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. Resumen.

La amplia diversidad y distribucion bacteriana en los suelos, desempefia papeles esenciales en los
ciclos biogeoquimicos y las funciones de los ecosistemas. Las Actinobacterias son una de las bacterias
Gram positivas mas diversas e importantes en los suelos, y representan del 10 al 33% de la
comunidad bacteriana total. Muchos miembros de las Actinobacterias pueden solubilizar fosfatos, fijar
nitrogeno y producir diferentes compuestos como sideréforos, fitohormonas y antibidticos. Estas
caracteristicas son deseables en las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, debido a que
mejoran el desarrollo de las plantas, la fotosintesis y la tolerancia al estrés biético y abiético. El
presente trabajo describe la identificacion molecular y caracterizacion de cepas bacterianas
pertenecientes a suelos aridos del estado de San Luis Potosi. De estas cepas, se seleccionaron siete
para evaluar su efecto sobre la promocion del crecimiento vegetal en Arabidopsis thaliana,
determinando principalmente el peso fresco de la raiz y de la roseta. Ademas, se realizaron pruebas
de solubilizacién de fosfatos para identificar cepas que favorezcan la nutricion vegetal al incrementar
la biodisponibilidad del fosfato y pruebas de hemolisis en agar sangre para identificar cepas inocuas
para el ser humano, y de esta manera encontrar candidatos que pudieran ser evaluados en una
especie de interés comercial. Se eligieron dos cepas bacterianas (Streptomyces ambofaciens y
Streptomyces pratensis), que mostraron un efecto positivo en A. thaliana y se caracterizaron con
mayor detalle midiendo diferentes parametros para evaluar el crecimiento y desarrollo. Para indagar
en los mecanismos moleculares de promocion de crecimiento vegetal, se evaluaron lineas reporteras
de ciclo celular y de respuesta a auxinas. Finalmente, se realizaron pruebas en maiz para evaluar el
potencial que tienen las bacterias seleccionadas para ser aplicadas en la agricultura. Las
Actinobacterias, S. ambofaciens'y S. pratensis estimularon el crecimiento y desarrollo de A. thaliana
de manera positiva en diferentes parametros evaluados (una mayor densidad de raices laterales, area
de roseta, biomasa y numero de hojas); ademas, en Zea mays también se vio estimulado el
crecimiento de parte aérea y de raiz. Imagenes de microscopia 6ptica, mostraron una colonizacién a
lo largo de la raiz, donde se observé una gran cantidad de estructuras miceliales que conviven en
armonia con la planta. Ninguna de las bacterias evaluadas tuvo una hemolisis tipo beta, y S.
ambofasiens demostrd su capacidad de solubilizacion de fosfatos. Finalmente, las diferentes lineas
reporteras indicaron una posible participacién de las auxinas en los procesos moleculares que

desencadenaron estos efectos positivos.

Palabras clave: PGPRs, Actinobacterias, Arabidopsis thaliana, Zea mays, promocion de crecimiento.



.  Summary.

The wide bacterial diversity and distribution in the soil, plays essential roles in biogeochemical cycles
and ecosystem functions. Actinobacteria are one of the most diverse and important Gram positive
bacteria in soil, representing 10 to 33% of the total bacterial community. Many members of the
Actinobacteria can solubilize phosphates, fix nitrogen, and produce different compounds such as
siderophores, phytohormones, and antibiotics. These characteristics are desirable in plant growth-
promoting bacteria (PGPR) because they improve plant development, photosynthetic health, and

tolerance to biotic and abiotic stress.

The present work describes the molecular identification and characterization of bacterial strains
belonging to arid soils in the state of San Luis Potosi. Of these strains, 7 were selected to evaluate
their effect on the promotion of plant growth in Arabidopsis thaliana, mainly determining the fresh weight
of the root and rosette. In addition, phosphate solubilization tests were carried out to identify strains
that favor plant nutrition by increasing the bioavailability of phosphate and hemolysis tests on blood
agar to identify inoffensive strains for humans, and thus find candidates that could be evaluated in a
species of commercial interest. Two bacterial strains (Streptomyces ambofaciens and Streptomyces
pratensis), which showed a positive effect on A. thaliana, were chosen and characterized by measuring
different parameters to assess growth and development. To investigate the molecular mechanisms of
plant growth promotion, cell cycle reporter lines and response to auxins were evaluated. Finally, tests

were carried out on corn to evaluate the potential of the selected bacteria to be applied in agriculture.

Actinobacteria, S. ambofaciens and S. pratensis stimulated the growth and development of A. thaliana
in a positive way in different evaluated parameters (a higher density of lateral roots, rosette area,
biomass and number of leaves). Furthermore, in Zea mays the growth of the aerial part and the root
was also stimulated. Optical microscopy images showed colonization along the root, where a large
number of mycelial structures that coexist in harmony with the plant were observed. None of the
bacteria evaluated had a beta-type hemolysis, and S. ambofasiens demonstrated its ability to solubilize
phosphates. Finally, the different reporter lines indicated a possible participation of auxins in the

molecular processes that triggered these positive effects.

Key words: PGPRs, Actinobacterias, Arabidopsis thaliana, Zea mays, growth promotion.



IV. Marco teorico.

4.1. Microbiota del suelo.

Segun la WRB (World Reference Base for Soil Resources) de 1998, el suelo se define como:

"... un cuerpo natural contindo el cual tiene tres dimensiones espaciales y una temporal. Las tres

caracteristicas principales que rigen al suelo son:

e Esta formado por constituyentes minerales y organicos e incluye fases solida, liquida y
gaseosa.

e Los constituyentes estan organizados en estructuras, especificas para el medio edafolégico.
Estas estructuras constituyen el aspecto morfoldgico de la cubierta del suelo, equivalente a la
anatomia de un ser vivo. Son el resultado de la historia de la cobertura del suelo y de sus
dinamicas y propiedades actuales. El estudio de las estructuras de la cubierta del suelo facilita
la percepcion de sus propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas; esto permite comprender el
pasado y el presente del suelo y predecir su futuro.

o El suelo esta en constante evolucion, dando asi al suelo su cuarta dimension, el tiempo.”

El suelo es la superficie de la corteza terrestre en donde interactuan una gran cantidad de especies
diferentes de organismos. Plantas, animales y microorganismos del suelo forman este ecosistema
altamente complejo. El crecimiento y desarrollo de las plantas depende en gran medida de las
interacciones que se dan en el suelo (por ejemplo; simbiosis, mutualismo o parasitismo) y el

entendimiento de estas relaciones es de gran importancia para mejorar la agricultura.

La diversidad de especies que participan en el equilibrio de este ecosistema e independientemente
del reino al que pertenezcan es amplia, muchas especies tienen un papel muy importante para el
equilibrio ecoldgico y, por ende, son utilizados en aplicaciones para optimizar la agricultura. Por
ejemplo, del reino Animalia, uno de los mas importantes es la lombriz de tierra, que acelera la
descomposicion de la materia organica, el cual es un proceso biolégico crucial para el reciclado de
nutrientes; es capaz de procesar hasta 250 toneladas del suelo al afio por hectarea y provoca efectos
positivos sobre las comunidades vegetales (Dominguez et al, 2009). Por otro lado, los
microorganismos del suelo como protozoos, hongos y bacterias también desempefian papeles



importantes para la vida en este ecosistema ya que muchas especies vegetales dependen de las
interacciones que establecen (Rousk y Bengtson, 2014). De los microorganismos existentes en el
suelo, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y las bacterias promotoras de crecimiento en
plantas (PGPR, por sus siglas en inglés), son a los cuales se les ha descrito una mayor cantidad de
estrategias que favorecen el crecimiento de las plantas, razén por la cual son utilizados para realizar
biofertilizantes. Los HMA dependen totalmente de la planta para obtener carbohidratos y ayudan a la
absorcién de diferentes minerales como N, K, Ca, Mg, Fe, Mn, asi como el fésforo que se considera

un nutriente limitante en la mayoria de los suelos (Abud et al., 2010).

Las comunidades bacterianas tienen una amplia diversidad y distribucion en la mayoria de los
ecosistemas y desempefian papeles biologicos importantes en todos los ciclos biogeoquimicos, en
particular en los ciclos del nitrégeno, del azufre y del fésforo, cruciales para el bienestar de todo nicho
ecoldgico (Grossman et al., 2009; Rousk y Bengtson, 2014). Se estima una concentracion bacteriana
aproximada de 10° células/ gramo de suelo y una amplia variedad de especies cercana a 10 especies
diferentes por gramo de suelo (Cavaletti et al., 2006). Todas estas bacterias son importantes para el
equilibrio ecolégico; sin embargo, las PGPR tienen la capacidad de potenciar el crecimiento y
desarrollo de las plantas caracteristicas en las cuales se enfoca este trabajo de investigacion. Las
PGPR pueden modular la nutricién y modificar la arquitectura de la planta con ayuda de diferentes
estrategias; por ejemplo, mejoran la biodisponibilidad de nutrientes, producen fitohormonas y
metabolitos, pueden generar un efecto de biorremediacion, y pueden ayudar a controlar factores de
estrés biotico y abiotico (Dimkpa et al., 2009; Abud et al., 2010; Vacheron et al., 2013). Dado el enfoque
del presente trabajo de investigacion, todas estas estrategias de promocion de crecimiento en plantas

se discutiran con mayor detalle en el siguiente apartado.

4.2. Mecanismos de accion de las rizobacterias promotoras de

crecimiento en plantas (PGPR).

4.2.1. Biodisponibilidad de nutrientes.

Generalmente se cree que la absorcién de nutrientes esta altamente relacionada al aumento en el
tamafio del sistema radicular que provocan las PGPR; sin embargo, va mas relacionado a: 1) la
demanda de nutrientes de la planta y/o 2) efectos que modifican la absorcién de nutrientes de las
plantas (como la solubilizacién de fosfatos). Las bacterias promotoras de crecimiento pueden



incrementar la absorcidn de nutrientes de ambas formas, tanto estimulando el transporte de iones a la

raiz, como, suplementando la rizésfera directamente con nutrientes (Vacheron et al., 2013).

El primer punto se refiere al transporte de nutrientes, el cual depende principalmente de la demanda
de nutrientes que la planta necesita, y esta regulado por distintos autores moleculares, como los
transportadores que a su vez estan controlados por distintos procesos regulatorios (Vacheron et al.,
2013). Por ejemplo, la demanda de nitrégeno se refiere a la cantidad de nitrégeno necesaria para
mantener en la planta una tasa de crecimiento 6ptimo (Imsande y Touraine, 1994). En A. thaliana,
Nazoa et al., (2003) demostraron que el transportador de nitratos NRT2.1 puede ser inducido por
nitratos, pero también puede llegar a ser reprimido por aminoacidos como Asn, Asp, GIn, Glu, Ala; y
sus analisis sugieren que estos procesos regulatorios pueden estar relacionados con la regulacion de

la absorcion de nitratos (Vacheron et al., 2013).

Se sabe que las PGPR tienen la capacidad de estimular los sistemas de transporte ionico en la raiz,
por lo que también pueden alterar la nutricién de las plantas a este nivel y tener efectos positivos en
el desarrollo. Por ejemplo, plantas de canola inoculadas con una cepa de Achromobacter sp.
mostraron una mayor tasa de influjo de NO3~y K* (Bertrand et al., 2000). Ademas, del efecto en el flujo
de iones, existen reportes en los que se indican cambios a nivel de la transcripcion de algunos genes
que codifican a diversos transportadores; por ejemplo, plantas de A. thaliana inoculadas con una cepa
de Bacillus subtilis mostraron cambios en los patrones de expresion del gen que codifica al

transportador HKT1 el cual participa en la homeostasis del Na*y K* (Zhang et al., 2008).
Para el segundo punto, se describen a continuacion algunos ejemplos importantes:

a. Fijacion de nitrégeno.
Es el proceso de reduccion del nitrégeno diatdmico del aire a amoniaco llevado a cabo por la

enzima nitrogenasa presente en microorganismos de vida libre y simbiédticos (de Bruijn, 2015).
El nitrdgeno es muchas veces una limitante para el crecimiento de las plantas, ya que es un

elemento medular, integrando biomoléculas como aminoacidos, acidos nucleicos, entre otros;
de ahi la importancia de este proceso biolégico. Algunos ejemplos de bacterias que fijan
nitrégeno son el género Rizobium, bacterias que tienen la capacidad de formar nddulos en las
raices de diferentes leguminosas y es la interaccion mas importante en cuanto a fijacién de
nitrégeno se refiere (de Bruijn, 2015). El género Frankia, establece simbiosis actinorrizicas en

las raices de 25 géneros de plantas, aunque no es una interaccidn tan distribuida como la de



Rizobium-leguminosa, las plantas actinorrizicas pueden llegar a presentar mayor tasa de
fijacion de nitrdgeno que las leguminosas (Bautista y Valdés, 2008). Las cianobacterias son
una de las principales especies encargadas de la fijacion de nitrégeno en el océano; sin

embargo, también realizan este proceso en el sistema terrestre (de Bruijn, 2015).

. Captacion de hierro.
El hierro es un nutriente de vital importancia para la vida de la mayoria de los seres vivos ya

que es utilizado como cofactor de muchas enzimas y es el autor de procesos biolégicos de
suma importancia como el transporte de oxigeno (Aguado et al., 2012); sin embargo, para las
plantas se encuentra en su gran mayoria de manera inaccesible en el suelo, en forma de
hidréxidos insolubles y oxihidrdxidos con su valencia de Fe*3 (Rajkumar et al., 2010). Existen
dos estrategias por parte de las plantas para la captacion de hierro; 1.- consiste en la
reduccion de Fe*3a Fe*2 e importacion de Fe*2, para este proceso participan genes como FIT1
(Fe-deficiency-induced-transcription, por sus siglas en inglés), IRT1 (lron-regulated
transporter 1) y FROZ (Ferric reductase) y 2.- con la produccion de fitosideréforos, donde el
Fe*3 puede transportarse directamente a la raiz sin su reduccion debido a la presencia de
transportadores especificos en plantas (Fincheira et al., 2018). Los sideroforos son
compuestos de baja masa molecular (generalmente <10 000 Da) que tienen la capacidad de
facilitar el transporte de hierro dentro de la planta (Vala et al., 2006). Existen sider6foros
sintetizados por microorganismos vy fitosiderdforos sintetizados por la planta; sin embargo,
existen diferencias entre ambos tipos de siderdforos. Los fitosideréforos presentan una menor
afinidad por el hierro y ademas en algunos casos no quelan de manera especifica al hierro,
por lo que los sideréforos producidos por los microorganismos del suelo compiten
exitosamente y quelan en mayor proporcién que los fitosideroforos. Ademas, se ha visto que
en ciertas circunstancias las plantas poseen la capacidad de aprovechar los sideréforos
microbianos; por lo tanto, las plantas capaces de utilizar estos complejos Fe*3 - sideréforos
aumentan la posibilidad de supervivencia en diferentes tipos de suelo (Aguado et al., 2012).

Se han descrito alrededor de 500 sideroforos diferentes, que se dividen en hidroxamatos,
catecolatos, carboxilatos y amfifilicos. Los catecolatos son comunes de bacterias, los
hidroxamatos predominan en hongos de la division Ascomycota y Basidiomycota, y los

carboxilatos en la Zygomycota (Vala et al., 2006; Haselwandter y Winkelmann, 2007).



