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RESUMEN

La microbiologia agricola busca reemplazar a los agroquimicos por microorganismos o sus productos como agentes de
control biolégico, debido a que el uso de tecnologias de la revolucién verde tiene efectos negativos sobre el ambiente,
los productores y sus familias, los consumidores y la salud de los cultivos. Sin embargo, el conocimiento actual acerca
de las interacciones benéficas planta-bacteria en ambientes complejos es limitado e insuficiente, para lograr el éxito
esperado de los productos bioldgicos. Las milpas son agroecosistemas tradicionales donde se cultivan diversas variedades
de maiz nativo con otras especies asociadas; no se utiliza riego, ni labranza y aunque su aplicacion va en aumento,
cominmente no se utilizan agroquimicos; por esto, la milpa representa una fuente de conocimiento sobre précticas
sustentables. Recientemente, se han descrito cambios en las comunidades microbianas de los sistemas agricolas a causa
de la modernizacion y a la domesticacion de las plantas. En la milpa, también se han identificado interacciones benéficas
planta-bacteria que parecen haberse perdido en los cultivos modernos. En esta revision, discutimos las estrategias cldsicas
y modernas de la microbiologia agricola que pueden ser aplicadas en el estudio de la milpa. El establecimiento de la milpa
como modelo de estudio de las interacciones planta-bacteria puede resultar en la generacion del conocimiento necesario
para disminuir el uso de agroquimicos en los sistemas agricolas modernos, asi como evitar su creciente uso en las milpas.
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Milpas as a model for studying microbiodiversity and plant-microbe interactions

ABSTRACT

Research on agricultural microbiology aims at replacing agrochemicals with microorganisms or their natural products
as biological control agents, since the use of technologies from the green revolution have had negative effects on the
environment, on farmers and their families, the consumer, and on crop health. However, our current understanding about
the beneficial microbe-plant interactions that mediate plant health in complex, natural settings is insufficient to achieve the
success of these biological products. Milpas are traditional agroecosystems where several maize landraces are produced,
together with other associated species. Technologies from the green revolution such as agrochemicals are largely absent
in milpas, and therefore they represent a source of traditional knowledge on sustainable practices for agriculture. Recent
studies show that modernization, as well as plant domestication cause disturbances in microbial communities from
agroecosystems. Furthermore, unique beneficial bacteria-plant interactions occur in milpas, which may have been lost in
modern agroecosystems. In this review, we discuss classic and modern research strategies from agricultural microbiology
that can be applied in the study of milpas. Adopting milpas as a model habitat for microbe-plant interactions could result
in the generation of knowledge that leads to decrease the use of agrochemicals in modern agroecosystems, as well as
avoiding their growing use in milpas.
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INTRODUCCION
omo parte de la domesticacion de los cultivos

( : que son la base de nuestra alimentacién (maiz en

Mesoameérica, trigo en el Medio Oriente y arroz
en Asia), se desarrollaron practicas agricolas que
se perfeccionaron a lo largo del tiempo. Este es el caso de
la milpa, un agroecosistema que se ha preservado generacion
tras generacion por milenios en todo México y Sudamérica
(Lozada-Aranda et al., 2018). En la milpa, se siembran
diferentes variedades nativas de maiz como cultivo principal,
y otras especies asociadas como la calabaza, frijol, jitomate y
chile; ademas se permite el crecimiento de hierbas comestibles
como los quelites (Lozada-Aranda et al., 2018; Rodriguez &
Arias, 2014) (Figura 1).

La milpa se ha adaptado a diferentes condiciones ambientales
debidoaque los agricultores han seleccionado semillas durante
generaciones y experimentado con ellas en cada ciclo. Esta
seleccion no se basa solamente en términos de productividad,
sino también en el crecimiento de la planta, su adaptacién
a diferentes ambientes, su uso en los alimentos preparados
en cada region y su empleo en las celebraciones, entre otros
atributos. Es decir, cada sociedad ha domesticado especies
con diferentes caracteristicas en sus milpas de acuerdo a

sus necesidades, cultura y tradiciones (Lozada-Aranda
et al., 2018). La importancia de la milpa no se limita a la
produccion de alimentos, porque ademas, se obtienen plantas
medicinales, materiales para construccién, etc., y también es
parte de la vida diaria de los campesinos, de su organizacién
y tejido social. Las familias enteras (el nucleo y los parientes)
participan en la siembra, cuidado y cosecha de la milpa, por lo
que se le denomina agricultura familiar (Salcedo, De La O &
Guzman, 2014; Santillan, 2014). Las comunidades organizan
festividades a lo largo del ciclo agricola, para que la tierra
sea fértil, para que llueva y para agradecer la cosecha, entre
otras. La milpa tiene como fundamento la diversidad, tanto de
especies como de variedades de maiz (Figura 1) asi como la
convivencia y respeto del hombre a la naturaleza.

Con el crecimiento de la poblacion mundial surgié la
necesidad de crear nuevas tecnologias para dar paso a la
agricultura moderna e intensiva. Estas tecnologias estan
destinadas a la fertilizacion de las plantas, control de plagas y
enfermedades, irrigacion, obtencion de variedades mejoradas
y manipulacion genética, entre otras. De esta manera, se logré
incrementar el rendimiento de alimentos para abastecer a la
poblacion humana (Matson, Parton, Power & Swift, 1997)
y facilitar su distribucion en zonas urbanizadas. De aqui que

Figura 1. Milpas del estado de Hidalgo, México. a) Milpa en El Nogal, Ixmiquilpan; el maiz se encuentra asociado con arboles de pera; b) Milpa
en el Boxo, Cardonal; la milpa esta delimitada por plantas de maguey; c) Milpa en el Boxo, Cardonal; el maiz esta asociado a plantas de frijol;
d) Milpa en Cuesta Colorada, Ixmiquilpan; e) Milpa en Huitzizilingo, Orizatlan; f) Milpa en El Pinalito, Cardonal. Las comunidades bacterianas
en el suelo de la milpa en el Boxo, mostrada en b) y c), han sido descritas por (Aguirre-Von-Wobeser et al., 2018). Fotografias: (a), (d) y (), de

Juan Pablo Pérez, CIDEA, Pachuca.
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el fundamento de la agricultura moderna sea el monocultivo
(variedades genéticamente homogéneas) en alta densidad y la
globalizacién (Tilman, Balzer, Hill & Befort, 2011).

