ACC — reduce sintesis de etileno por estrés — disminuye inhibicion

del crecimiento radicular y foliar. Pantoea RCa62  Serratia  Pseudomonas

ACC Deaminasa

# 3. BIOFERTILIZACION Y NUTRICION MINERAL

Convierte nitrdgeno atmosférico inerte (N2) en amonio (NH,4"), forma directamente

. Gluconacetobacter  Burkholderia  Azotobacter
asimilable por el cafeto.

Fijacion Biologica de N:

Libera P insoluble del suelo mediante secrecion de acidos organicos y enzimas

Solubilizacion de Fosforo (fosfatasas, fitasas).

Bacillus  Pseudomonas Kocuria

Captura y quela hierro férrico (Fe3*) insoluble, haciéndolo disponible para la planta y

Produccion de Sideroforos - , i
privando a fitopatdgenos.

Pseudomonas (pioverdina)  Bacillus
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Proteccion contra
patdgenos

Proteccion contra

insectos
Retos en café: ,
N, (atmosfera)
= Entender mecanismos de asociacion planta-endofito.
, , _ » l Fijacion de nitrégeno
= Entender roles funcionales de microorganismos enddofitos. y asimilacion de

= Identificar enddfitos candidatos para desarrollo de estrategias NH,, nutrientes

de biotecnoldgicas (biologia sintética).
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