Los sideroforos no solamente sirven para suplementar a la planta del hierro necesario para su
correcto desarrollo; sino también, indirectamente la competencia que genera la captacion de
hierro por parte de rizobacterias benéficas juega un papel importante en el control de
microorganismos fitopatdgenos reduciendo el hierro disponible para su crecimiento (Aguado
etal., 2012).

c. Solubilizacion de fosfatos.
Aunque el fésforo no suele escasear en el suelo, las plantas no pueden obtenerlo si no se

encuentra en una forma soluble, por lo que los microorganismos solubilizadores de fosfatos
son de gran importancia. Existen dos procesos diferentes por los cuales algunas PGPR logran
solubilizar los fosfatos que no estan disponibles para las plantas, el primero es la acidificacion
del medio gracias a la produccion de acidos organicos como el acido gluconico, el acido 2-
cetoglucdnico, el acido glicolico, el acido oxalico, el acido propionico, entre otros (Duff y
Webley 1954; Chen et al., 2006; Miller et al, 2010) y la producciéon de enzimas como las

fosfatasas, C-P liasas y fitasas que hidrolizan formas organicas (Vacheron et al., 2013).

4.2.2. Produccion de fitohormonas y otros metabolitos

Una de las principales estrategias por parte de las PGPR es la produccion de diferentes metabolitos y
fitohormonas que regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas, dentro de las fitohormonas que se
han reportado se encuentran las auxinas, giberellinas y citocininas, las cuales juegan un papel
importante en la interaccidn planta-microorganismo. Varios géneros de Actinobacterias se han
reportado con capacidad de producir fitohormonas; por ejemplo, Streptomyces, Micromonospora,
Corynebacterium, Frankia, Mycobacterium, Nocardia, Spirillospora, Micromonospora y Rodococcus
(Tsavkelova et al., 2005; Khamna et al., 2010; Shutsrirung et al., 2013; Singh et al., 2018).

La produccion de citocininas se ha reportado en diferentes especies bacterianas; por ejemplo,
Azospirillum brasilense y Bacillus licheniformis (Cassan et al., 2009; Hussain et al., 2009). Las
citocininas estimulan la division celular, controlan la diferenciacion celular e inducen la proliferacion de
pelos radicales; sin embargo, inhiben la formacion de raices laterales y la elongacion de la raiz
principal (Vacheron et al., 2013). Por otro lado, las giberelinas son importantes también en la
regulacion de la elongacion de la raiz principal (Yaxley et al., 2001), han sido reportadas en diferentes
especies bacterianas como Pseudomonas koreensis (Kang et al., 2020).



Una de las auxinas producidas por bacterias mejor caracterizadas es el acido indol-3-acético (IAA, por
sus siglas en inglés), es una fitohormona importante debido a que controla procesos de crecimiento y
desarrollo esenciales para las plantas; bajas concentraciones de IAA estimula la elongacion de la raiz
principal y altas concentraciones incrementa la cantidad de pelos radicales y aumenta la densidad de

raices laterales, pero afecta la elongacion celular (Gutiérrez et al., 2003; Vacheron et al., 2013).

El IAA es sintetizado a partir de dos vias: 1) dependiente de triptdfano y 2) independiente de triptéfano.
Las bacterias sintetizan el IAA a partir de la via dependiente de triptdfano, y existen 4 rutas principales:
i) mediante el indol-3- piruvato (IPA), ii) mediante la triptamina (TPM), iii) mediante el indol-3-
acetonitrilo (IAN) y iv).- mediante el indol-3-acetamida (IAM), de las cuales, las rutas de sintesis a partir
de indol-3-acetamida y triptamina son las principales utilizadas; sin embargo, existen bacterias que

pueden presentar multiples vias de sintesis (Zhang et al., 2019).

El incremento en la concentracidn de IAA no solamente puede deberse a la sintesis directa por parte
de la bacteria, también puede ser estimulada la sintesis de IAA en la planta de manera indirecta con
ayuda de otros estimulos bacterianos (Vacheron et al., 2013); por ejemplo, a partir de éxido nitrico
(NO), que esta involucrado en la via de sefializacién de auxinas (Molina-Favero et al., 2008) y el 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG) que puede interferir con la via de sefializacion dependiente de auxinas
(Brazelton et al., 2008).

Las fitohormonas no son las unicas moléculas sintetizadas por las bacterias que ayudan a un mejor
desarrollo de las plantas, podemos encontrar diferentes compuestos como los compuestos organicos

volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés), las enzimas y los antibiéticos.

Los VOCs son compuestos lipofilicos derivados de diferentes vias metabdlicas con un bajo peso
molecular (< 300 g mol-") y un bajo punto de ebullicién, se pueden encontrar en forma de alcoholes,
cetonas, compuestos de azufre, furanos y terpenos. Estos compuestos pueden actuar como moléculas

sefial a corta y larga distancias (Fincheira et al., 2018).

Se han reportado diferentes VOCs en diferentes especies bacterianas que pueden llegar a inducir el
crecimiento de las plantas mediante 4 principales mecanismos; i) modulacion de nutrientes; por
ejemplo, Orozco-Mosqueda et al., 2013 reportd evidencia sobre la adquisicion de Fe en M. truncatula
después de la exposicion a volatiles liberados por A. agilis; i) equilibrio hormonal; por ejemplo, Hao et
al, 2016 indicd que plantas de A. thaliana expuestas a volatiles emitidos por una cepa de B.



amyloliquefaciens indujo una expresion diferencial en genes asociados con hormonas vegetales; iii)
modulacion del metabolismo; por ejemplo, Zhang et al., 2007 en plantulas de A. thaliana expuestas a
VOCs de una cepa de B. subtilis encontraron una expresion diferencial de genes asociados con el

metabolismo; y iv) regulacién de la concentracion de azucares (Fincheira et al., 2018).

La sintesis de VOCs depende en gran medida de las condiciones de crecimiento de la bacteria e
inclusive puede depender del medio de cultivo donde se crezca; por ejemplo, el medio RMPVA ha sido
utilizado para potenciar la produccidn de 3-hidroxi-2-butanona y 3-butaneidol (Fincheira et al., 2018).
Algunos ejemplos de diferentes VOCs que se han encontrado en bacterias y que tienen la capacidad
de promover el crecimiento de las plantas son; 2-pentilfurano; dimetilhexadecilamina; 3-hidroxi-2-
butanona; indol; 2-metil-n-1-trideceno y 2, 3-butanodiol (Zou et al., 2010; Velazquez-Becerra et al.,
2011; Ann et al,, 2013; Yu et al., 2013; Park et al., 2015; Yi et al., 2016).

Por otro lado, las enzimas producidas por diferentes microorganismos en el suelo cumplen un papel
bioquimico crucial en la descomposicion de la materia organica, ayudando al reciclado de nutrientes;
por ejemplo, la celulasa, la invertasa y la fitasa (Jog et al., 2016). Ademas, algunas enzimas pueden
controlar el crecimiento de fitopatdgenos; por ejemplo, quitinasas y proteasas que pueden degradar y
romper las paredes celulares de los hongos (Abud et al., 2010; Brzezinska et al., 2013; Suthindhiran
etal., 2014).

Los antibidticos son otras de las estrategias que pueden ayudar a las plantas, controlando a diferentes
fitopatdgenos. Las Actinobacterias son un grupo de bacterias que producen una gran diversidad de
antibidticos, y la mayoria de los que se han descrito hasta el momento pertenecen a este grupo
(Pandey et al., 2018). El género Streptomyces es uno de los mas importantes y desempefia un papel
crucial al inhibir los patogenos vegetales transmitidos por el suelo en la rizosfera (Jog et al., 2016).
Los antibiéticos son uno de los metabolitos secundarios mas importantes producidos por las bacterias
debido a sus aplicaciones y principalmente a su importancia econdmica, algunos antibiéticos
producidos por las Actinobacterias son, por ejemplo, antibiéticos de glicopéptidos, macrélidos,
antibidticos poliénicos, aminoglicosidos, antraciclinas, antibiéticos poliéter, antibidticos glucosidicos,

estreptotricinas y actinomicinas (Pandey et al., 2018).
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4.2.3. Biorremediacion mediada por bacterias

Algunas PGPR ayudan a tolerar diferentes tipos de estrés abidtico, incluyendo la contaminacion por
diferentes compuestos, como por ejemplo los metales pesados. Los metales pesados contaminantes
mas comunmente encontrados son Cd, Cr, Cu, Hg, Pb y Ni'y son una problematica tanto para la salud
humana como para la agricultura (Jing et al., 2007). Existen 3 maneras principales por las que los
metales pesados pueden causar efectos negativos en el crecimiento de las plantas; por el
desplazamiento de otros compuestos esenciales, bloqueo de funciones bioldgicas, y por la
modificacién de la estructura de diferentes proteinas (Ochiai,1995). Las plantas tienen diferentes
estrategias para tolerar el estrés por metales pesados, por ejemplo, el secuestro de metales como
Ag(l), AsO3(-lll), Cd(ll), Co(ll), Cu(ll), Hg(ll), y Ni(ll) que son atrapados por residuos de cisteina,
inactivacion en vacuolas, precipitacion de exudados radicales, reduccion de la absorcion del metal por
la membrana, quelacién del metal por fitolectinas, entre otras estrategias (Meagher, 2000; Gonzélez y
Zapata, 2008). Sin embargo, muchas bacterias tienen diferentes estrategias por las cuales ayudan a
la inactivacion de compuestos toxicos, estas estrategias se enfocan a la inmovilizacion, movilizacion
o transformacién de metales pesados (Tak et al., 2013). Por ejemplo, una cepa de Pseudomonas
maltophilia catalizé la transformacion y precipitacién de diferentes cationes metélicos toxicos y
oxianiones; selenito, telurito, iones mercuricos y acido clorodurico fueron reducidas a sus respectivas

formas elementales (Blake et al., 1993).
4.24. Interaccion bacteria-planta contra factores de estrés abidtico.

A lo largo de la evolucion, las diferentes formas de vida existentes han desarrollado diferentes
estrategias para contrarrestar las condiciones ambientales adversas que puedan interrumpir su
correcto desarrollo o inclusive llevarlos a una muerte inminente. El estrés abidtico hace referencia a
las condiciones ambientales que alteran los procesos fisioldgicos de la planta, algunos ejemplos de
condiciones de estrés abiotico puede ser estrés hidrico, estrés salino, estrés nutricional, estrés
oxidativo y estrés por metales pesados. Cuando hablamos de agricultura, estas condiciones
ambientales adversas se convierten en problemas econémicos de alto impacto; por ejemplo, el estrés
hidrico que siempre ha estado relacionado a la pobreza, causo6 una pérdida econdémica entre 2005 y
2015 de 96 mil millones de dolares y segun datos de la FAO, la sequia fue la causa de un tercio de
las pérdidas globales de produccion agricola (Nufiez y Verbist, 2018).
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Las plantas tienen distintos mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos para contrarrestar
las condiciones de estrés abidtico (Basu et al., 2016); por ejemplo, un gran desarrollo del sistema
radicular y cuticulas gruesas (caracteristicas morfologicas); pérdida de follaje durante épocas de
sequia y capacidad de sobrevivir en estado de anhidrobiosis (caracteristicas fisiologicas); activacion
del sistema antioxidante y produccion de osmolitos compatibles como la glicina betaina, prolina y
algunos azUcares como glucosa o trehalosa (caracteristicas bioquimicas) (Rzedowski, 1968; Yakushiji
et al., 1996; Lutts et al., 1999; Medrano, 2012). Sin embargo, ademas de los mecanismos que las
plantas han desarrollado a lo largo de la evolucién para sobrevivir ante diferentes condiciones
ambientales, la interaccién con diferentes bacterias benéficas ha mostrado ser una excelente

estrategia para potenciar la tolerancia a diferentes tipos de estrés (Dimkpa et al., 2009).

Anteriormente se discutieron mecanismos por los cuales las PGPR ayudan a las plantas a mejorar el
crecimiento y desarrollo, pero estos mecanismos también ayudan indirectamente a las plantas a tolerar
de mejor manera el estrés biotico y abiotico; por ejemplo, la produccion de sideréforos bacterianos
ayuda a la asimilacion de hierro de las plantas pero indirectamente también disminuye la propagacion
de fitopatdgenos debido a la competencia que se genera por el metal (Aguado et al., 2012); por otro
lado, existen mecanismos por los cuales de manera mas directa y especifica pueden ayudar a las

plantas a tolerar diferentes condiciones ambientales, y algunos ejemplos se discutiran a continuacion.

a. Estrés hidrico.
El estrés hidrico puede llegar a ser sumamente agresivo para los cultivos agricolas,

dependiendo de la duracion y severidad del estrés, de manera general lo que sucede es lo
siguiente: primero, se induce el cierre parcial de los estomas debido a que la turgencia de la
célula se afecta; posteriormente, se puede inducir el cierre total de los estomas cuando existe
una sefalizacion mediada por acido abscisico (ABA), esto impide el intercambio de gases,
generando una mayor produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) que afectan la
actividad de carboxilacion en la enzima RuBisCO. Por otro lado, la cadena de transporte de
electrones también es afectada, por lo que se obstruye la sintesis de ATP, disminuyendo el
crecimiento y el desarrollo y finalmente se puede llegar a la muerte de la planta (Farooq et al.,
2009; Lichtfouse et al., 2011).

Diferentes microorganismos de la rizdsfera han demostrado tener la capacidad de ayudar a
tolerar las condiciones de déficit hidrico. Algunas bacterias producen osmolitos compatibles,
que pueden ayudar a contrarrestar la falta de agua, aumentando la osmolaridad
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citoplasmatica; algunos ejemplos de osmoprotectores producidos por bacterias que se han
reportado son la glicina betaina, el acido glutamico, la prolina, y algunos azlcares como la
sacarosa Y la trehalosa (Yuwono et al., 2005).

Existen genes implicados en la respuesta a estrés abiotico que se regulan de manera
diferencial en las plantas como mecanismo de defensa ante diferentes condiciones
ambientales, tal es el caso del factor de transcripcion DREB (Dehydration-responsive element
binding, por sus siglas en inglés). Su regulacion positiva a nivel transcripcional ha demostrado
ser importante para tolerar diferentes condiciones de estrés (Tiwari et al., 2016; Jan et al.,
2017). Se ha reportado que diferentes bacterias benéficas regulan de manera positiva al gen
DREB ayudando a aliviar las condiciones de estrés hidrico (Tiwari et al. 2017; Vaishnav y
Choudhary, 2019). Algunos otros ejemplos de genes que son regulados de manera diferencial
en las plantas inoculadas con bacterias benéficas son PIPs y TIPs (acuaporinas implicadas
en el transporte de agua), LEA (Late embryogenesis abundant) y CTR1 (constitutive triple
response1), el cual es un regulador de la via de sefializaciéon del etileno que modula los
cambios relacionados con el estrés en las plantas (Tiwari et al., 2017; Barnawal et al., 2017;
Vaishnav y Choudhary, 2019).

Uno de los principales mecanismos que implementan las plantas ante el estrés hidrico es la
acumulacion de ABA que ayuda a mantener el contenido de agua mediante un cierre
estomatico, se ha demostrado que cepas bacterianas tienen la capacidad de potenciar la
acumulacion de ABA en la planta durante el estrés hidrico ayudando a mejorar el contenido
de agua (Park et al., 2017; Vaishnav y Choudhary, 2019). Ademas, se han encontrado
bacterias que tienen la capacidad de producir precursores de ABA; por ejemplo, Gowtham et
al., 2020 reportd que una cepa de Bacillus marisflavi con la capacidad de producir xantoxina
y acido xantoxico.