En la milpa, la siembra simultinea de distintas variedades
de maiz nativo en asociacion con otros cultivos, las practicas
de labranza minima y la nula presencia de agroquimicos,
han mantenido una muy alta diversidad de animales, plantas
y microorganismos en el suelo del ecosistema (Figura 2)
(Ebel, Pozas Cardenas, Soria Miranda & Cruz Gonzailez,
2017; Rebollar et al., 2017). Esto ultimo, contrasta con la
biodiversidad microbiana disminuida en los monocultivos
agricolas modernos. Por lo tanto, en la milpa se favorecen
interacciones ecoldgicas (CONABIO, 2020), que parecen
estar estrechamente relacionadas con la salud, o equilibrio
de los ecosistemas (Stukenbrock & McDonald, 2008). En
México, el area dedicada a cultivos de temporal manejados
por campesinos alcanza un 74% del area total cultivada, que
contribuye con el 56% de la produccion de maiz (Jerébnimo,
2009); sin embargo, la productividad en la milpa se extiende a
otras especies de plantas y hierbas. Por ende, la generacion de
conocimiento cientifico es prioritaria para la preservacion de
los agroecosistemas tradicionales, asi como para aumentar el
rendimiento de las cosechas de manera sustentable.

Los microorganismos juegan un papel vital en la sanidad
de las plantas. En este sentido, es probable que cuando
nuestros ancestros domesticaron el maiz y otras especies
en la milpa, también domesticaron inadvertidamente a los
microorganismos que contribuyen benéficamente al desarrollo
de las plantas (Tkacz et al., 2020). La milpa ha sido propuesta
parael estudio in situ de la influencia de la domesticacion sobre
la evolucion de las plantas, especificamente del maiz (Chen,
Shapiro, Benrey & Cibrian-Jaramillo, 2017). Asimismo, el
microbioma de la milpa podria ser tanto un acervo genético
sustancialmente distinto al de los agroecosistemas modernos
como un ecosistema modelo para el estudio de la diversidad
e interacciones de los microorganismos del suelo y los que se
asocian a las plantas.

Para ofrecer un panorama sobre el establecimiento de la milpa
como modelo de estudio de las comunidades microbianas y
sus interacciones con las plantas, en este articulo revisamos
los cambios en el microbioma de los agroecosistemas
ocasionados por la modernizacion y la domesticacion.
También proponemos esfuerzos que la microbiologia agricola
debe dirigir hacia el estudio de las interacciones planta-
bacteria en la milpa y el desarrollo de nuevas tecnologias para
lograr una agricultura sustentable.

Paisaje natural

Paisaje heterogéneo, con alta

diversidad de plantas, insectos
y presencia de barreras

naturales contra patégenos.

Agroecosistema de temporal y
labranza nula o minima, con
maiz y otras especies asociadas,
sin uso de agroquimicos y con
fauna tolerada.

Agroecosistema moderno

Paisaje homogéneo, con baja
diversidad (monocultivo) y alta
densidad de plantas, labranza
intensiva, y uso de agroquimicos
en alta cantidad.

- Monocultivos

Milpas

Baja susceptibilidad a

enfermedades y plagas [oi St ERatate P IT)

MEEERUEERUR perdidas econémicas por
enfermedades y plagas

Figura 2. Representacion de un paisaje natural, una milpay un agroecosistema moderno, donde se resaltan sus caracteristicas ecoldgicas. Arriba:
contraste entre un paisaje natural o no intervenido (izquierda), una milpa (centro) y un agroecosistema moderno (derecha). La adopcién de
practicas modernas en sistemas agricolas modernos (ejemplificadas por el riego, uso de maquinaria, monocultivo y aplicacion de fertilizantes) va
acompafada de una visible reduccion en la diversidad de plantas y animales. Abajo: el gradiente de modernizacion esta inversamente relacionado
a la microbiodiversidad en los agroecosistemas, lo que impacta en la susceptibilidad a enfermedades. La ilustracion fue realizada por: Zahira

Zorrilla.
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LAS BACTERIAS DEL SUELO: DEL AISLAMIENTO A
LAS COMUNIDADES

El suelo es uno de los ecosistemas donde se ha estudiado con
amplitud la diversidad microbiana; sin embargo, la estructura
y funcién de la microbiota en las milpas aln no se conoce
a profundidad. La gran diversidad microbiana en el suelo y
su inmensa complejidad, hacen que su estudio sea tanto un
reto cientifico como una inspiracion para los investigadores.
Wilson (1994), sugiri6 que el suelo es un nicho de
oportunidades para realizar estudios de ecologia microbiana,
debido a la complejidad de las comunidades presentes. Por
ejemplo, se estima que en una muestra de 1 g de suelo hay
alrededor de 4,000 genomas bacterianos diferentes (Torsvik,
Gokseyr & Daae, 1990).