En las secciones anteriores se describieron varias estrategias por las que el crecimiento y
desarrollo de las plantas es estimulado por las PGPR, algunas, tenian un efecto sobre la
arquitectura de la raiz como es el caso de diferentes fitohormonas. La arquitectura de la raiz
es importante en condiciones de estrés hidrico; por ejemplo, en el caso de bacterias
productoras de |IAA, generan un aumento en la densidad de raices laterales y una mayor
cantidad de pelos radicales por lo que generan una mayor area de contacto para optimizar la

captacion de agua (Vacheron et al., 2013; Maurel y Nacry, 2020).
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b. Estrés salino.
El estrés salino es otra problemética para la agricultura a nivel mundial, la cual ha ido

aumentando a través de los afios, generando perdida en rendimientos de cultivo. El estrés
salino se refiere a una cantidad elevada en sales que provoca un efecto tdxico y una
disminucion en el potencial osmético del suelo causado principalmente por cloruros y sulfatos
de Na*, Ca 2*, y Mg 2* (por ejemplo, Na2SOs, MgSO4, CaSO4, MgCl2, Na2COs y la principal
causa de suelos salinos, el NaCl), la acumulacién de estas sales en los suelos es provocada
en gran parte por un mal riego y un drenaje inadecuado (McWilliam, 1986; Forni et al., 2017).
La respuesta inicial que tienen las plantas ante el estrés salino es muy parecida a la que se
da en estrés hidrico ya que en primer lugar desencadena un déficit hidrico
independientemente de la concentracion de sales en los brotes, por lo que la acumulacion de
ABA es de las primeras respuestas que realiza la planta; sin embargo, ademas de esto, se
ocasiona un efecto toxico por parte del Na* y Cl- que puede causar necrosis y senescencia
temprana de hojas, un desbalance nutricional debido a que la entrada de sales compite con
la entrada de otros minerales como K*, Ca2*, y Mn?* y un incremento en la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (Piedra y Cepero, 2013; Aimeida et al., 2017).

La entrada y salida de sales esta regulada por bombas, transportadores y canales que en su
conjunto mantienen la homeostasis ionica. El principal objetivo de estas proteinas de
membrana frente al estrés salino es mantener una alta relacion de K*/Na* en el citosol ya que
el Na* compite con el K* en multiples procesos metabdlicos, por lo que la expresidn y actividad
de estas proteinas de membrana debe estar sumamente regulada en estas condiciones de
estrés (Leidi y Pardo, 2002).

Existen transportadores encargados del influjo del potasio; por ejemplo, los transportadores
KCO, KUP/HAK/KT y HKT (Véry y Sentenac, 2003); sin embargo, en condiciones de estrés
salino la alta afinidad que tienen por el K* se puede ver afectada (Leidi y Pardo, 2002). Otros
transportadores se encargan de almacenar Na* en la vacuola para disminuir su concentracion
en el citosol; por ejemplo, NHX; y algunos transportadores ayudan a disminuir el flujo excesivo
de sodio al xilema evitando la acumulacion de sales en los brotes; por ejemplo, HKT1. Por
otro lado, la principal estrategia que tienen las plantas para disminuir la entrada de sodio a la
raiz es su expulsion, la cual se da por medio de transportadores como SOS1 (Salt overly

sensitive 1), muchos de estos transportadores necesitan de un gradiente electroquimico por
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lo que diferentes ATPasas tanto en membrana plasmatica como en tonoplasto son
importantes (Almeida et al., 2017).

Se han propuesto diferentes estrategias por medio de las cuales las PGPR ayudan a tolerar
el estrés salino, en primer lugar, las estrategias que mejoran el crecimiento de las plantas,
como la produccion de diferentes fitohormonas, la disminucién de altos niveles de etileno
(gracias a la actividad ACC deaminasa) y la mejora en la asimilacién de nutrientes (Dimkpa
etal., 2009; Forni et al., 2017). En multiples trabajos se ha relacionado la tolerancia al estrés
hidrico y salino de diferentes cultivos con cepas bacterianas productoras de IAA y citocininas,
asi como a la actividad ACC deaminasa (Egamberdieva et al., 2009; Xu et al., 2012;
Egamberdieva et al., 2015; Forni et al., 2017; Cheng et al., 2007; Aamir et al., 2013; Zafar et
al., 2014; Han et al., 2015).

A nivel transcripcional, se han reportado bacterias benéficas que modifican la expresion de
genes relacionados a la tolerancia al estrés salino; por ejemplo, Bharti et al., 2016 correlaciond
la tolerancia de plantas de trigo inoculadas con Dietzia natronolimnaea con la expresion de
genes como TaST (T. aestivum salt-tolerant, un gen inducido por sales encargado de
mantener la relacién K*/Na*), genes involucrados en cascadas de sefializacién del ABA
(ABARE y OPR1), genes implicados en la homeostasis del Na* como SOS1, SOS4 (Salt overly
sensitive 4, el cual codifica a una piridoxal quinasa y ademas regula la homeostasis de Na*y
K*) y NHX1 (sodium/hidrogen exchanger 1), genes de distintas enzimas antioxidantes como
APX (ascorbato peroxidada), MnSOD (manganeso superoxido dismutasa), CAT (catalasa),

POD (peroxidasa), GPX (glutation peroxidasa) y GR (glutation reductasa).

Estrés oxidativo.
Las especies reactivas de oxigeno son moléculas sefial de gran importancia en multiples

procesos regulatorios; sin embargo, cuando el equilibrio redox es afectado, estas ROS se
convierten en moléculas dafinas para la célula. Cuando existe una sobre produccién de ROS
y un desequilibrio en el sistema antioxidante comienza el estrés oxidativo, el cual afecta
principalmente a macromoléculas como lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos
nucleicos (Calderén-Pefia et al., 2019).

Varias ROS se producen como consecuencia del metabolismo celular; por ejemplo, el radical
superoxido (02, generado por el fotosistema | y en la membrana plasmatica por NADPH

oxidasas), el peroxido de hidrogeno (H202, generado en el peroxisoma por la superoxido
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dismutasa), el radical hidroxilo (HO*, producido por medio de reacciones de Fenton a partir de
H20>) y el oxigeno singlete (O, se puede llegar a producir en fotosistema 1) (Mgaller et al.,
2007).

El estrés oxidativo es generalmente una consecuencia de otros tipos de estrés (biotico y
abidtico), por lo que la activacién del sistema antioxidante es esencial para la tolerancia ante
estas condiciones de estrés (Moran et al., 1994; Yang et al., 2004 Mgller et al., 2007; Ramirez-
Serrano et al., 2008; Masood et al., 2012). Diferentes bacterias tienen la capacidad de
potenciar la activacion del sistema antioxidante bajo diferentes condiciones ambientales; por
ejemplo, Mukherjee et al., 2018, report6 un consorcio de endofitos que aumentaron la defensa
antioxidante de Solanum nigrum en condiciones altas de arsénico, la actividad de enzimas
como GR, POD y APX incrementd en las plantas inoculadas con los consorsios bacterianos
en raiz y/u hojas. Bharti et al., (2016), reportd que Dietzia natronolimnaea potencié la
expresion de genes de distintas enzimas antioxidantes (APX, MnSOD, CAT, POD, GPXy GR)
en plantas de trigo sometidas a estrés salino. Tiepo et al., 2020 report6 la inoculacion de
Azospirillum brasilense y Bacillus sp. en Cecropia pachystachyay Cariniana estrellensis en

condiciones de estrés hidrico encontrando una mayor actividad de APX, SOD y/o POD.

4.2.5. Interaccion bacteria-planta contra factores de estrés biético.

Las plantas siempre han estado expuestas a factores de estrés bidtico, debido a la existencia de
diversos fitopatdgenos, por lo cual, han desarrollado a lo largo de la evolucién un sistema de defensa
para contrarestar estos ataques, se conocen dos respuestas sistémicas por las cuales las plantas
adquieren inmunidad ante diferentes fitopatogenos, i) la resistencia sistémica adquirida (SAR, inducida
por diferentes patdgenos como hongos, virus, bacterias e insectos) y ii) la resistencia sistémica
inducida (ISR, inducida por medio de bacterias no patégenas) (Camarena-Gutiérrez et al., 2007;
Pieterse et al., 2008).

La inmunidad innata de las plantas es mediada ya sea por medio de PAMPs (patrones moleculares
asociados a patdgenos), o por medio de efectores. La inmunidad mediada por PAMPs (PTl), se basa
en el reconocimiento de moléculas que forman parte de microorganismos patégenos y no patégenos
por medio de receptores de reconocimeinto de patrones (PRRs); sin embargo, muchos

microorganismos han desarrollado la habilidad de esquivar la PTI por medio de efectores que
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intervienen en este reconocimiento, por lo que las plantas también han desarrollado la inmunidad
mediada por efectores (ETI) la cual se basa en el reconocimiento directo o indirecto de estas moléculas
efectoras (De Vleesschauwer y Hofte, 2009). Tanto PTI como ETI pueden provocar SAR; sin embargo,

SAR es principalmente inducida por ETI (Mishina y Zeier, 2007).

Se ha observado, que el ataque de algun patogeno al cual la planta sobrevive, ‘inmuniza” a la planta
y la prepara contra ataques posteriores de dicho patdgeno, esta capacidad de repeler ataques
subsecuentes de patogenos se le llama resistencia sistémica adquirida (SAR) (Camarena-Gutiérrez
et al., 2007). En la SAR, después que se reconoce un fitopatdgeno, se genera una muerte celular
programada asociada a la restriccion del crecimiento del fitopatdgeno la cual se llama respuesta
hipersensible (RH) (Sanzon y Zavaleta, 2011). En las células adyacentes al sitio donde se llevd acabo
la RH comienza una respuesta local que permite un engrosamiento de las paredes celulares debido a
la incorporacion de lignina, deposicion de callosa y sintesis de fitolexinas. Por otro lado, a distancia,
las células no infectadas inducen la sintesis de proteinas asociadas a la patogénesis (proteinas PR)
(Camarena-Gutiérrez et al, 2007). Las proteinas PR desempefian un papel importante contra
diferentes fitopatdégenos gracias a que pueden tener una actividad glucanasa, quitinasa, o ser

inhibidores de proteinasa (Kauffmann et al., 1987; Legrand et al., 1987; Richardson et al., 1987).

Por otro lado, existe una respuesta sistémica mediada por bacterias no patdgenas, conocida como
resistencia sistémica inducida (ISR). La principal diferencia entre ambas respuestas sistémicas es que
ISR es regulada por las vias del acido jasménico y el etileno, mientras que la SAR es dependiente de
la via del &cido salicilico. Estas vias se pueden considerar vias antagénicas (Camarena-Gutiérrez et
al., 2007); sin embargo, pueden existir una comunicacion cruzada entre ambas respuestas sistémicas
(Pieterse et al., 2008).

En la sefalizacidn regulada por etileno participan receptores que sensan a dicha molécula, estos son
capaces de activar cascadas de sefializacion de proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK),
cuya sefial es transmitida al gen insensitivo a etileno-2 (EIN2) y esto provoca la acumulacion del factor
de transcripcion del gen insensitivo a etileno-3 (EIN3) y promueve al factor de transcripcion de
respuesta a etileno (ERF1), el cual regula la expresion génica en respuesta a patdgenos; por otro lado,
en la sefializacion por jasmonatos, se activa la expresion de genes de defensa en plantas; por ejemplo,

el gen de la proteina insensible a la coronatina (COI1) que es un regulador central de la via de
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sefalizacion del acido jasmonico y se requiere para las respuestas de defensa de las plantas

(Samaniego et al., 2017).

Existen diferentes moléculas inductoras que son reconocidas para la activacion de ISR; por ejemplo,
lipopolisacaridos, biosurfactantes, lactonas N-acil-homoserina, bencilaminas N alquiladas,
antibioticos, exopolisacaridos y uno de los principales PAMPs que se ha estudiado en la activacion de
ISR, la flagelina (De Vleesschauwer y Hofte, 2009). Los primeros trabajos acerca de ISR se realizaron
en plantas dicotileddneas en interaccion con bacterias de los géneros Pseudomonas y Serratia (Van
Loon et al.,1998), y con el paso del tiempo se han reportado ya una gran cantidad de géneros
bacterianos con capacidad de generar ISR; por ejemplo, bacterias del género Bacillus, Paenibacillus,
Azotobacter, Azospirillum, Lysobacter, y diferentes Actinobacterias enddfitas (Kloepper et al., 2004;
Conn etal., 2008; Phi et al., 2010; Zagier y Alfadhal, 2017; Kusajima et al., 2018; Laborda et al., 2020).

4.3. Generalidades de las Actinobacterias.

De los distintos Phyla de bacterias existentes, las Actinobacterias constituyen uno de los grupos mas
diversos del dominio Bacteria. Las Actinobacterias son bacterias filamentosas que morfolégicamente
son parecidas a hongos, de ahi su nombre “Actinomicetes” que significa “hongo en forma de rayo de
sol”. Son bacterias Gram positivas con un alto contenido de G y C en su DNA, de las cuales pueden
encontrarse diferentes estilos de vida; desde terrestres hasta marinos, siendo habitantes del suelo,
patdgenos, simbiontes 0 comensales de plantas y animales (Ventura et al., 2007; Goodfellow et al.,
2012). La mayoria son bacterias heterotrofas aerobias, pero también las hay anaerébias, y el tamafio
de la poblacion bacteriana depende principalmente del tipo del suelo, del contenido de materia
orgénica y del pH del medio ambiente (Franco-Correa, 2009; Ortiz et al., 2016). Una de las
caracteristicas mas curiosas es su olor a tierra mojada debido a la produccion de geosmina (Gerber
etal, 1979).

La clasificacion de las actinobacterias ha ido evolucionando a través del tiempo, encontrandose un
sinfin de técnicas para su identificacion. Por ejemplo, métodos basados en quimiotaxonomia (analisis
de los componentes de la pared celular), caracteristicas fenotipicas, y métodos moleculares.
Diferentes genes como 23S, RpoB, RecA, DnaK, GrpE, GyrB, GroEL, YchF, RpoB, y SecY han sido
utilizados para realizar relaciones filogenéticas; sin embargo, el gen 16S del rRNA bacteriano es el

mas utilizado para realizar taxonomia molécular de Actinobacterias (Ventura et al, 2007,
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Mohammadipanah y Dehhaghi, 2017). El Phylum Actinobacteria estd compuesto por 6 clases
(Rubrobacteria, Thermoleophilia, Coriobacteriia, Acidimicrobiia, Nitriliruptoria, y Actinobacteria), 5
subclases, 6 ordenes, 14 subordenes; y mientras 43 familias se encuentran dentro de la clase
Actinobacteria, las otras 10 familias se encuentran distribuidas en las otras 5 clases
(Mohammadipanah y Dehhaghi, 2017).

El crecimiento actinobacteriano es lento, se observa en medio sélido alrededor de los 3 a 4 dias; sin
embargo, el micelio maduro y la esporulacion se da entre los 7 a 14 dias de crecimiento y para algunas
cepas hasta mas de 1 mes de incubacion (Correa, 2008). Las Actinobacerias neutrofilicas crecen en
rangos de pH de 5 a 9 (6.5 a 8 es el dptimo), mientras que las aciddfilas entre 1.8 y 4; por otro lado,
las Actinobacterias que crecen en condiciones alcalinas crecen en un pH de entre 6y 11; para el caso
de las condiciones de temperatura, la mayoria de las Actinobacterias crecen entre 25 a 35°C (aunque
se han descrito Actinobacterias psicrofilas que crecen entre 0 y 20°C y Actinobacterias terméfilas

obligadas que pueden llegar a crecer entre 60 a 70°C) (Mohammadipanah y Dehhaghi, 2017).

El grupo de las Actinobacterias destaca por su gran importancia a nivel ecoldgico, ocupando entre el
10% vy el 33% de la comunidad bacteriana total presente en el suelo, siendo los géneros Streptomyces
y Nocardia los més abundantes (Pandey et al., 2018). Por otro lado, fuera de su papel ecoldgico, su
importancia biotecnologica también es grande; ya que, alrededor del 61% de los metabolitos
microbianos activos se han extraido de este Phylum de bacterias y tienen un futuro prometedor en el

descubrimiento de nuevos metabolitos (Singh et al., 2018).

De los metabolitos secundarios de mayor importancia que se han extraido de las Actinobacterias,
estan los antibioticos, constituyendo mas del 70% de los antibiéticos descubiertos hasta el momento
en este grupo de bacterias. (Pandey et al., 2018). Una gran variedad de actinobacterias tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos, producir sideréforos y fitohormonas, fijar nitrdgeno y muchas tienen
la capacidad de biodegradar contaminantes como hidrocarburos y metales pesados (Yandigeri et al.,
2012; Saif et al., 2014; Pandey et al., 2018). Todas estas caracteristicas de las Actinobacterias, como
ya se describid en secciones previas, confieren ventajas a las plantas que interactiian con estas
bacterias mejorando su desarrollo, salud fotosintética, y tolerancia a estrés bidtico y abiético. Por lo
anterior, es facil imaginar las aplicaciones que llegan a tener en la agricultura, utilizandose como

biocontroladores, biofertilizantes y biorremediadores.
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4.4. Biofertilizantes.

La historia del consumo de los fertilizantes en México funge como uno de los principales antecedentes
del presente trabajo, debido a que el objetivo final de caracterizar PGPRs es el utilizarlas en algun
bioinoculante; ademas, es importante considerar la importancia que tienen este tipo de trabajos en el
sector agricola. La crisis en el sector agricola de México fue en gran parte generada a partir de
problematicas econdmicas que rodean al consumo de los fertilizantes quimicos. El impacto negativo
generado en este sector de la economia es debido a diferentes eventos histéricos que se iran
discutiendo a continuacion, crearon una necesidad para la busqueda de alternativas que pudieran
remplazar los fertilizantes quimicos. Muchos de estos hechos contribuyeron a que se pusiera gran
atencion en estudios relacionados a los bioinoculantes y a ser extensivamente utilizados en México a
partir de 1999.

4.4.1. Lahistoria del consumo de fertilizantes en México y el mundo.

De los primeros biofertilizantes que se conocen datan del 287 a.C., Teofrasto sugeria mezclar el suelo
donde se habian cultivado leguminosas para proporcionar fuerza a otras plantas, y para el siglo XVIlI
antes de que el término micorriza existiera, ya se utilizaba la inoculacién de hongos en plantulas de
encino para la produccion de trufas (Grageda et al., 2012). Sin embargo, no fue hasta 1895 en que se
registré la primera patente por Nobbe y Hiltner para la inoculacion del género Rhizobium spp., el cual

comercialmente llamaron “Nitragin” (Hirsch y Spokes, 1988).

La urbanizacion demandé una gran cantidad de productos agricolas; sin embargo, la principal solucién
a esta problematica no fueron los biofertilizantes, sino los fertilizantes quimicos que se comenzaron a
fabricar extensivamente desde 1950 y desde entonces la agricultura es altamente dependiente de su

consumo (Grageda et al., 2012; Aguado et al., 2012).

En 1970 se generd una crisis energética, que terminé por afectar el consumo de todos los derivados
del petréleo, incluyendo los fertilizantes quimicos y los estudios relacionados a biofertilizantes
avanzaron en varios paises; sin embargo, en México se puso mayor énfasis en el estudio de los
bioinoculantes hasta que fue afectada la produccién interna de los fertilizantes quimicos. México era
un exportador competitivo a nivel mundial de fertilizantes quimicos y contaba con las mejores
tecnologias de su época hasta 1970; por lo tanto, el gobierno federal tenia la capacidad de ofrecer
diferentes apoyos al sector agricola (Avila, 2001; Grageda et al., 2012).
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Pero entonces, ¢como fue que la agricultura en México se vio afectada por la baja en el consumo de
fertilizantes si era uno de los paises exportadores mas competitivos del principal insumo agricola? De
los afios de 1987 a 1997, fue el tiempo donde se dan las principales problematicas que afectaron el

consumo de fertilizantes en México.

En 1987, México sufrié una sobrevaluacién del peso mexicano respecto al délar estadounidense, esto
estimulé las importaciones e inhibi6 las exportaciones, desembocando en una menor produccion
nacional de fertilizantes, encareciendo los fertilizantes producidos internamente e inclinandose a favor

del consumo de fertilizantes importados (Diaz, 1994; Avila, 2001).

La dificultad de importar fertilizantes en México antes de 1990 era debido principalmente a los
complejos requisitos necesarios para tramitar permisos y a los altos costos de aranceles; sin embargo,
los agricultores recibian algunos apoyos para disponer de ellos; por ejemplo, el subsidio sobre precios
de fertilizantes. En 1990, incrementd el gas natural y el amoniaco, el gobierno federal vendio6 a la
iniciativa privada el sistema de produccion y distribucion de fertilizantes, asi como también se retiré la
mayoria de los subsidios y en 1992 Fertimex se privatizd; y aunque la politica de apertura comercial a
nivel internacional elimind los permisos necesarios de importacién de muchos productos (incluyendo
fertilizantes); esto caus6 una problematica en el consumo de los fertilizantes, principalmente en los

productos fabricados en México (Avila, 2001; Grageda et al., 2012).

Finalmente, los biofertilizantes comenzaron a ser utilizados extensivamente en México a partir de 1999
en diferentes cultivos de interés comercial por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y se siguen incrementando la busqueda de nuevas bacterias

potenciales para desarrollar nuevos bioinoculantes (Garza et al., 2003).

Como conclusion, diferentes eventos historicos generaron un encarecimiento de los fertilizantes
quimicos en México, una disminucién en su consumo y, por lo tanto, se generd una reduccion en la
productividad agricola, asi como una pérdida en las ganancias para el agricultor; por lo tanto, los
agricultores se vieron obligados a adoptar otras alternativas tecnoldgicas para amortiguar los efectos

negativos generados en la productividad.
44.2. Fertilizantes quimicos.

Otro tema importante para tratar que antecede a todos los trabajos enfocados a la busqueda de

microorganismos que potencien el crecimiento de plantas, son las problematicas ecoldgicas del uso
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de fertilizantes quimicos, que nos deja ver claramente la importancia de estas lineas de investigacion
para enfoques sustentables. Como ya se menciond, los fertilizantes han sido utilizados
desmesuradamente desde 1950; sin embargo, no fue hasta 50 afios después que se puso atencion
en los posibles efectos negativos sobre el ambiente. Los fertilizantes quimicos cominmente utilizados
son los nitrogenados y fosfatados; cada uno de ellos puede afectar de distintas formas el medio

ambiente como se discutira a continuacion.

El nitrbgeno es un nutriente muy importante que se adiciona en la mayoria de los cultivos agricolas
para asegurar mayor produccion y calidad. Los fertilizantes nitrogenados son los més utilizados a nivel
mundial; y se aplican en forma de amoniaco, que es generado industrialmente por la técnica Haber-
Bosch; esta técnica ha sido de suma importancia a lo largo de la historia para poder abastecer la
creciente demanda de alimentos (Smil, 2001; Stewart et al., 2005). Sin embargo, gran parte del
nitrbgeno que se utiliza para fertilizar se pierde en el ambiente ya sea por dinitrificacidn o lixiviacion
(Erisman et al., 2008; G. Katz, 2019).

Las emisiones de nitrdgeno reactivo han incrementado con el paso de los afios en la atmésfera (Vgr.
NO y NHs), muchas veces estos compuestos son depositados en ecosistemas terrestres que por
naturaleza carecen de nitrogeno, esta fertilizacion accidental pude llevar a una pérdida de
biodiversidad (Erisman et al., 2008). Por otro lado, similar a esto, cuando diferentes nitratos son
arrastrados a ecosistemas costeros pueden promover la generacion de algas que afectan la vida de

muchas especies circundantes (Camargo, 2007).

La lixiviacion puede arrastrar los nitratos directamente a mantos acuiferos y esto puede causar
acidificacion del agua, ademas puede llegar a ser perjudicial para los animales (incluyendo a los
humanos) que se abastecen del agua contaminada con nitratos y nitritos; altos niveles nitratos pueden
llegar a ser mucho mas graves para los lactantes llegando a causar metahemoglobinemia, por lo que
elconsumo de fertilizantes debe ser bien controlado (Camargo, 2007; Basulto et al., 2014). Segun la
organizacion mundial de la salud, valores superiores de 50 mg/L de nitratos y arriba de 3 mg/L de
nitritos pueden ser perjudiciales para la salud humana (WHO, 2008).

Los fertilizantes fosfatados son menos utilizados que los nitrogenados; sin embargo, su generacion
puede llegar a ser una fuente potencial de contaminacién, ya que algunos residuos de su fabricacion
como el fosfoyeso puede contener As, Se, Cd, Pb, Cr, Ni, Hg, U, Cu, y/o Zn por lo que las propiedades

de este subproducto deben anlizarse para su aprovechamiento y evitar contaminacion (Al-Masri et al.,
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2004; Jacomino et al 2009). Muchos de estos elementos traza persisten como impurezas en los
fertilizantes fosfatados comerciales, y al ser utilizados en un tiempo prolongado pueden llegar a
acumularse en los suelos; sin embargo, dificimente alcanzan niveles superiores a la norma, pero es
algo que se debe controlar para que no suceda (Zubillaga et al., 2002). Ademas, la aplicacidn exceciva
de fertilizantes fosfatados puede afectar inclusive la microbiota de los mismos cultivos, por ejemplo,
reduciendo el funcionamiento micorrizico para la absorcién de Zn (Lambert et al., 1979). Por lo anterior
es necesario buscar alternativas para la disminucion del uso de fertilizantes quimicos y buscar un

equilibrio sustentable en su uso.

4.4.3. Tipos de biofertilizantes.

Un biofertilizante es un producto que contiene microorganismos y que al ser inoculados pueden vivir
en simbiosis con la planta y proporcionar diferentes estrategias benéficas que ayudan a su crecimiento,
desarrollo y tolerancia a diferentes tipos de estrés (Vessey, 2003). Los microrganismos que se han
caracterizado con capacidad de entablar una interaccion benéfica con las plantas y realizar

biofertilizantes son los hongos y las bacterias.

Los biofertilizantes compuestos a partir de hongos se basan en la dependencia que tienen las
plantas a las relaciones micorrizicas (Varma, 2012). Las micorrizas mantienen un sistema de reciclaje
de nutrientes y ayudan a dar estructura y estabilidad al suelo por medio de la formacién de micelio y
sustancias adherentes; estas caracteristicas ayudan no solo a evitar que la planta carezca de
nutrientes, sino también, contrarresta los efectos de erosion del suelo y ayudan a una menor necesidad

de fertilizantes quimicos (Lozano et al., 2015).

Algunas de las ventajas nutricionales que proporcionan los hongos micorrizicos a las plantas son: el
reciclaje de nutrientes, la solubilizacién de algunos minerales no asimilables por las plantas como los
fosfatos, incrementan el &rea de superficie para la captacion de nutrientes ya que el micelio de las
micorrizas actla como una extension de las raices, y algunos otros hongos no micorrizicos también
tienen la capacidad de producir diferentes reguladores de crecimiento de plantas, ademéas de que
muchos tienen la capacidad antagdnica contra patégenos (Cardoso et al., 2003; Cardoso y Kuyper,
2006; Grageda et al., 2012). Muchas de estas caracteristicas son similares a las proporcionadas por
los biofertilizantes compuestos a partir de bacterias, y que ademas ya se mencionaron con mayor

detalle en la introduccion.
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Los biofertilizantes comerciales mas importantes a nivel mundial estan compuestos principalmente por
micorrizas, Rhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas'y Trichoderma;, y en México,

son generados mayoritariamente por el INIFAP (Grageda et al., 2012; Aguado y Moreno, 2012).

Particularmente para México, se comienzd a adoptar la tecnologia de los biofertilizantes por medio del
‘programa de Validacion de Biofertilizantes” en 1999, apoyado por el Gobierno Federal y el INIFAP.
En este programa se comenzaron a utilizar fertilizantes constituidos por los géneros Rhizobium y
Azospirillum y por esa razon son los géneros mas altamente evaluados en México. Otra de las lineas
de investigacion del INIFAP con las que se comenzo, es el desarrollo de fertilizantes con micorrizas,
en donde se logrd la produccion de alrededor de 600 000 kg de micorriza anuales y finalmente el
INIFAP se enfoco también a la busqueda de nuevos microorganismos promotores de crecimiento en
diferentes zonas agroecologicas del pais (Aguado y Moreno, 2012). Diferentes biofertilizantes
bacterianos se han comercializado y han tenido gran éxito. El biofertilizante bacteriano “INI2709”
realizado por INIFAP a partir de diferentes cepas de Pseudomonas es un ejemplo, este ha demostrado
efectos positivos en diferentes cultivos de interés comercial y en maiz de temporal demostr6 reducir
la necesidad de dosis de fertilizantes quimicos en un 50% (Aguado et al., 2009; Aguado y Moreno,
2012).

Existen infinidad de ejemplos de bioinoculantes exitosos en diferentes especies de plantas que se han
descrito con potencial para realizar biofertilizantes comerciales. En frijol, Aguirre et al., 2005,
documentd un incremento en materia seca con ayuda de la inoculacién de Rhizobium etli, Azospirillum
brasiliense y Glomus intraradices en condiciones de estrés hidrico. Angulo et al., 2014 identificaron y
caracterizaron diferentes cepas aisladas (de los géneros Arthrobacter, Lysinibacillus, Rahnella y
Bacillus) de Eucalyptus nitens con capacidad de producir acido indolacético (AlA), solubilizar fosfato y
expresar la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa y ayudaron a la promocion de
crecimiento de la misma planta en invernadero. Diferentes cepas del género Streptomyces, fueron
propuestas por Condori et al., 2019, como candidatos para ser utilizados como agentes de
biofertilizacion en cultivos de ajos, por las diferentes ventajas proporcionadas a las plantas como la
fijacion de nitrogeno y solubilizacion de fosfatos.

Una gran cantidad de biofertilizantes se han comercializado, y los ejemplos de trabajos relacionados
a la busqueda, identificacion y caracterizacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal son

interminables. Sin embargo, aunque existan ya caracterizados diferentes microorganismos benéficos
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para las plantas; siempre es importante optimizar y/o realizar nuevos biofertilizantes que mejoren la
calidad de los cultivos con una menor necesidad de fertilizantes quimicos. Ademas, es importante
tomar en cuenta que existen diversos factores (fisicos, quimicos y ambientales) por los cuales los
microorganismos pueden llegar a fracasar en el desarrollo de la simbiosis con la planta, por lo que se
necesitan mas alternativas que puedan utilizarse en diferentes condiciones (Grageda et al., 2012). En
el presente trabajo nos enfocamos a la busqueda de bacterias que estan adaptadas a condiciones de

baja disponibilidad de agua y por tanto, pudieran ejercer una tolerancia al estrés hidrico.

4.5. Arabidopsis thaliana, un organismo modelo para la

caracterizacion de PGPR.