La mayoria de los pequefios productores que trabajan en
las milpas, por ejemplo, los del estado de Hidalgo, México,
reconocen el suelo como un habitat complejo y no sélo
como un soporte fisico para las plantas. Ellos saben que
la aparicion de enfermedades y plagas es consecuencia
de procesos bioldgicos. Estan al tanto de los desarrollos
tecnolégicos que pueden aumentar el rendimiento de las
cosechas; sin embargo, consideran que el uso de maquinaria,
fertilizantes o pesticidas quimicos puede dafiar la calidad del
suelo. Por esto, los productores opinan que el aumento de la
productividad no justifica el riesgo de deteriorar el suelo y
disminuir la biodiversidad en la milpa, caracteristicas que les
permite tener alimentos variados durante gran parte del afio
(Santillan, 2014).

En este sentido, lamicrobiota de la milpa no ha sufrido cambios
extraordinarios a lo largo del tiempo. Es mediante el estudio
de sus funciones (ya sea en cultivos puros o en comunidades),
que se podrian descubrir nuevas cepas, generar conocimiento
sobre novedosos procesos fisiologicos y ecologicos de las
bacterias y sus comunidades, asi como aplicaciones en
diversos campos de la biotecnologia. Ademas, la milpa es un
entorno ideal para el estudio de la evolucién de la microbiota
en respuesta a la domesticacion de las plantas, ya que ahi, el
proceso ha sido distinto al de cualquier otro ecosistema.

Microorganismos en cultivos puros

En la naturaleza, los microorganismos se encuentran en
comunidades mixtas de alta complejidad, sin embargo, el
conocimiento detallado sobre cada especie microbiana se
consigue mediante el estudio de las cepas aisladas y en cultivos
axénicos o puros. Haciendo uso de este tipo de cultivos se
pueden diseflar experimentos para asociar genes, proteinas
0 metabolitos, con las funciones del microorganismo que
pudieran tener aplicaciones en la agricultura y en el area de la
salud, entre otras (Agaisse & Lereclus, 1995; Depoorter et al.,
2016; Dowling & O’Gara, 1994; Kremmydas, Tampakaki &
Georgakopoulos, 2013) (Figura 3, izquierda). Existe una gran
diversidad de microorganismos en el suelo que establecen

interacciones benéficas con las plantas, ya sea mediante la
limitacion de la interaccion planta-patégeno o plaga (hongos e
insectos), a través de la promocidn del crecimiento vegetal o al
aumentar su tolerancia al estrés biético o abiético (Berendsen,
Pieterse & Bakker, 2012; Bulgarelli, Schlaeppi, Spaepen,
Van Themaat & Schulze-Lefert, 2013). Por ejemplo, las
bacterias fijadoras de Nitrogeno (N,) establecen interacciones
benéficas, ya que son capaces de tomar N, atmosférico
y transformarlo en amonio (NH,) para que las plantas lo
puedan utilizar (Bargaz, Lyamlouli, Chtouki, Zeroual, &
Dhiba, 2018; Hirsch & Mauchline, 2015). Un gran niimero
de bacterias son capaces de fijar N,. Algunas establecen
relaciones simbidticas con las plantas y forman nédulos en las
raices de las leguminosas (bacterias del orden Rhizobiales)
(Franche, Lindstrom & Elmerich, 2009; Liu, Contador, Fan &
Lam, 2018; Mus et al., 2016). Otras, se encuentran de forma
libre en la rizosfera de otras plantas (bacterias de los géneros
Azospirillum o Azotobacter) o dentro de ellas como endofitos
(bacterias del género Herbaspirillum) (Bhattacharyya & Jha,
2012; Mus et al., 2016). Entre los microorganismos capaces
de controlar plagas, destacan Bacillus thuringiensis — una
bacteria entomopatégena — y Thrichoderma sp. — hongos con
actividad antifungica — (Benitez, Rincon, Limén & Codon,
2004; Milner, 1994; Sanchis, 2011). Finalmente, especies
como Bacillus subtilis o bacterias del género Pseudomonas
son promotoras del crecimiento vegetal (Sivasakthi, Usharani,
& Saranraj, 2014).

Loanterior, esconocimiento que se generé graciasalosestudios
en cultivos puros de hongos y bacterias en el laboratorio y
que dio lugar a la produccién de inoculantes comerciales.
Estos consisten en formulaciones con microorganismos,
de los cuales, muchos son casos de éxito, ya que se han
aplicado ampliamente en el campo (Clayton et al., 2004;
Mauro, Garcia-Cela, Pietri, Cotty & Battilani, 2018). Los
inoculantes son alternativas naturales para evitar o disminuir
el uso de agroquimicos y fertilizantes. Sin embargo, a pesar
de lo descrito sobre los mecanismos moleculares que dirigen
las funciones benéficas de los microorganismos en cultivos
puros, y después de décadas de desarrollo biotecnoldgico y
comercializacion, su aplicacion en el campo aln representa un
gran reto. Por ejemplo, con frecuencia los microorganismos
no son aplicados en la cantidad suficiente, son desplazados
por otras especies del suelo o requieren condiciones
especificas para llevar a cabo el efecto deseado (Mitter,
Brader, Pfaffenbichler & Sessitsch, 2019). Esta baja calidad
en los productos da como resultado la pérdida de confianza de
los productores (Herrmann & Lesueur, 2013) por lo que, en su
estado actual de desarrollo, la aplicacidn de inoculantes dista
de ser la solucion que alivie el excesivo uso de agroquimicos y
cubra la necesidad de incrementar la productividad agricola de
manera sustentable (Qiu, Egidi, Liu, Kaur & Singh, 2019). En
resumen, el éxito de los inoculantes no depende unicamente
del conocimiento detallado de la fisiologia de las bacterias
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Figura 3. Estrategias dependientes e independientes de cultivo en laboratorio para el estudio de las funciones, interacciones y estructura de las
comunidades bacterianas en la milpa. Izquierda: los estudios con bacterias se basan en cultivos puros/axénicos (1), que pueden ser utilizados
directamente en ensayos de interacciones, por ejemplo, para observar en una planta sus funciones benéficas o de virulencia (2). Centro: a partir
de aislados bacterianos (1), se pueden utilizar diversas estrategias para ensamblar una comunidad sintética (2); posteriormente, mediante ensayos
utilizando a las comunidades bacterianas se pueden detectar nuevas propiedades (3). Derecha: en los estudios con comunidades bacterianas
naturales por metagenémica, se obtiene DNA de una muestra natural (1), y a través de una secuenciacién masiva, se obtiene la informacion
genética (2) que después puede ser utilizada para estudiar la estructura de la comunidad (3). El grafico de abundancias relativas correspondiente
a la “estructura de la comunidad”, fue tomado de (Aguirre-Von-Wobeser et al., 2018). La ilustracion fue realizada por: Zahira Zorrilla.