La caracterizacion de PGPRs lleva en un futuro a la elaboracion de bioinoculantes, y para ello, se
utilizan diferentes cultivos de importancia econémica para analizar la interaccion y sus beneficios; por
ejemplo, en maiz y arroz (Gholami et al., 2009; Ashrafuzzaman et al., 2009). Sin embargo, muchos
trabajos tambien se enfocan en investigar la interaccion de PGPRs con plantas consideradas
organismos modelo, como e el caso de A. thaliana (Rahmoune et al., 2017; Agarwal et al., 2019). Para
el caso particular de las Actinobcterias se han publicado recientemente muchos trabajos enfocados a
la busqueda de bacterias benéficas, tanto en cultivos de interés comercial como en A. thaliana (Sathya
et al., 2017; Liu et al., 2018; Worsley et al., 2020; Qi et al., 2021). La ventaja de realizar este tipo de

trabajos en A. thaliana es la alta caracterizacion que se tiene de la planta.

Arabidopsis thaliana es el organismo modelo mejor investigado en biologia vegetal, es una planta
pequefia con un periodo de vida muy corto, una sencilla y alta produccion de semilla, principales
razones para ser considerada organismo modelo (Koornneef y Meinke, 2010); A. thaliana, como en
cualquier tipo de maleza, no tiene ninguna importancia agronémica y no fue mas que un organismo
insignificante durante mucho tiempo incluyendo en el ramo de la ciencia (Leonelli, 2007). El primer
trabajo experimental con A. thaliana fue en 1907 por Friedrich Laibach y ademéas en 1943, Laibach
presentd un caso claro de la facilidad de A. thaliana para estudios genéticos (Rédei, 1992; Koornneef
y Meinke, 2010). Sin embargo, hasta finales de 1970 fue que esta planta tomd més atencion en el area
experimental y con el paso del tiempo fue tomando fuerza hasta la actualidad, lograndose en mayor

medida la comprensién de diferentes procesos; por ejemplo, una mejor comprension de los
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mecanismos moleculares para la floracion y el desarrollo de las raices, la recepcion de la luz, el

metabolismo y la resistencia a las enfermedades (Leonelli, 2007).

Los estudios de interaccion planta—microorganismo realizados en A. thaliana son abundantes, y
especificamente hablando de la caracterizaciéon en interaccién con PGPRs ha sido utilizado, en
especial en los ultimos afios; ya que, ademas de ser de facil manejo en el laboratorio, es muy util
gracias a la existencia de diferentes lineas reporteras y mutantes que se han utilizado para este tipo
de estudios, y todo gracias a la comprension que se tiene de A. thaliana. Por ejemplo, |a linea reportera
DR5::GUS la cual induce la expresion de la enzima B-glucuronidasa en presencia de auxinas, ayuda
a evaluar la presencia de esta fitohormona en tejidos de plantas (Ulmasov et al., 1997), por lo que es
posible ver espcio temporalmente la produccién de auxinas en presencia de una interaccion con una
PGPR; de manera similar otras lineas reporteras ayudan a evaluar otros parametros; como TIR1::GUS
que muestra la expresion espacio temporal del receptor TIR1 (Greay et al., 1999); CyCB1;1::GUS el
cual un indicador de proliferacion celular, que indica de manera puntual los sitios de division celular en
la raiz (Colén-Carmona et al. 1999), la linea mutante rhd6 es otro ejemplo, esta tiene un defecto en la
diferenciacion celular del pelo radical, y el fenotipo se restaura con aplicacion de auxinas (Masucci y
Schiefelbein 1994), por lo que es de ayuda para identificar PGPR productoras de auxinas. Multiples
trabajos han utilizado alguna de estas lineas reporteras y/o mutantes o inclusive otras que no se
mencionan para caracterizar la interaccion de A. thaliana con alguna PGPR (Ortiz-Castro et al., 2019;
Lee et al., 2020; Méndez-Gomez et al., 2020; Jiménez-Vazquez et al., 2020; Méndez-Gémez et al.,
2021).

Por lo anterior, el uso de este organismo modelo es interesante para la caracterizacion de PGPRs y
se decidié utilizar A. thaliana en el presente trabajo, sin dejar atras el utilizar alguna especie de interés
comercial, ya que siempre es el objetivo final, en este caso se utilizé la variedad criolla de maiz

cacahuazintle para algunos experimentos.
4.6. Zeamays L.

El maiz, ademas de ser muy importante social y culturalmente hablando, es el alimento basico en
México, principalmente consumido en forma de tortilla, el maiz representa la mitad del volumen total
de alimentos consumidos cada afio, proporciona cerca de la mitad de las calorias y la tercera parte de
las proteinas consumidas por la poblacion mexicana (Massieu y Lechuga, 2002). La demanda del maiz
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va en aumento y es debido a que muchos productos alimenticios para consumo humano y pecuario
dependen del maiz para su elaboracion (mas de 4 mil productos); por ejemplo, harina de maiz
nixtamal, almidones, fructosa, botanas, cereales y alimentos balanceados; sin embargo, tambien se
ha generado una alta demanda el maiz debido a algunos productos no alimenticios; por ejemplo, la
elaboracion de bioetanol (Palacio Legislativo de San Lazaro, 2007; Massieu y Lechuga, 2002). En
Estados Unidos se utiliza el maiz como una de las principales plantas para la elaboracion de bioetanol,
esto hace que sea uno de los principales productores de maiz a nivel mundial y en 2004 utiliz6 el 12%
de su cosecha para la elaboracion de este biocombusible y ha ido en aumento cada afio (Palacio

Legislativo de San Lazaro, 2007).

La demanda de maiz en México es muy alta y la produccion muy defisitaria, claro, para la cantidad
requerida, ya que México es de los principales productores; por ejemplo, en 2006 la produccién de
maiz fue de 21.3 millones de toneladas, mientras que la demanda fue de 26.2 millones de toneladas,
por lo que cerca de 5 millones de toneladas se tuvieron que importar (similar a lo que se ha importado
en otros afios), algunas de las razones de la baja produccion respecto a la demanda de maiz en el
pais es por ejemplo, a la falta de acceso al crédito por parte de los productores de este cultivo, la
limitada infraestructura de riego, los limitados subsidios que otorga el Gobierno a este sector
comparado con los que se otorgan a los productores de otros paises europeos y Estados Unidos pero

tambien a la escasa investigacion cientifica en este campo (Palacio Legislativo de San Lazaro, 2007).

Diferentes estudios han evaluado los efectos de PGPRs en diferentes variedades de maiz; por
ejemplo, con Klebsiella spp., Azospirillum spp., Serratia spp., Pseaudomonas spp. y Azotobacter spp.
(Carcario et al., 2006; Rangel-Lucio et al., 2011; Shahzad et al., 2013; Leon et al., 2015). Sin embargo,
en capitulos anteriores ya se planted la importancia de la busqueda de una gran variedad de PGPRs

y en este capitulo se plantea la importancia de utilizar maiz para evaluar el efecto de actinobacterias.

La variedad que se utilizé fue maiz cacahuazintle, las areas mas importantes de produccién comercial
de esta variedad criolla de maiz se localizan en el Valle de Toluca del Estado de México, donde se
siembran un aproximado de 20 000 hectareas para la produccion de elote y 10 500 hectareas para
consumo de grano, donde el rendimiento por hectarea varia entre 2500 a 6500 kg/ha (Gonzalez et al.,
2006). Esta variedad criolla tiene una gran importancia cultural, se utiliza para la elaboracién de un
platillo tipico llamado “pozole” y se comercializa en un precio mayor que el del maiz blanco (Arellano
et al., 2010).
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V. Justificacion.

En los ultimos afios se ha puesto gran atencion en el uso de bioinoculantes para mejorar el crecimiento
de cultivos de interés, sustituyendo fertilizantes quimicos que causan dafios al medio ambiente, asi

como contrarrestar varios tipos de estrés biotico y abidtico.

Las bacterias de la rizosfera han sido empleadas para generar aplicaciones importantes en la
agricultura; sin embargo, por la gran biodiversidad que no se ha explorado, se estima una gran
cantidad de bacterias (enddfitas y de la rizésfera) que pudieran tener un potencial benéfico en el
desarrollo vegetal y en la resistencia a diferentes tipos de estrés que pudieran servir para disminuir el
uso de fertilizantes quimicos. Dentro del dominio de las bacterias, las Actinobacterias no han sido
totalmente caracterizadas y en estudios recientes se ha demostrado su capacidad de produccion de

hormonas y metabolitos diversos que modulan el desarrollo vegetal.

VI. Hipétesis.

Rizobacterias de zonas aridas promoveran el crecimiento vegetal de A. thaliana y Zea mays a través

de diferentes mecanismos como la solibilizacién de fosfatos y la modulacién de la respuesta hormonal.
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VII. Objetivos.

7.1. Objetivo general.

Identificar y caracterizar Actinobacterias de diferentes zonas aridas de San Luis Potosi que promuevan

el crecimiento vegetal.

7.2. Objetivos especificos.

1.- Identificar molecularmente cepas bacterianas aisladas de zonas aridas por medio de la

secuenciacion de un fragmento del gen 16S rRNA bacteriano.
2.- |dentificar Actinobacterias con capacidad de solubilizar fosfatos.

3.- Emplear lineas reporteras de Arabidopsis thaliana para identificar Actinobacterias que activen vias

de sefializacion hormonal.
4 - Evaluar el efecto de las Actinobacterias aisladas en el crecimiento de Arabidopsis thaliana.

5.- Evaluar el crecimiento y desarrollo de cultivos de la variedad criolla de maiz cacahuazintle

inoculados con Actinobacterias.
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VIIl. Materiales y métodos.

8.1. Material biolégico.

8.1.1. Microorganismos.
Las bacterias identificadas molecularmente en este trabajo fueron aisladas de distintos sitios en el

estado de San Luis Potosi e incluyen aislados del sedimento en suelo de Salinas de Hidalgo, bacterias
asociadas a Opuntia megarhiza procedentes de suelo, raiz, o cladodio en Sierra de Alvarez y Cerro
de San Pedro. Estas bacterias fueron aisladas y proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi (Tabla

suplementaria 1).

8.1.2. Material vegetal.
Todos los ensayos in vitro de promocion de crecimiento y desarrollo con Actinobacterias fueron

realizados en la planta modelo Arabidopsis thaliana ecotipo silvestre Col-0; esto con el objetivo de
facilitar la busqueda de las bacterias benéficas debido a su facil manejo en el laboratorio. Para la
identificacion de Actinobacterias que activen vias de sefalizacion hormonal se emplearon diferentes
lineas reporteras: 1- la linea reportera DR5::GUS (Ulmasov et al., 1997), que ayudé a la evaluacion
de la produccidn espacio temporal de auxinas, 2- la linea reportera CyCB1,1::GUS (Coldén-Carmona
etal. 1999), la cual es un indicador de proliferacién celular y 3- la linea reportera TIR1::GUS (Greay et
al., 1999) que permite observar los cambios en los patrones de expresion del receptor de auxinas.
Finalmente se utilizé una variedad criolla de maiz (Zea mays) cultivar cacahuazintle en ensayos de

promocion de crecimiento en interaccion con Actinobacterias.

8.2. Condiciones de crecimiento y preservacion del material
biolégico.

Se utilizaron dos medios de cultivo diferentes para el crecimiento de las bacterias, 1- el medio sdlido
“agar harina de soya-manitol” (MSF) y 2- el medio liquido Luria Bertani (LB) con 0.5% de NaCl ajustado
a un pH 7.0. Las bacterias se incubaron a una temperatura de 28°C en oscuridad y en agitacién
constante a 250 rpm (para cultivos liquidos). Para la preservacion de las cepas se realizaron stocks
en glicerol de esporas (50% de glicerol y 50% de un lavado de esporas en medio LB) y se almacenaron
a-80°C.
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Las plantulas de A. thaliana fueron crecidas in vitro en medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) 0.5X
en una camara de crecimiento “RTOP - 800D” en condiciones controladas de temperatura (22 + 2°C)
e intensidad luminica (110 ymol m-2 s-') con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h de oscuridad y de igual

manera para Zea mays a una temperatura de 25 + 2°C.
8.3. Identificacion de bacterias.

La identificacion bacteriana se realizé de forma molecular, utilizando los oligonucledtidos 27F (5'- AGA
GTTTGATCMTGG CTC AG-3') y 1492R (5'- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACTT -3') para amplificar
por medio de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la regiéon conservada de
aproximadamente 1500 pb que codifica al rRNA 16S bacteriano. Primero, cada cepa fue crecida en
medio MSF sélido y las colonias fueron raspadas y recuperadas de la placa en medio LB liquido para
ser posteriormente empastilladas y asi obtener la biomasa bacteriana que se utilizé para extraer el
DNA molde.

La extraccion del DNA se realizd con el buffer CTAB 2X (Clarke J et al., 2009), y la recuperacion del
amplicdn se realizé obteniendo la banda de 1500pb (generada por la PCR) a partir de una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y purificada con el kit “ZymocleanTM Gel DNA Recovery
Kit", siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las bandas purificadas con una concentracion
minima de 20ng/uL fueron enviadas para su secuenciacion al Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA). Las muestras fueron secuenciadas con el método de
didesoxinucledtidos marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Posteriormente, se obtuvieron las secuencias consenso mediante alineamientos de las secuencias
sentido y antisentido en el programa “Geneious 4.8.5" y finalmente estas secuencias se utilizaron para

realizar un andlisis de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos NCBI.
8.4. Desinfeccion de la semilla.

En todos los experimentos se utilizaron semillas de A. thaliana previamente desinfectadas como se
describe a continuacién; las semillas se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le agregaron
800 pL etanol al 90% durante 2 min, se retiré el etanol y se agregaron 800 L de hipoclorito de sodio
al 30% y se mantuvieron en agitacion a 1000 rpm durante 7 min; posteriormente se retir6 el hipoclorito
de sodio y se realizaron 10 lavados con agua destilada estéril (cada lavado en agitacién a 1000 rpm

durante 1 min). Por otro lado, para el caso de la desinfeccidn de la semilla de maiz se realiz6 agitando

31



las semillas durante 30 min a 200 rpm en hipoclorito de sodio al 50% y posteriormente se retir¢ el
hipoclorito de sodio mediante varios lavados con agua destilada estéril, utilizandose un aproximado

de 2 L de agua estéril para 30 a 60 semillas.

8.5. Preparacion del inoculo bacteriano y modo de inoculacion.

Para tener un control en todos los experimentos que involucraron la inoculacion de las bacterias
(incluyendo los experimentos de morfologia bacteriana, solubilizacién de fosfatos y hemdlisis
bacteriana), se genero un inoculo bacteriano preparado justo al momento de cada experimento a una
concentracion de 1X106 esporas/mL y se llevé a cabo inoculando un volumen de 5uL de la solucién
bacteriana en la punta de la raiz de las pléntulas de A. thaliana y para el caso de los ensayos de
solubilizacion de fosfatos y hemolisis se colocaron los 5 L en el centro de la placa del medio de cultivo
(méas detalles de los experimentos se describen mas adelante). Para la preparacion del inoculo se
crecieron las bacterias en medio SMF hasta su esporulacion (entre los 7 y 14 dias de crecimiento), las
esporas fueron recolectadas con lavados con agua destilada y cuantificadas en una camara de
Neubauer para posteriormente ajustar la concentracion deseada. Para el caso de la inoculacion de las
semillas germinadas de maiz, éstas fueron inoculadas en la base del hipocétilo y alrededor de la

semilla plantada en tierra con 1 mL de inoculo bacteriano a una concentracién de 1X107 esporas/mL.

8.6. Caracteristicas de la morfologia bacteriana, hemodlisis

bacteriana y solubilizacion de fosfatos.

La caracteristica del crecimiento bacteriano se evalud inoculando 5L de la solucion bacteriana a una
concentracion de 1X108 esporas/mL en el centro de la placa en los medios de cultivo MS (Murashige-
Skoog), MSF (Soya-Manitol), ASC (agar sangre de carnero) y PVK (Pikovskaya) en donde los
resultados se evaluaron a los 3 dias de crecimiento, a excepcion del crecimiento en el medio PVK que

se evaluo a los 14 dias de crecimiento en la placa.

Las pruebas de hemdlisis bacteriana se realizaron en el medio de cultivo agar sangre, en donde los
resultados se registraron como hemolisis alfa (una hemdlisis parcial alrededor de la colonia), hemolisis

32



beta (cuando se presenta un halo totalmente clarificado alrededor de la colonia bacteriana) y hemolisis
gamma (sin presencia de hemolisis) los resultados se evaluaron a los 3 dias de haber sido inoculadas

en el medio.

Las pruebas de solubilizacion de fosfatos se realizaron utilizando el medio PKV, el cual esta compuesto
de extracto de levadura (0.5 g/L), dextrosa (10 g/L), fosfato de calcio (5 g/L), sulfato de amonio (0.5
g/L), cloruro de potasio (0.2 g/L), sulfato de magnesio (0.1 g/L), sulfato de manganeso (0.0001 g/L),
sulfato ferroso (0.0001 g/L) y agar (15 g/L) (Pikovskaya, 1948). Se considera un microrganismo con
capacidad de solubilizar fosfatos cuando se genera un halo clarificado (halo de solubilizacion) en la

periferia de la colonia, a los 14 dias de haber sido inoculadas se evalud el resultado.

8.7. Evaluacion de la promocion de crecimiento y desarrollo en

Arabidopsis thaliana ecotipo silvestre Columbia (Col-0).

Todos los ensayos de promocion y crecimiento en A. thaliana (densidad de raices laterales, longitud
de raiz principal, peso fresco de raices y de parte aérea y area de la roseta) se realizaron con los
mismos tiempos de crecimiento e inoculacion como se describe a continuacion; 1- se sembraron las
semillas desinfectadas en placas de Petri (10 a 12 semillas por placa) y se sincronizaron durante 3
dias a 4°C en obscuridad; 2- se pusieron a luz en condiciones controladas (16h luz/ 8h oscuridad a
una temperatura de 22+2°C) durante 7 dias; 3- al cumplir 7 dias de crecimiento en luz, se inocularon
con las Actinobacterias en la punta de la raiz de cada plantula (como se describi6 anteriormente) y 4-
alos 7 dias post inoculacion (dpi) se evaluaron las diferencias estadisticas entre plantulas inoculadas
con las Actinobacterias y pléntulas control sin inocular por medio del analisis ANOVA de una via
seguido por la prueba de Dunnett con el programa Graphpad prism 6, se utilizd un disefio

completamente al azar y a continuacion se especifican las “n” de cada experimento.

Para la densidad de raices laterales, se cuantificaron el nimero de raices laterales y se dividi6 entre
la longitud de la raiz principal utilizando una n = 90. Para la longitud de raiz principal se realizaron
mediciones en el programa “image pro plus 4.5” utilizando una n = 90 para el analisis estadistico. En
el peso fresco de raices y peso fresco de parte aérea se separaron las raices de la parte aérea e
inmediatamente se pesaron en bloques de 10 plantas en una balanza analitica n= 90 en los
experimentos con S. ambofaciens y S. pratensis (y una n=80 en el caso del experimento donde se

evaluaron S. albidoflavus, S. cyaneofuscatus y S. badius). Las mediciones del area de la roseta se
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realizaron en el programa “image pro plus 4.5" midiendo su forma irregular utilizando una n= 90 para

el analisis estadistico.
8.8. Analisis histoquimico.

La expresion del gen reportero de la beta glucuronidasa (GUS) en cada una de las lineas reporteras
de A. thaliana utilizadas (DR5::GUS, CyCB1;1::GUS, TIR1::GUS) se analizd por medio de una
determinacion histoquimica de GUS siguiendo el protocolo estéandar de Jefferson, 1987. Se
compararon las diferencias visuales de los resultados de las tinciones de GUS de las plantulas control
no inoculadas contra las de los dos tratamientos (plantulas inoculadas con S. ambofaciens e
inoculadas con S. pratensis), utilizando un duplicado con una n = 10. Todos los ensayos histoquimicos
se realizaron con los mismos tiempos de crecimiento e inoculacion que se describieron anteriormente
para los ensayos de crecimiento de A. thaliana Col-0 (3 dias de estratificacion de la semilla, 7 dias de
crecimiento en luz, y 7 dias en interaccidn con las bacterias inoculadas), la unica diferencia fue que
los resultados cualitativos de las lineas reporteras no solo se evaluaron a los 7 dias post inoculacion

(dpi) sino también a los 3 dpi.
8.9. Microscopia dptica.

Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con
108 esporas por mL de cada bacteria. A los 7 dpi, las raices de estas plantas fueron fotografiadas en
un microscopio optico (Leica) empleando el objetivo 40x. Se obtuvieron al menos 10 observaciones
por tratamiento. Para algunas observaciones se realizaron tinciones con safranina diluida 1:10 y por
otro lado, otras observaciones se obtuvieron con safranina sin diluir y un posterior lavado con etanol

96% y finalmente lavadas con agua destilada antes de montarlas al microscopio.

8.10. Evaluacion de la promocion de crecimiento y desarrollo en Zea

mays L.

El ensayo de peso seco de parte aérea y peso seco de raiz se realizd de la siguiente manera; 1- se
pusieron a sincronizar las semillas desinfectadas a 4°C durante 2 dias en obscuridad; 2- se pasaron
a una temperatura de 25+2°C aln en obscuridad para su germinacion; 3- posteriormente se
sembraron e inocularon (como se describié anteriormente) en condiciones controladas (16h luz/ 8h

oscuridad a una temperatura de 25+2°C) y 4- a los 14 dpi se separé la parte aérea de la raiz y se
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realiz6 el peso seco de ambas partes, se evaluaron las diferencias estadisticas por medio de un
ANOVA de una via entre plantulas inoculadas con las Actinobacterias y plantulas control sin inocular

utilizando una n=10.

IX. Resultados y discusion.

9.1. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias bacterianas.

De las diferentes cepas, se encontraron bacterias pertenecientes a los géneros Streptomyces y
Bacillus. El género Streptomyces se destacd principalmente por su consistencia dura y la presencia
de esporas y el género Bacillus presentd un crecimiento cremoso con esporas no visibles, en el anexo
2 se comparan 4 cepas del género Bacillus y 4 cepas del género Streptomyces donde se alcanza a
apreciar a grandes rasgos estas diferencias en el crecimiento a los 14 dias de crecimiento en placa
de Petri a 28°C. Las diferentes bacterias fueron sembradas en medio MSF solido, el cual es un medio
de cultivo ampliamente utilizado para el crecimiento de Actinobacterias, este medio ha mostrado ser
efectivo para el desarrollo y esporulacién de muchas especies del género Streptomyces (Mojicevic et
al., 2020). En la figura 1 se muestran las bacterias empleadas en los diferentes experimentos
realizados en el presente trabajo de Tesis, se puede observar la morfologia de cada cepa bacteriana
a los 14 dias de crecimiento. En el tabla suplementaria 1, se indica el sitio a partir del cual fue aislada

cada cepa.

k\g{ -
Streptomyces ambofaciens

N e

Streptomyces badius  Streptomyces cyaneofuscatus  Sin identificar (pcr8)

Fig. 1 Morfologia de colonias bacterianas en medio de cultivo MSF. Los cultivos se mantuvieron a 28°C y las imagenes
fueron tomadas al dia 14 de crecimiento, mostrandose en la mayoria una pigmentacion en el agar y una evidente
esporulacion.
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Uno de los primeros parametros que se tomaron en cuenta para utilizar las bacterias en los
experimentos fue que crecieran bien en los medios MS y MSF, esto debido a que los ensayos de
interaccion planta-bacteria se establecerian en el medio MS destinado a cultivo vegetal y la recolecciéon
de esporas en el medio MSF. Todas las bacterias crecieron sin problema en el medio MSF, pero se
encontraron diferencias en el medio MS, algunas bacterias como S. cyaneofuscatus tuvieron un
crecimiento mucho mas lento en dicho medio; ademas, la morfologia de las colonias fue distinta
dependiendo del medio de cultivo donde se crecieron; por ejemplo, el crecimiento en medio MS

presentd menos pigmentacion que en medio MSF (Fig. 2).
9.2. Hemdlisis de las bacterias en medio agar-sangre

Las hemolisinas son enzimas que lisan los eritrocitos y se consideran un factor importante de virulencia
ya que desempefian diferentes funciones en el proceso de infeccion (Yamanaka et al., 1987; Shinoda
et al., 1991). Por lo anterior, es importante analizar el tipo de hemdlisis que generan las bacterias,
sobre todo si la aplicacion biotecnoldgica final es en campo, ya que es deseable que las bacterias
sean inocuas para el ser humano. En este sentido, se realizaron pruebas de hemdlisis en el medio de
cultivo agar-sangre de carnero, para descartar bacterias beta hemoliticas. Se encontraron 4 bacterias
gama hemoliticas (S. ambofaciens, las dos cepas de S. alvidoflavus y S. cyaneofuscatus) y 3 bacterias
alfa hemoliticas (S. pratensis, S. badius y una cepa bacteriana no identificada, etiqueda como pcr8),
ninguna de las bacterias analizadas presentd beta hemolisis por lo que no representa un riesgo para

la salud humana (Fig.2).
9.3. Solubilizacién de fosfatos en medio Pikovskaya.

El medio Pikovskaya, es un método sencillo de utilizar para encontrar microorganismos capaces de
solubilizar fosfatos que no son asimilables para la planta. Los microorganismos que logran generar un
halo clarificado en este medio alrededor del sitio donde crece la colonia, se considera un potencial
solubilizador de fosfatos. La clarificacidn que se genera es debido a la produccion de acidos organicos
por parte del microorganismo en el medio circundante (Gupta et al., 1994).
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Fig. 2 Crecimiento de colonias bacterianas del género Streptomyces en diferentes medios de cultivo. De izquierda
a derecha se puede observar el crecimiento en los medios de cultivo MS (Murashige-Skoog), MSF (Soya-Manitol), ASC
(agar sangre de carnero) y PVK (Pikovskaya). Las imé&genes fueron obtenidas en un estereoscopio a los 3 (MS, MSF,

ASC) y 14 (PKV) dias de cultivo. En cada caso se inocul6 una concentracion de 10° esporas por mL.
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Por lo anterior, las bacterias aisladas fueron sometidas a una prueba de solubilizacién de fosfatos en
medio Pikovskaya, para asi poder elucidar si alguna de ellas puede tener la capacidad de obtener
fosfatos solubles, que puedan ser asimilables para las plantas. Se inocularon 5 pL de bacteria a una
concentracion de 106 células/mL en el centro de la placa y se observo la presencia o ausencia de un
halo de solubilizacion alrededor de la colonia bacteriana a los 14 dias de crecimiento. De las 7
bacterias evaluadas solamente una de ellas fue capaz de solubilizar fosfatos, la cual fue S.
ambofaciens (Fig. 2). El fosforo en la naturaleza no se encuentra de una forma asimilable, sino mas
bien, esta mineralizado principalmente en fosfatos insolubles que no pueden ser captados por la
planta, por lo que, las bacterias solubilizadoras de fosfatos son indispensables para su transformacion
en forma asimilable; por esta razon, utilizar estas bacterias en biofertilizantes ayuda a disminuir los
costos y las dosis necesarias de fertilizantes quimicos fosfatados que a largo plazo puede generar

efectos negativos en el ambiente (Garza et al., 2003; Grant et al., 2005 ; Mehrvarz et al., 2008).

9.4. Identificacion molecular bacteriana.

Se extrajo DNA de 93 cepas bacterianas diferentes que fueron aisladas de distintos sitios en el estado
de San Luis Potosi e incluyen aislados del sedimento de suelo (71 cepas) y de roca profunda (3 cepas)
de Salinas de Hidalgo, bacterias asociadas a Opuntia megarhiza procedentes de raiz (3 cepas) de
Sierra de Alvarez, bacterias asociadas a Opuntia megarhiza procedentes de suelo (2 cepas) y de raiz
(8 cepas) de Cerro de San Pedro, y algunos aislados de un hidrociclon de Guadalajara (6 cepas), de
las cuales se intentd identificar molecularmente. Para la identificacion molécular de los aislados
bacterianos, se amplifico y secuencié el gen rRNA 16S en ambos sentidos, desafortunadamente, la
secuenciacion arrojo muchas lecturas de mala calidad que impidieron la identificacion de especies
mediante una secuencia consenso, por lo que gran parte de las secuencias se analizaron unicamente
con la hebra sentido, obteniendo informacion Unicamente de 38 cepas (Tabla suplementaria 2, Tabla
1). Empleando la secuencia consenso del gen rRNA 16S fue posible identificar unicamente a las cepas

S. ambofaciens y S. pratensis (Tabla 1).

Las secuencias obtenidas para cada bacteria fueron comparadas con la base de datos NCBI (National
Center for Biotechnology Information) empleando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). En la tabla 1, se presentan los resultados del analisis BLAST indicando el género y especie, el
porcentaje de identidad, la cobertura y el parametro E de corte (e-value) de las bacterias que se
utilizaron en diferentes experimentos donde seis de las bacterias identificadas pertenecen al género
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Streptomyces, y una de las bacterias no se logro identificar, la cual se etiqueté como pcr8. Por otro
lado, en el tabla suplementaria 2 se muestran el resultado de analisis de BLAST para muchas otras
cepas bacterianas que no se eligieron para los experimentos y que en su mayoria tuvieron lecturas de

mala calidad.

Tabla 1. Actinobacterias identificadas por secuenciacion del gen 16 S rRNA.

Streptomyces ambofaciens strain Streptomyces 2484 2484 100% 0.0 100% 1436  FJ532455.1
HBUM174927 16S ribosomal RNA ambofaciens
gene, partial sequence

Streptomyces pratensis strain GA327 Streptomyces 2532 2532 100% 0.0 99.93% 1419 MT214135.1

16S ribosomal RNA gene, partial pratensis

sequence

Streptomyces albidoflavus strain SA24 Streptomyces 634 634 100% 1e-177 100% 1436 MT515831.1
16S ribosomal RNA gene, partial albidoflavus

sequence

Streptomyces albidoflavus strain SA24 Streptomyces 337 337 100% 2e-88 100% 1436 MT515831.1
16S ribosomal RNA gene, partial albidoflavus

sequence

Streptomyces cyaneofuscatus strain Streptomyces 1664 1664 100% 0.0 99.89% 1426 KP718527.1
LO37 16S ribosomal RNA gene, partial  cyaneofuscatus
sequence

Streptomyces badius strain Streptomyces 566 566 100% 3e-157 100% 1418 MK825533.2
IIPR:KA02:01 16S ribosomal RNA badius
gene, partial sequence

*El valor de E y la cobertura fueron obtenidos por analisis tipo BLAST en la base de datos NCBI.

9.5. Evaluacion del crecimiento y desarrollo de Arabidopsis
thaliana ecotipo Col-0 inoculadas con las cepas Streptomyces

ambofaciens y Streptomyces pratensis.