benéficas obtenido a partir de cultivos puros en el laboratorio.
Esta es una conclusion recurrente en la literatura donde se
discute el descubrimiento de diversos microorganismos con
actividad bioldgica y uso en la agricultura (Howell, 2003;
Sinclair & Nogueira, 2018; van Veen, van Overbeek & van
Elsas, 1997).

Algunos trabajos de investigacion se han enfocado en
abordar este tipo de cuestionamientos. Por ejemplo, se ha
estudiado el destino de las células bacterianas una vez que
se aplican en el suelo (van Veen et al., 1997) y el uso de
bacterias nativas adaptadas a las condiciones ambientales,
para afrontar problemas locales de plagas y enfermedades
(Howell, 2003; Santhanam, Weinhold, Goldberg, Oh &
Baldwin, 2015). También se ha comenzado a explorar
el efecto de las interacciones bacteria-bacteria sobre la
actividad bioldgica de interés, esto es: como se comportan
las bacterias una vez que estan en contacto con la microbiota
del suelo (Kaminsky, Trexler, Malik, Hockett & Bell, 2019).
Muchos de estos aspectos ecoldgicos quedan fuera del
alcance de los estudios con bacterias en cultivos puros, por
lo que es necesario incorporar estrategias experimentales
que consideren a las bacterias de interés como parte de los
complejos microbiomas del suelo, de la rizosfera o como
endofitas de las plantas.

La milpa, con sus caracteristicas ecoldgicas Unicas, podria
ser una fuente de cepas microbianas con actividad biolégica
y potencial biotecnologico (Aguirre-Von-Wobeser, Rocha-
Estrada, Shapiro & De La Torre, 2018; Rebollar et al., 2017,
Van Deynze et al., 2018)(Figura 3). Para que el efecto de la
aplicacion de inoculantes sea efectivo, se debe considerar
no solo el estudio de las interacciones bipartitas (bacteria-
hospedero, bacteria-patogeno o bacteria-plaga) en ambientes
controlados, sino también en ambientes complejos (Kaminsky
et al., 2019; Mitter et al., 2019). Los microorganismos son
capaces de producir moléculas — como resultado de su
metabolismo — con una gran variedad de estructuras quimicas
y actividades bioldgicas, entre las que destacan las propiedades
antibiéticas (Woodruff, 1980). Por lo tanto, es indispensable
estudiar también los efectos que tienen los productos naturales
con actividad bioldgica en el contexto ambiental de interés,
con el fin de no ocasionar un desbalance ecoldgico indeseable.

Microorganismos en comunidad

Con el estudio de las bacterias en comunidades, por ejemplo
en sus habitats naturales, se pretende entender la biologia
de estos microorganismos en entornos complejos, muchas
veces mediante el anélisis de muestras ambientales (Ghosh,
Mehta & Khan, 2019). Las muestras ambientales se toman
directamente del entorno que se desea estudiar, por ejemplo,
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de cuerpos de agua, del aire, del suelo, de la vegetacion o de
los alimentos, y posteriormente, se analizan con estrategias de
investigacion independientes al cultivo en el laboratorio. La
principal aportacion de estas estrategias es el conocimiento
de la estructura de las comunidades microbianas en el
ambiente, esto es, la identificacion de grupos taxondémicos
y la cuantificacion de su abundancia relativa a partir de la
informacion genética que se obtiene directamente de ellas en
una muestra ambiental. De esta manera, el estudio de estas
comunidades es una ventana al entendimiento de su evolucién
(Fierer, 2017) (Figura 3, derecha).

En la actualidad, existen numerosos avances en las técnicas
de amplificacion y secuenciacion masiva del DNA (Levy &
Myers, 2016; Méndez-Garcia, Bargicla, Martinez-Martinez &
Ferrer, 2018). Esto permite la identificacion de los individuos
en comunidades bacterianas a nivel de género o especie, de
acuerdo a la profundidad de la técnica que se utilice. Los
estudios metagendmicos actuales consisten en la extraccion
del DNA directamente de una muestra ambiental y su
secuenciacion con plataformas de secuenciacion masiva o
Next Generation Sequencing.

La identificaciéon molecular de los microorganismos se puede
realizar de distintas maneras. Por ejemplo, durante décadas se
han utilizado técnicas dependientes de marcadores moleculares
— genes cuya baja tasa de mutacion nos permite diferenciar
entre grupos taxondmicos — como el gen que codifica para la
subunidad ribosomal 16S (16S rRNA) (Woese, 1987). Aunque
lasecuenciaciénde 16SrRNAen laactualidad es una estrategia
muy utilizada para la identificacion de aislados bacterianos
y para el estudio de la biodiversidad en comunidades
bacterianas, esta tiene una baja resolucion taxonomica. Es
decir, en ocasiones es dificil hacer distinciones entre algunas
especies (Janda & Abbott, 2007). Por lo anterior, a partir del
nivel de profundidad deseado en la identificacion, es posible
utilizar otras técnicas con mayor resolucién como Multilocus
Secuence Typing (MLST) o secuenciacién Shotgun (Maiden,
2006; Quince, Walker, Simpson, Loman & Segata, 2017).
MLST consiste en la identificacion de la variabilidad de, por
lo general, 5 a 10 genes housekeeping — genes constitutivos
necesarios para mantener el funcionamiento celular basico —,
para identificar microorganismos a nivel de especies o sub-
especies. Por ultimo, la secuenciacion Shotgun consiste en
secuenciar todos los genes de los individuos en una muestra
ambiental y ensamblar cada uno de sus genomas a través de
herramientas bioinformaticas. De esta manera, se alcanza una
identificacion aun mas profunda, a nivel de cepas, e incluso se
pueden predecir muchas de sus funciones.