Con base en experimentos preliminares (no mostrados), se encontr6 que dos cepas de Streptomyces
(S. ambofaciens y S. pratensis) tienen potencial para promover el crecimiento vegetal. Estas cepas
fueron caracterizadas con mayor detalle en la interaccién con Arabidopsis thaliana realizando
mediciones de diferentes pardmetros de crecimiento y desarrollo. Para ello, plantas de A. thaliana de
7 dias de edad crecidas in vitro en medio MS, fueron inoculadas en la punta de la raiz con 5 L de la

suspension bacteriana (a una concentracion de 1 x 106 células/mL). En cada uno de los parametros
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evaluados a los 7 dpi (dias post-inoculacidn), se observaron diferencias significativas con ambas
especies inoculadas en comparacion de las plantas control sin inocular, como se describe a

continuacion.

9.5.1. Fenotipo en plantas de A. thaliana inoculadas con S. ambofaciens y S.

pratensis.

Alos 7 dpi, fue evidente el incremento en la densidad de raices laterales, la disminucion en la longitud
de la raiz principal, la presencia de un mayor numero de hojas de roseta en la mayoria de las plantulas

y asi como un aumento en el tamafio de la roseta (Fig. 3).

Las rizobacterias pueden ser clasificadas acorde a su interaccion con la planta de tres maneras
distintas (Gerhardson et al., 1985): 1- rizobacterias neutrales, las cuales no causan un efecto negativo
o positivo en el crecimiento de la planta (Gerhardson et al., 1985), 2- rizobacterias promotoras de
crecimiento en plantas (PGPR, por sus siglas en inglés) (Kloepper y Schroth, 1978) o 3- rizobacterias
deletéreas (DRB, por sus siglas en inglés) que causan efectos negativos en el crecimiento y desarrollo
de la panta (Suslow y Schroth 1982). Las rizobacterias deletéreas suelen afectar la morfologia de las
plantas, las principales sintomatologias observables son: disminucion en el tamafio de las hojas, hojas
mas palidas (cloréticas) en comparacion con plantas sin inocular y distorsién de las hojas (Gerhardson
et al, 1985). Es importante resaltar que las bacterias analizadas contrastan con las bacterias
deletéreas, ya que hemos observado un incremento en la intensidad verde de las hojas (la cual se
debe analizar); ademés de que el aumento de raices laterales no esta acompafiado de una reduccion
en el tamafio de la roseta (Fig. 3). Por lo anterior, el fenotipo generado por las cepas S. ambofaciens
y S. pratensis en interaccion con A. thaliana sugiere la presencia de rizobacterias del tipo PGPR, las

cuales ejercen efectos benéficos en el desarrollo.

40



Control S.ambofaciens S.pratensis Co-inoculacion

/ Yoo 33 X oo
AR T YT
SRR

LIS )
‘.>.A?. ]

Fig. 3 Fenotipo de plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 inoculadas con Actinobacterias. Plantas de 10

dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con 1OGesporas por mL de cada bacteria. Las imagenes fueron
tomadas a los 7 dpi. En esta figura se observan las diferencias morfologicas del crecimiento en plantas control sin inocular
(superior izquierda), plantas inoculadas con S. ambofaciens (superior derecha), plantas inoculadas con S. pratensis
(inferior izquierda) y plantas co-inoculadas con ambas bacterias (inferior derecha). Los experimentos se repitieron 3 veces
con 30 plantas por tratamiento con resultados similares.

En la mayoria de los experimentos realizados tanto en plantas silvestres del ecotipo Col-0 como en
las lineas reporteras (que se discutiran mas adelante); se observo que, las plantulas inoculadas con
S. ambofaciens, S. pratensis y en co-inoculacion de ambas bacterias, presentaron una o dos hojas
verdaderas adicionales a las observadas en las plantas no inoculadas al mismo tiempo de crecimiento.
En un analisis realizado a un total de 90 plantas por tratamiento se encontré lo siguiente a los 7 dpi;
del ecaotipo silvestre Col-0 las plantas control (no inoculadas) presentaron 5y 6 hojas verdaderas
(65.5% y 34.5%, respectivamente). De manera interesante, las plantas inoculadas con S. ambofaciens
mostraron 5, 6 y 7 hojas verdaderas (15%, 53% y 32% respectivamente), mientras que las inoculadas
con S. pratensis presentaron 5 y 6 hojas verdaderas (50% y 50%, respectivamente) y la co-inoculacién
con ambas bacterias presentd 5, 6 y 7 hojas verdaderas (25%, 54.5%, 20.5%, respectivamente) (Fig.
4).

Considerando las fases de desarrollo de A. thaliana reportadas por Boyes et al., 2001, a los 17 dias
de edad de la planta, que es la edad en la que se reportaron estos experimentos (3 dias de
estratificacion de la semilla + 7 dias en luz antes de ser inoculadas + 7 dias después de haber sido
inoculadas), se esperaria obtener plantas con aproximadamente 5 hojas verdaderas. En este
experimento, las plantas control presentaron en su mayoria 5 hojas verdaderas (seguido de un
porcentaje menor con 6 hojas verdaderas). Sin embargo, en las plantas inoculadas con las bacterias
se observd una aceleracién en el desarrollo de hojas verdaderas, observandose en el caso de S.

ambofaciens, S. pratensis y la co-inoculacién de ambas, 6 hojas verdaderas (en mayor porcentaje),
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las cuales se esperarian observar hasta los 18.4 dias de edad en condiciones control acorde a lo
reportado por Boyes et al., 2001. Es importante resaltar que un porcentaje de las plantas inoculadas
con S. ambofaciens y la co-inoculacién, llegaron a presentar hasta 7 hojas verdaderas lo que se
esperarian observar hasta los 19.4 dias de edad de una planta no inoculada. Las bacterias promotoras
de crecimiento en plantas suelen producir diferentes cambios morfolégicos, dentro los cuales, los
principales que se reportan son, el incremento en la densidad de raices laterales y el incremento en el
tamario de las hojas; sin embargo, el incremento en el numero de hojas por planta no suele ser tan
mencionado en los trabajos que reporten una interacciéon de una PGPR y A. thaliana u otras plantas
pequefias, este parametro suele reportarse en plantas que producen una cantidad grande de hojas;
por ejemplo, Kalita et al., 2015 reportd un incremento en el numero de hojas de plantas de berenjena,
tomate, chile y coliflor tratadas con Bacillus cereus y Pseudomonas rhodesiae. Domenico, 2020,
reportd un aumento en el nimero de hojas de Ranunculus asiaticus inoculadas con zeolitas y PGPRs;
y Pal et al., 2019 reportd un aumento en el numero de hojas de Brassica nigra inoculada con
Lysinibacillus varians y Pseudomonas putida bajo condiciones de estrés por Cadmio. Sin embargo, el
incremento en numero de hojas por parte de una bacteria promotora de crecimiento en plantas en A.
thaliana fue recientemente reportado por Calvo et al., 2019, encontrando un aumento en el numero de

hojas en plantas inoculadas con mezclas de diferentes especies del género Bacillus.
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Fig. 4. Variacion en el numero de hojas de la roseta de plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 inoculadas

con S. ambofaciens y S. pratensis. Plantas de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con 106esporas
por mL de cada bacteria y las imagenes fueron tomadas a los 7 dpi, las plantas control (no-inoculadas) presentaron rosetas
con 5y 6 hojas verdaderas (65.5 % y 34.5% respectivamente); las plantas inoculadas con S. ambofaciens presentaron
entre 5, 6 y 7 hojas verdaderas (15%, 53%, 32% respectivamente); las plantas inoculadas con S. pratensis presentaron
entre 5y 6 hojas verdaderas (50% de cada una); las plantas co-inoculadas presentaron entre 5, 6 y 7 hojas verdaderas
(25%, 54.5% y 20.5% respectivamente). El porcentaje se tomé a partir de 90 plantas por tratamiento.
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9.5.2. Densidad de raices laterales y longitud de la raiz principal en plantas de

A. thaliana inoculadas con S. ambofaciens y S. pratensis.

Tanto las cepas inoculadas individualmente como la co-inoculacién, presentaron una mayor densidad
de raices laterales con diferencias significativas respecto al control (Fig. 5a). Sin embargo, la longitud

de la raiz principal fue significativamente mas corta (Fig. 5b).

La inhibicion de la longitud de la raiz principal es algo que se puede presentar cuando el desarrollo de
las raices laterales es promovido por alguna bacteria promotora de crecimiento en plantas (Gutiérrez
et al., 2003). Este fendmeno se ha observado en diferentes trabajos; por ejemplo, Gutiérrez et al.,
2003 observd esto en frijol inoculado con Azotabacter spp y Azozpirillum spp y Lopez-Bucio et al.,
2007 lo mostr6 en A. thaliana inoculada con Bacillus megaterium. Por otro lado, también existen cepas
bacterianas que incrementan la densidad de raices laterales sin afectar negativamente la longitud de
la raiz principal; existen reportes en los que se ha observado que pueden estimular el crecimiento de
la raiz principal; por ejemplo, cepas de Azospirillum sp, Sinorhizobium sp. y Rhizobium tropici
estimularon el crecimiento de la raiz principal aumentando su longitud en plantas de Capsicum annuum
(Marquina et al., 2018).

La correlacion que existe entre la inhibicion de la longitud de la raiz principal y el aumento de la
densidad de raices laterales puede también depender de la concentracion de IAA o algun precursor
de la misma (Gutiérrez et al., 2003; Contreras-Cornejo et al., 2009). Se ha descrito que una alta
concentracion de IAA retarda el alargamiento celular, pero incrementa el numero de ramificaciones en
el sistema radicular (Gutiérrez et al., 2003). En los experimentos que se discutirdn mas adelante, se
observaron cambios en la expresion de DR5::GUS en lineas reporteras inoculadas con estas dos
cepas bacterianas (Fig. 9,10 y 11); lo que indica que la cantidad de auxinas en la raiz principal esta
siendo mayor en estos tratamientos y probablemente esto también sea una de las razones por las
cuales disminuya la longitud de la raiz principal pero aumente la densidad de raices laterales. Por otro
lado, también existe la posibilidad de que la reduccion de la longitud de la raiz principal sea un proceso
independiente de auxinas, como se encontré en el trabajo de Lopez-Bucio et al., 2007, en el cual,
plantas de A. thaliana inoculadas con B. megaterium provocaron una reduccion en la elongacion
celular y una reduccion en la proliferacion celular en los meristemos de raiz (ademas de otras

modificaciones en la arquitectura radicular); los resultados obtenidos indicaron que los cambios en la
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arquitectura de la raiz posiblemente sean provocados por mecanismos independientes de auxinas y

etileno.

9.5.3. Peso fresco de raices y peso fresco de roseta en plantas de A. thaliana

inoculadas con S. ambofaciens y S. pratensis.

Ambas cepas incrementaron el peso fresco de las raices (Fig. 6a), mientras que el peso fresco de la
parte aérea solamente se vio favorecido significativamente en las plantulas inoculadas con S.
ambofaciens (Fig. 6b). Sin embargo, el peso fresco de la roseta en los tratamientos con S. pratensis 'y

la co-inoculacion no se ve afectado (Fig. 6b).

954. Area de la roseta en plantas de A. thaliana inoculadas con S.

ambofaciens y S. pratensis.

Se cuantific el area de la roseta, midiendo su forma irregular en el programa “Image Pro Plus”, los
resultados mostraron un area significativamente mayor en plantas inoculadas con S. ambofaciens a
los 7 dpi (Fig. 7a); sin embargo, para observar mejor que es lo que sucede, se realizaron graficos de
pastel, dividiendo en 3 rangos distintos de tamafio los resultados de area de roseta (Fig. 7b). Esto
debido a que cuando se observd el fenotipo, las plantas inoculadas con S. pratensis parecian ser mas

grandes en la parte aérea que los controles sin inocular y esto no se reflejé en la gréfica 7a.

Los resultados mostraron que, en las plantas inoculadas con S. ambofaciens disminuy6 el porcentaje
(en poco mas de la mitad) en las plantas que tienen un &rea inferior a 0.4 cm2, y aument6 19% el
numero de plantas que tienen un area de 0.4 a 0.6 cm2en comparacion al control (posiblemente razén
por la cual se obtuvieron diferencias significativas). Por otro lado, en las plantas inoculadas con S.
pratensis no disminuyo el porcentaje de plantas con un &rea inferior a los 0.4 cm2 en comparacion al
control (como el caso de la interaccion con S. ambofaciens); sin embargo, se mantuvo un porcentaje
similar al obtenido con S. ambofaciens en plantas con un tamafio de 0.4 a 0.6 cm? (Fig. 7b). Lo anterior
puede explicar por qué ambas cepas parecian potenciar el tamafio de la roseta, y es debido a que la
mayoria de las plantas inoculadas ya sea con S. ambofaciens o con S. pratensis mostraron un gran
porcentaje de plantas de 0.4 a 0.6 cm? (61 y 62%, respectivamente), mientras que el control mostro

estos tamafios en un porcentaje menor (43%).
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Fig.5 Efecto de las Actinobacterias sobre el desarrollo de la raiz en Arabidopsis thaliana: a) densidad de raices
laterales y b) longitud de raiz principal. Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la

punta de la raiz con 106esporas por mL de cada bacteria y los datos fueron obtenidos a los 7 dpi. En cada grafico se indica
la media  EE (n = 90); el andlisis estadistico entre los tratamientos y el control se realizé por medio de ANOVA de una
via, con un post hoc de Dunnett, las diferencias significativas se muestran en asteriscos (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***)
p<0.001y (****) p<0.0001.
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Fig. 6 Efecto de las actinobacterias sobre el peso freso de Arabidopsis thaliana: a) peso fresco de raices y b) peso
fresco de parte aérea. Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz
con 106esporas por mL de cada bacteria y los datos fueron obtenidos a los 7 dpi. En cada grafico se indica la media + EE
(n =90); el analisis estadistico entre los tratamientos y el control se realizo por medio de ANOVA de una via, con un post
hoc de Dunnett, las diferencias significativas se muestran en asteriscos (*) p<0.05, (**) p<0.01, (***) p<0.001 y (****)
p<0.0001.

46



0.6 1
c‘g * [ Control
=h [ S. ambofaciens
S 0.4 o Bl S. pratensis
§ &= Coinoculacién
e e
= =
2 0.2
© =
& o
<L ::
0.0

b)

Control S. ambofaciens

S. pratensis Co-inoculacién

= <04cm? =04cm?-0.6 cm? > 0.6 cm?

Fig.7. Efecto de las Actinobacterias sobre el area de la roseta en Arabidopsis thaliana: a) rea de la roseta (en cmz)
El gréfico indica la media + EE (n = 90); el andlisis estadistico entre los tratamientos y el control se realizd por medio de
ANOVA de una via, con un post hoc de Dunnett, las diferencias significativas se muestran en asteriscos (*) p<0.05, (**)
p<0.01, (***) p<0.001 y (****) p<0.0001.; b) Graficos de pastel que muestran la variabilidad del area de la roseta en
plantas inoculadas y no-inoculadas. Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la

punta de la raiz con 10° esporas por mL de cada bacteria y los datos fueron obtenidos a los 7 dpi.
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9.6. Evaluacion del crecimiento y desarrollo de A. thaliana ecotipo
Col-0 inoculadas con diferentes cepas bacterianas.