Las estrategias preferidas por los investigadores para el
estudio del microbioma en suelos son la secuenciacion del gen
16S rRNAy la secuenciaciéon Shotgun (Fierer, 2017). Estos
métodos nos permiten conocer la abundancia relativa de los

taxas presentes en la muestra o de genes funcionales de interés,
respectivamente. Se ha encontrado que la estructura del
microbioma del suelo es variable de acuerdo al tipo de suelo
y otros factores bidticos (presencia de plantas) y abi6ticos
(pH, humedad, salinidad, etc.) (Thompson et al., 2017). Es
por esto que, al estudiar el microbioma de suelos de diferentes
sitios — y con caracteristicas distintas — y correlacionarlos
con estos factores, es posible detectar patrones que expliquen
las variaciones especificas en las comunidades microbianas.
También es posible sugerir funciones y las reglas ecolégicas
generales que definen la diversidad y el ensamblaje de esas
comunidades microbianas (Thompson et al., 2017).

Algunos grupos bacterianos aparecen en la gran mayoria
de las muestras de suelo, y son considerados miembros
centrales de la microbiota (core microbiome); estas especies
bacterianas tienen una funcion esencial en ese habitat por lo
que estan presentes en muestras de cualquier tipo de suelo.
Conocer los miembros centrales de un hébitat es importante
porque son indicadores de microbiodiversidad adecuada
y por consiguiente, se puede determinar si el ecosistema
se encuentra en buen estado (Shade & Handelsman, 2012).
Los grupos taxonomicos encontrados con mayor frecuencia
en el suelo, son los phyla Acidobacteria, Verrucomicrobia,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Planctomycetes, Actinobacteria
y Firmicutes (Fierer, 2017; Lundberg et al., 2012; Pershina et
al., 2018; Thomas, Hehemann, Rebuffet, Czjzek & Michel,
2011). La microbiodiversidad del suelo es uno de los factores
que definen el ensamble de comunidades microbianas de
la rizosfera (Lundberg et al., 2012), las cuales establecen
relaciones mas estrechas con las plantas. Otros factores que
influyen en esta seleccion de microorganismos y su abundancia
son: la especie de la planta hospedera, su estado fenologico,
o0 la presencia de enfermedades (Lundberg et al., 2012). Por
otro lado, también existen comunidades bacterianas capaces
de colonizar endofiticamente a las plantas. Estas son mas
estables y con menor diversidad (Bulgarelli et al., 2012), y su
ensamble depende en menor media de la diversidad inicial de
bacterias en el suelo.

Las comunidades bacterianas en la rizosfera se han estudiado
en plantas de maiz, principalmente en variedades hibridas.
En la rizosfera de algunas variedades hibridas aumenta la
presencia de Proteobacterias — con respecto a su abundancia en
el suelo —y se excluyen especies de los grupos Acidobacteria,
Chloroflexi, Planctomycetes, y Verrucomicrobia (Peiffer
et al., 2013). En otras, se ha reportado que los phyla mas
abundantes son Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes,
y Actinobacteria, siendo Bacteroidetes el Unico grupo
enriquecido con respecto al microbioma del suelo (Niu,
Paulson, Zheng & Kolter, 2017). Ademas, el phylum
Proteobacteria es mas abundante dentro de las raices, lo que
sugiere que las bacterias de este grupo establecen interacciones
importantes con el maiz como endofitas. Por otro lado, existen
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escasos estudios donde se han identificado los microbiomas
asociados a variedades nativas de maiz. En un estudio
realizado en milpas en Tlaxcala, México (Rebollaretal.,2017)
se encontrd que los phyla dominantes en el suelo cercano a la
rizosfera son Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria,
Gemmatimonadetes, y Verrucomicrobia. Ademas, nuestro
estudio en milpas de Hidalgo indica que bacterias de los phyla
Verrucomicrobia, Actinobacteria y del orden Burkholderiales
(del phylum Proteobacteria) son seleccionados por las raices
de las plantas de maiz (Aguirre-Von-Wobeser et al., 2018).

Los estudios anteriores muestran que existen diferencias
entre el ensamble de comunidades asociadas a variedades de
maiz hibridas y nativas. Por ejemplo, el papel aparentemente
contrario del grupo Verrucomicrobia, que se excluye de la raiz
de maices hibridos (Peiffer et al., 2013), pero se enriquece en
la raiz de maices nativos (Aguirre-Von-Wobeser et al., 2018);
por lo que se puede inferir que las interacciones planta-bacteria
pueden diferir en ambos tipos de maiz. Recientemente, se
estudid la microbiota de una variedad de maiz criollo de
la sierra Mixe en Oaxaca (Van Deynze et al., 2018) y se
identificaron especies de bacterias fijadoras de nitrogeno
asociadas al mucilago de las raices aéreas; esto demuestra
que los microorganismos asociados a maices nativos pueden
establecer interacciones con la planta que no son comunes en
los maices hibridos. En este caso, la interaccion contribuye
a la fijacion de nitrogeno de la atmoésfera, ya que este es un
elemento escaso en el suelo.

Estas diferencias, que s6lo pueden ser detectadas mediante
aproximaciones de una investigacion a nivel de comunidades
bacterianas ~ (metagendémica,  secuenciacion  masiva,
metatranscriptomica e identificacion taxondmica), son un
indicio de como la modernizacion y la domesticacion pueden
modificar las interacciones bacteria-bacteria y planta-bacteria.
Aun quedan muchas preguntas por explorar para lograr
entender la estructura y las funciones de las comunidades
bacterianas asociadas al maiz en milpas; sin embargo, estos
trabajos sientan las bases para consolidar a la milpa como un
modelo para el estudio de las interacciones planta-bacteria.

LA ACTIVIDAD HUMANA Y LA MICROBIOLOGIA
AGRICOLA EN LA MILPA

Los seres humanos modificamos profundamente nuestro
entorno a través de la agricultura. Sin embargo, la
implementacion de practicas nocivas para el ambiente
comenz6 durante la segunda mitad del siglo XX, con la
revolucion verde (Khush, 2001). Por ejemplo, la introduccion
de fertilizantes, pesticidas quimicos y maquinaria; el modelo
econémico de la industrializacion y la globalizacion; la
creacion de variedades mejoradas; el uso del monocultivo en
alta densidad, etc. (Figura 1). Estas précticas han ocasionado
que la agricultura moderna no sea sustentable, por disminuir
la fertilidad del suelo, la biodiversidad y contribuir a que la

agricultura actual emita el 50% de gases de efecto invernadero
a nivel mundial (Hathaway, 2016).

Adicionalmente, existen varias desventajas bioldgicas en los
agroecosistemas modernos; por ¢jemplo, los monocultivos son
maés susceptibles a la presencia de enfermedades emergentes
y de plagas resistentes a los agroquimicos, en comparacion
con las plantas silvestres en ambientes naturales o a las
especies en agroecosistemas tradicionales como la milpa
(Figura 2). Los fendmenos que causan estas limitaciones
son un campo de estudio en desarrollo; sin embargo, se han
descrito algunos mecanismos que las explican parcialmente.
En un monocultivo, cuando una poblacion bacteriana invade
de manera virulenta a una planta, se encuentra con una
extension de territorio donde todas las plantas son igualmente
susceptibles, dado que son genéticamente homogéneas
(Stukenbrock & McDonald, 2008) y sembradas en una alta
densidad, fisicamente cercanas unas a otras. De igual manera,
se ha descrito que, al seleccionar semillas para una mayor
productividad en los monocultivos, se modifica la genética de
las plantas (Pérez-Jaramillo, Mendes & Raaijmakers, 2016)
y posiblemente su fisiologia, lo que modifica la estructura ¢
interacciones de la microbiota.

La aplicacion de fertilizantes y plaguicidas también
incrementan la susceptibilidad de las plantas a las
enfermedades. Estos reducen la biodiversidad en el sistema
(eliminan insectos benéficos, hierbas, etc.), por lo tanto,
se promueve la virulencia del patégeno emergente (plaga,
hongos o virus) a falta de enemigos naturales que limiten su
dispersion o transmision (Matson et al., 1997). Por ultimo,
la presencia de especies de plantas cultivadas fuera de sus
centros de origen — derivado de la globalizacion — también
tiene consecuencias importantes. Las plantas introducidas
pueden representar un nuevo hébitat donde las bacterias
nativas sean capaces de desarrollar su patogenicidad (Shapiro
et al., 2018). En resumen, el gradiente de modernizacion
(Figura 2) se encuentra altamente asociado a la devastacion
y pérdidas econdmicas a causa del ataque de bacterias y
plagas de hongos o insectos. Esto ocasiona que la relacién
costo/beneficio del uso de estas practicas no sea sostenible.
Los efectos de la modernizacion también estan altamente
asociados a las alteraciones en la microbiota y a la forma en
que las poblaciones bacterianas pueden adaptarse a ambientes
diferentes (Tikhonovich & Provorov, 2011); sin embargo, los
detalles moleculares de estas interacciones son desconocidos.

Efecto de la modernizacion

Sereconoce que el gradiente de modernizacion (Figura 2, abajo)
repercute negativamente en la biodiversidad microbiana de los
agroecosistemas (Lupatini, Korthals, de Hollander, Janssens &
Kuramae, 2017; Martinez-Romero, Noyola, Taype, Martinez-
Romero & Davila, 2020). Desde los afios 90, se hareportado que
existe una menor microbiodiversidad en habitats modificados
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por los humanos, comparados con los ambientes naturales (V.
Torsvik, Serheim & Gokseyr, 1996). Los agroecosistemas
tradicionales, o bien, los agroecosistemas de cultivos orgénicos,
serfan un punto intermedio en el que la microbiota presenta
diferencias con respecto tanto alosambientes naturales, como a
los agroecosistemas modernos (Hartmann, Frey, Mayer, Méder
& Widmer, 2015; V. Torsvik et al., 1996) (Figura 2).

Los estudios orientados a analizar el efecto que tiene la
modernizacion sobre la estructura de la microbiota en los
agroecosistemas, normalmente comparan métodos de manejo
convencionales contra sistemas organicos de baja labranza
o bajos insumos. Los resultados indican que los cultivos
orgénicos presentan una diversidad mas alta, més riqueza y
menos homogeneidad en la microbiota del suelo; también
indican que la cantidad y calidad de fertilizantes aplicada en los
agroecosistemas modernos son la variable mas importante para
explicar los cambios en los microbiomas entre ambos sistemas
(Hartmann et al., 2015). Se ha demostrado que, en cultivos
orgéanicos, las comunidades microbianas en la rizosfera tienen
redes de interacciones inter-especies mas complejas, asi como
una mayor abundancia de taxas centrales, comparados con los
sistemas convencionales (Banerjee et al., 2019).

Ademaés, se encontr6 que en los cultivos de rotacion, la
diversidad total de bacterias y arqueas era mayor cuando se
aplicaba labranza minima y que la diversidad microbiana se
incrementaba con la profundidad del suelo (Schmidt, Gravuer,
Bossange, Mitchell & Scow, 2018). En el mismo estudio,
se observd que la presencia de plantas asociadas provoca
un aumento en el nimero total de bacterias asi como en la
cantidad y variedad de carbono disponible (Schmidt et al.,
2018). Esto ultimo modifica a la microbiota, dado que se
favorece la presencia de microorganismos con capacidades
metabodlicas mas amplias. Un estudio reciente compar6 la
aplicacion de fertilizantes quimicos con la aplicacién de abono
en un cultivo de rotacidn (trigo y maiz) (Wang et al., 2020).
Se encontr6 que las propiedades del suelo se modificaron con
ambos tratamientos. Mientras que la aplicacion de fertilizantes
quimicos solamente disminuyé el pH del suelo, la fertilizacién
con abono disminuy6 el pH, asi como la relacion Carbono/
Nitrogeno y, ademas, aumentd la materia organica, Carbono
y Nitrogeno total y la disponibilidad de Foésforo y Potasio.
También se encontraron diferencias entre las comunidades
microbianas del suelo de ambos tratamientos. La aplicacién
de abono aumentd la abundancia microbiana, asi como la
diversidad alfa (nimero de especies en la comunidad) y la
abundancia relativa de Actinobacterias y Firmicutes. En
contraste, la diversidad alfa disminuy6 con la aplicacion de
fertilizantes quimicos (Wang et al., 2020).

Efecto de la domesticacion
La domesticacion de las plantas también ha ocasionado que
estas recluten microorganismos distintos a los de sus ancestros

(Martinez-Romero et al., 2020). Por ejemplo, el microbioma
de la rizosfera de dos variedades de frijol, una silvestre y otra
domesticada, presenta cambios asociados a la estructura de sus
raices (Pérez-Jaramilloetal.,2017). Eneste estudio se demostro
que los phyla Bacteroidetes, Verrucomicrobiay Planctomycetes
son mas abundantes en las variedades silvestres, mientras que
los phyla Actinomicetos y Firmicutes lo son en las variedades
domesticadas. Ademas, se ha comparado la microbiota de la
rizosfera del teosinte con la de variedades cultivadas de maiz
(Szoboszlay et al., 2015) y se encontré que el teosinte alberga
en su rizosfera una comunidad mas diversa de bacterias, que la
de la rizosfera de maiz dulce. Este fendmeno se ha estudiado
en plantas de trigo (Tkacz et al., 2020), donde se demostrd
que la presencia de un genoma de trigo ancestral (Aegilops
tauschii), en el trigo moderno (Triticum aestivum) contribuye
al reclutamiento de hongos benéficos (Glomeromycetes) en la
raiz, que ayudan a prevenir enfermedades por otros hongos. En
otras palabras, la capacidad de las plantas para reclutar a estos
hongos se ha perdido durante la domesticacion.

La milpa representa, por consiguiente, un habitat modelo
para el estudio de las interacciones planta-bacteria, a través
del uso de aislados bacterianos, o bien, para el estudio de
comunidades por metagenémica para entender el efecto
de los procesos de modernizacion y domesticacion sobre
las interacciones. Sin embargo, para lograr el cambio
hacia practicas agricolas sustentables, y conservar las
caracteristicas de la agricultura tradicional, la microbiologia
agricola en la milpa debe desarrollarse adicionalmente
en dos vertientes: en primer lugar, debe enfocarse hacia
nuevas estrategias cientificas y tecnoldgicas que permitan
el descubrimiento, desarrollo y aplicacion de productos
agrobioldgicos; y en segundo lugar, es necesario aprovechar
la sabiduria y experiencia de los productores de zonas rurales
donde se utiliza la agricultura tradicional.

NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE LAS
INTERACCIONES PLANTA-BACTERIA EN LA MILPA Y
SU USO BIOTECNOLOGICO

Como fuente de aislados bacterianos, las milpas ofrecen
una gran diversidad de ambientes, plantas hospederas, cepas
que aun no se han identificado, etc. Esto es el resultado del
trabajo de seleccion y domesticacion por parte de las familias
campesinas, quienes obtienen variedades de plantas Unicas,
y con microbiomas caracteristicos, asociadas a los gustos
y preferencias alimenticias especificas de cada region. Sin
embargo, es necesario un cambio de paradigma para lograr
obtener resultados mas efectivos en el desarrollo y uso de
los insumos agrobiotecnoldgicos. Esto es, tanto en la forma
de estudiar los aislados microbianos (Timmusk, Behers,
Muthoni, Muraya & Aronsson, 2017), como en la estrategia
para aplicarlos en el campo, donde rara vez se comportan igual
que en el laboratorio (Sergaki, Lagunas, Lidbury, Gifford &
Schifer, 2018).
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Aungue los estudios in situ son deseables para lograr
comprender como ha evolucionado la microbiota asociada a
las plantas de la milpa (Chen et al., 2017), la generacion de
conocimiento sobre las interacciones en la microbiota sélo
es posible a través de estrategias experimentales robustas,
es decir, con experimentos mds estables ante variables
no controladas (Zhalnina, Zengler, Newman & Northen,
2018). En los ultimos afios, se ha propuesto que el uso de
comunidades sintéticas es una alternativa adecuada para
este objetivo, debido a que representa un punto intermedio
entre el estudio de bacterias cultivables en cultivos puros y la
metagenomica (Figura 3) (Kolter & Chimileski, 2018). Las
comunidades sintéticas son grupos de dos 0 mas especies de
bacterias cultivables y manejables que pueden ser estudiadas
a través de su inoculacién, monitoreo y deteccion en
determinado ambiente o condicion (soporte fisico, hospedero,
sustrato, o condicién de estrés). Se considera que los sistemas
multiespecies son necesarios para descubrir los mecanismos
por los que se dan las interacciones entre bacterias, o
entre bacterias y hospederos. Esto se vuelve de especial
importancia en el contexto agricola, donde los suelos albergan
comunidades complejas y estas se ensamblan en la rizosfera
con una estructura y funcion determinada (Vorholt, Vogel,
Carlstrom & Miiller, 2017).

Aunque el estudio de las comunidades bacterianas, a través de
comunidades sintéticas, se inicié hace pocos afios (Castrillo
et al., 2017; Niu et al., 2017; Pishchany et al., 2018), los
resultados son prometedores y continuamente dan pie al
disefio de nuevas estrategias para buscar comunidades con
funciones biol6gicas novedosas. Ademas, proponemos que las
comunidades sintéticas representan una aproximacion positiva
para la generacion de insumos agrobiotecnol6gicos, porque en
ellas se pueden dar funciones emergentes, que estan presentes
solamente en una comunidad y no en las bacterias aisladas
que la componen. Por ejemplo, se demostro la capacidad de
una comunidad sintética ensamblada a partir de siete cepas
bacterianas aisladas de la rizosfera de maiz para antagonizar un
hongo fitopatogeno in vivo (Niu et al., 2017). Notablemente,
ninguna de las cepas aisladas tiene esa actividad. También se
ha reportado que en comunidades sintéticas pueden inducirse
funciones colectivas emergentes, ausentes en las cepas
aisladas, por ejemplo de dispersion y formacion de biofilms
(McCully, Bitzer, Seaton, Smith & Silby, 2019; Yannarell,
Grandchamp, Chen, Daniels & Shank, 2019). Ambos son
fenotipos favorables para la sobrevivencia de las bacterias
en el ambiente. Finalmente, la estructura y la funcion de una
comunidad sintética podrian ser méas establesy, por lo tanto, mas
eficientes al aplicarse en el campo. Es decir, las comunidades
son mas estables ante cambios ambientales, en comparacion
con un aislado bacteriano o una formulacion en la que no se
ha considerado el efecto de las interacciones bacteria-bacteria
sobre sus funciones (Awasthi, Singh, Soni, Singh & Kalra,
2014; Bell, Newman, Silverman, Turner & Lilley, 2005).

Las comunidades sintéticas como modelo de laboratorio no
deben sustituir a los estudios en el campo de la metagendmica;
mas bien, se espera que sirvan como un complemento y una
base de conocimientos sélidos sobre las interacciones en
las comunidades bacterianas para ser corroborados a nivel
invernadero o en el campo (Morholt et al., 2017). De igual
manera, los estudios que utilicen comunidades sintéticas deben
estar fundamentados con estudios genéticos y moleculares,
realizados en cultivos de bacterias puros.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las milpas son agroecosistemas donde se albergan mdultiples
variedades de maiz criollo que han sido seleccionadas a lo
largo de milenios por familias de productores locales. Estos
agroecosistemas, de gran importancia econdémica, social
y cultural en las zonas rurales, presentan caracteristicas
ecoldgicas que recientemente han despertado el interés de
investigadores de diversas areas de las ciencias naturales.

La sanidad de las plantas depende en gran medida de las
comunidades microbianas asociadas; por lo tanto, lamicrobiota
asociada a plantas en la milpa representa un buen recurso
para investigaciones de ciencia basica y sus aplicaciones en
la agrobiotecnologia. Para esto, las estrategias clasicas de la
microbiologia para el estudio de aislados bacterianos obtenidos
de las milpas, deben enfocarse en la busqueda de nuevas cepas
con potencial como insumos agrobioldgicos. Asi mismo, la
milpa representa un habitat idéneo para que, a través de las
nuevas estrategias de metagendmica, sea posible descubrir las
bases ecoldgicas que dirigen el ensamble de una microbiota
sana en las plantas. Ademas, estas estrategias basadas en
secuenciacion masiva son Utiles para entender el efecto de
la modernizacion y domesticacion sobre las comunidades
bacterianas asociadas a las plantas en los agroecosistemas.
Sin embargo, se necesitan nuevas estrategias de investigacion
— como el uso de comunidades sintéticas — para lograr el
entendimiento de las bases moleculares y ecoldgicas de las
interacciones planta-bacteria en los ambientes complejos de
la milpa.

Finalmente, es necesario que las investigaciones
microbioldgicas en la milpa integren los aspectos sociales de
las comunidades donde se mantienen estos agroecosistemas.
Un enfoque transdisciplinario debe incorporar las areas
de desarrollo regional, antropologia y etnoecologia para
que la ciencia basica y sus aplicaciones tengan impacto
social, ambiental y econémico positivo para las familias
que mantienen las milpas. Ademas, es indispensable que los
recursos genéticos que ofrece la microbiodiversidad de la
milpa pertenezcan a los productores locales, como lo establece
el Protocolo de Nagoya (Morgera, Tsioumani & Buck, 2015).
En este sentido, la “etnomicrobiologia” — el estudio de los
factores bioldgicos, ecoldgicos y culturales que intervienen
en las interacciones entre humanos y microorganismos (Souza
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et al., 1997) — es necesaria para entender las interacciones
planta-bacteria en la milpa, en un contexto donde las personas,
sus practicas, preferencias alimenticias y ornamentales,
ademas de sus tradiciones, juegan un papel fundamental
(Angélica Cibridn, comunicacion personal). Asimismo, la
ciencia realizada en la milpa debe tener como complemento el
intercambio de conocimientos con los productores, respeto a
sus tradiciones, y sustentabilidad, incorporando a estudiantes,
investigadores e instituciones locales (Mayra de la Torre,
comunicacion personal).
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