Se evalué el peso fresco de la roseta y el peso fresco de la raiz de plantulas de A. thaliana de 14 dias
de edad en interaccion con otras 5 diferentes cepas de Actinobacterias. De las 5 cepas analizadas, 3
tuvieron un efecto positivo en la biomasa de la parte aérea (las dos cepas de S. alvidoflavus y S.
cyaneofuscatus), una cepa no mostrd ningun efecto (S. badius) y una cepa no identificada generd un
efecto negativo en la biomasa de la parte aérea de la planta (pcr8). Por otro lado, la inoculacién con
las diferentes cepas ejercio efectos positivos en la biomasa de raiz, a excepcion de pcr8 (Fig. 8). Estos
resultados colocan a algunas de estas bacterias como potenciales PGPR que puedan ser

caracterizadas con mayor detalle.
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Fig. 8 Efecto de diferentes Actinobacterias sobre el peso fresco de plantulas de Arabidopsis thaliana: a) peso
fresco de la roseta y b) peso fresco de raices. Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas

en la punta de la raiz con 106esporas por mL de cada bacteria y los datos fueron obtenidos a los 7 dpi utilizando 8
mediciones en la cual cada medicion fue un conjunto de 10 plantas. El gréfico indica la media £ EE (n =80), el analisis
estadistico entre los tratamientos y el control se realizé por medio de ANOVA de una via, con un post hoc de Dunnett, las
diferencias significativas se muestran en asteriscos p<0.05 (¥), p<0.01 (**), p<0.001 (***).
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9.7. Evaluacion de diferentes lineas reporteras de A. thaliana
inoculadas con las cepas S. ambofaciens y S. pratensis.

9.7.1. Evaluacion de la linea reportera DR5::GUS inoculada con S.
ambofaciens y S. pratensis.
La produccién de fitohormonas es una de las principales estrategias por la cual las PGPR promueven
el crecimiento de las plantas; entre estas, destacan las citocininas, giberelinas y auxinas (Singh et al.,
2018). Diversas bacterias producen auxinas como parte de su metabolismo y su principal funcion es
el desarrollo de raices laterales (Spaepen et al., 2007; Han et al., 2009; Khamna et al., 2010; Ortiz-
Castro et al., 2019). DR5 es un promotor sintético que se induce en presencia de auxinas, contiene
repeticiones en tandem que incluyen el elemento de respuesta a auxinas “TGTCTC” y es una
herramienta muy util para evaluar la presencia de esta fitohormona en tejidos de plantas (Ulmasov et
al., 1997). Por lo tanto, se decidié evaluar la linea reportera DR5::GUS en plantas inoculadas con S.
ambofaciens y S. pratensis y asi elucidar si la densidad de raices laterales pudiera estar relacionada
a la produccién de auxinas. La linea reportera de A. thaliana DR5::GUS, mostré una expresion
diferencial del gen GUS entre tratamientos (Fig. 9, 10 y 11). La diferencia mas evidente fue dada en
la punta de la raiz principal, a los 3 'y a los 7 dpi, ambos tratamientos (S. ambofaciens y S. pratensis)
estimularon una mayor expresion del reportero en comparacion al control no inoculado y ademas se
extendié su expresion mas alla de la zona meristematica (Fig. 11). Por otro lado, en la parte aérea de
la planta se observé una mayor sefial de GUS en los tratamientos que en el control sin inocular,

principalmente en las hojas jovenes (Fig. 10).
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Control S. ambofaciens S. pratensis

3 dpi

7 dpi

1cm

Fig. 9. Expresion de la linea reportera de auxinas DR5::GUS en plantas inoculadas con Actinobacterias alos 3y 7

dpi. Plantas de A. thaliana de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con 10° esporas por mL de cada
bacteria y las imagenes fueron tomadas en un estereoscopio y son representacion de al menos 10 observaciones por

tratamiento. La barra de escala representa 1 cm.

%

Control S. ambofaciens S. pratensis

3 dpi
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Fig. 10 Expresion de la linea reportera de auxinas DR5::GUS en hojas jovenes de plantas inoculadas con
Actinobacterias a los 3 y 7 dpi. Plantas de A. thaliana de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con

6 . . . ~ . .
10" esporas por mL de cada bacteria. En la imagen se muestra un incremento en la sefial de la linea reportera en hojas
jovenes. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio 6ptico con el objetivo 4X 'y son representacion de al menos 10
observaciones por tratamiento. La barra de escala representa 0.5 mm.
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Fig. 11 Expresion de la linea reportera de auxinas DR5::GUS en puntas de raiz principal de plantas inoculadas con
Actinobacterias a los 3 y 7 dpi. Plantas de A. thaliana de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con

10° esporas por mL de cada bacteria. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio 6ptico con el objetivo 40X y son
representacién de al menos 10 observaciones por tratamiento. La barra de escala representa 0.05 mm.

Las auxinas se sintetizan en meristemos, hojas jovenes, y punta de tallos; y son transportadas a los
sitios de accion como la punta de raiz (Ljung et al., 2001), por lo que la sefial del reportero DR5::GUS
es caracteristico encontrarlo en estas zonas. La expresion diferencial encontrada en las plantas
inoculadas con S. ambofaciens y S. pratensis nos indica cambios en la distribucion y cantidad de
auxinas. Estos resultados indican que las bacterias estan ayudando a tener una mayor presencia de
auxinas en la raiz y posiblemente sea la razdn por la cual existe una promocion de crecimiento de las

plantas de A. thaliana, como se discutio previamente.

Con esta linea reportera no es posible saber si en realidad la bacteria es la que esta produciendo
auxinas, si el transporte de auxinas se esta afectando o en todo caso si se esta estimulando la
biosintesis de auxinas en las plantas inoculadas, debido a que la concentracion de auxinas depende
de muchos factores. Sin embargo, se puede observar que esta concentraciéon mas elevada de auxina
en los tratamientos es estimulada de alguna forma por la inoculacién de las bacterias y que esto a su

vez puede estar relacionado con el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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9.7.2. Evaluacion de la linea reportera CyCB1;1::GUS inoculada con S.

ambofaciens y S. pratensis.

Se empled la linea reportera CyCB1,;1::GUS como un indicador de proliferacidn celular, la inoculacién
con S. ambofaciens y S. pratensis mostré una mayor expresion del reportero en la punta de la raiz
principal en comparacién a plantulas control no inoculadas; el efecto fue mas notorio en el tratamiento
con S. pratensis. Resultados preliminares obtenidos a los 3 y 7 dpi mostraron que las plantas
inicialmente presentaron un mayor nimero de eventos de division celular; sin embargo, a los 7 dpi,

estos eventos de division se inhibieron tanto en el control como en los tratamientos.

Dado estos resultados se decididé realizar una cinética de expresidn de la linea reportera
CyCB1;1::GUS, debido a que solo se habian tomado registro a los 3 y 7 dpi (con resultados similares)
(Fig. 12); ademas, como se mostro previamente, la longitud de la raiz principal muestra una inhibicion
en el crecimiento a los 7 dpi en plantas inoculadas con ambas bacterias (Fig. 5b), por lo que se sugiri6
que estos eventos de division celular que se ven incrementados a los 3 dpi se inhiben en el transcurso

del tiempo antes, comparado con en el control sin inocular.
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Fig. 12 Expresion de la linea reportera de ciclo celular CyCB1;1::GUS en puntas de raiz principal de plantas
inoculadas con S. ambofaciens y S. pratensis. Plantas de A. thaliana de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta

de la raiz con 10° esporas por mL de cada bacteria. Las imagenes fueron tomadas a los 3, 4, 5, 6 y 7 dpi en un microscopio
dptico con el objetivo 40X y son representacion de al menos 10 observaciones por tratamiento. La barra de escala indica
0.1 mm.
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La cinética de expresion mostrd que ocurrio 1o que se hipotetizaba en un inicio, pero solo para la
interaccion con S. ambofaciens, donde la expresion del reportero fue inhibida antes que en la linea
reportera control (sin inocular). En la linea reportera control, la expresion del reportero va
incrementando dia a dia hasta los 5 dpi, mientras que en las plantas inoculadas con S. ambofaciens,
la expresidn del reportero es mas fuerte que el control sin inocular, pero solo hasta los 4 dpi, ya que a
los 5 dpi el reportero se reprime. Por otro lado, las plantas inoculadas con S. pratensis mostraron una
mayor expresion hasta los 6 dpi, algo que no se esperaba observar y al igual que lo observado con S.
ambofaciens, en las plantas inoculadas con S. pratensis la méxima expresion se observo a los 4 dpi
(Fig. 12).

La cinética de expresion de la linea reportera CyCB1;1::GUS explica bien lo que sucede en la
interaccion con S. ambofaciens, ya que estos eventos de division celular, aunque son potenciados en
los primeros dias de la interaccion, posteriormente son inhibidos, y esto ocurre antes que lo observado
en el control sin inocular en el transcurso del tiempo. Sin embargo, S. pratensis sigue teniendo eventos
de divisidn celular en mayor medida en comparacion con el control, y aun asi hubo un decremento en
la longitud de la raiz principal, lo que sugiere que posiblemente la elongacion celular se ve afectada
en la raiz principal de estas plantas, ya que una alta concentracion de IAA retarda la elongacion celular,
pero incrementa el nimero de ramificaciones en el sistema radicular (Gutiérrez et al., 2003). Aunque
también es importante tomar en cuenta que ambas bacterias tienen la capacidad de potenciar la
proliferacién celular, y en experimentos que se discuten mas adelante con maiz, estas bacterias si
potenciaron el crecimiento de la raiz principal (Fig. 21, 22, 23). Queda la interrogante del porque en A.
thaliana se inhibe el crecimiento de la raiz principal y en maiz esto no se ve afectado, donde
principalmente es posible por los mecanismos especificos de cada especie durante su interaccién con

la bacteria.

9.7.3. Evaluacion de la linea reportera TIR1::GUS inoculada con S.

ambofaciens y S. pratensis.

Una mutacion del receptor de auxinas TIR1 disminuye la respuesta a auxinas y una sobreexpresion
del receptor incrementa la respuesta a auxinas (M. Gray et al., 1999). La linea reportera “TIR1::GUS”
muestra la expresion espacio temporal de este receptor, si se observara una mayor expresion del
reportero en la planta, estaria indicando que la respuesta a auxinas se esta incrementando también

gracias a esta mayor expresion del receptor TIR1. Por lo tanto, se utilizd la linea reportera TIR1::GUS
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para evaluar su expresion en plantas inoculadas con las bacterias comparandolo con plantas control

sin inocular.

El reportero TIR1::GUS se expresé en toda la planta en ambas condiciones (inoculado y no inoculado).
De manera general, no se observo un incremento en la intensidad de la sefial del reportero en los
tratamientos (plantas inoculadas con cepas de Streptomyces) en comparacion con el control; sin
embargo, en los experimentos discutidos anteriormente se observé al igual que en este, que los
tratamientos con S. ambofaciens 'y S. pratensis presentaron una mayor cantidad de raices laterales,
por lo que existen mayores sitios de expresion del reportero (Fig. 13). Con este resultado se podria
proponer que, aunque no se observé mayor tincidén de GUS en los tratamientos, si se esta presentando
un mayor numero de sitios de expresidn que pudieran ser importantes para incrementar la respuesta

a auxinas gracias a la inoculacién con las bacterias.

Control S. ambofaciens S. pratensis

3 dpi

7 dpi

Fig. 13. Expresion de la linea reportera de A. thaliana TIR1::GUS a los 3 y 7 dpi con S. ambofaciens y S. pratensis.

Plantas de A. thaliana de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con 10° esporas por mL de cada bacteria.
Las imagenes fueron tomadas en un estereoscopio y son representacion de al menos 10 observaciones por tratamiento.
La barra de escala representa 1 cm.
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9.7.4. Evaluacion de la linea mutante rhd6 de A. thaliana inoculada con S.
ambofaciens y S. pratensis.
El gen RHD6 codifica un factor de transcripcidn que pertenece a la subfamilia Vllic de los factores de
transcripcion “hélice-vuelta-helice basica” (bHLH, por sus siglas en inglés) (Yi et al., 2010). Este gen
participa en la regulacion de la emergencia de los pelos radicales, y se considera uno de los factores

de transcripcion principales en la etapa de iniciacién de este proceso (Masucci y Schiefelbein 1996).

La linea mutante rhd6 esta afectada en la iniciacion y elongacion de pelos radicales (“hairless root”) y
el fenotipo de esta linea mutante puede ser restaurado por la aplicacion exdgena de auxinas y etileno
(Masucci y Schiefelbein 1994). Al haber encontrado un cambio en la presencia de auxinas en la punta
de raiz principal en plantas de A. thaliana inoculadas con S. ambofaciens y S. pratensis (Fig. 10), se
decidio realizar un experimento con el objetivo de observar la restauracion del fenotipo del pelo radical.
Las semillas de plantas mutantes rhd6 fueron sembradas y estratificadas durante 3 dias en obscuridad
a 4°C, y posteriormente se inocularon tanto directamente como a distancia con las bacterias S.

ambofaciens y S. pratensis y el fenotipo de restauracion del pelo radical se determiné a los 3 dpi.

Se observé una mayor longitud en los pelos radicales de las plantulas inoculadas con ambas bacterias
(sobretodo en aquellos que emergen en la base del hipocotilo), principalmente en las plantulas que
fueron inoculadas directamente en la semilla (Fig. 14). Los pelos radicales, son estructuras de gran
importancia para la captacion de nutrientes y para un buen desarrollo de la planta, por lo que, es muy
interesante la restauracion del pelo radical que se presenté en los tratamientos con S. ambofaciens y

S. pratensis.

Al haber encontrado una restauracién de la emergencia del pelo radical en las mutantes rhd6
inoculadas con las bacterias S. ambofaciens y S. pratensis, se puede relacionar a la capacidad que
mostraron ambas bacterias en las lineas reporteras DR5::GUS (fig. 10) y que posiblemente sea gracias

a la mayor presencia de auxinas por parte de las bacterias que este fenotipo haya sido restaurado.
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Fig. 14. Efecto de Ias
Actinobacterias S. ambofaciens y
S. pratensis sobre la linea mutante
rhd6. Semillas estratificadas durante
3 dias a 4°C en oscuridad fueron
inoculadas con S. ambofaciens 'y S.
pratensis directamente y a 5 cm de
distancia de la semilla. Las
imagenes de la parte inferior fueron
tomadas a los 3 dpi en un
microscopio optico con el objetivo 4X
y las imagenes de la parte superior
con un estereoscopio. La barra de
escala representa 0.5 mm.
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9.8. Microscopia optica de raices de A. thaliana en interaccion
con S. ambofaciens y S. pratensis.

Las dos cepas caracterizadas con potencial de promociéon de crecimiento en A. thaliana (S.
ambofaciens y S. pratensis) fueron analizadas por medio de microscopia para observar la interaccion
que tiene con la raiz. Los resultados con microscopia dptica muestran que la bacteria coloniza a toda
la raiz, asociandose a lo largo de todo el apoplasto de las células (Fig.15), y ademas forman cumulos
de micelio principalmente cerca de las zonas de ramificacion dejando como posibilidad que se
internalizan por estos lugares, lo cual es algo que se puede aclarar con la microscopia TEM.

En las figuras 16, 17 y 18 se puede observar la colonizacién del micelio tefiido con safranina diluida
1:10, se muestran plantas control sin bacteria y la interaccion de A. thaliana con S. ambofaciens y S.

pratensis respectivamente.

Control S. ambofaciens S. pratensis

Ry ta v’

Fig. 15 Acercamiento de la interacciéon de S. ambofaciens y S. pratensis en la raiz de A. thaliana tefiida con
safranina diluida 1:10 en microscopio dptico. El acercamiento se dio con el objetivo 40X, ademas de un aumento 1.5X
con la camara. Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con

106esporas por mL de cada bacteria y las im&genes fueron tomadas a los 7 dpi y son representacién de al menos 10
observaciones.
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Fig. 16. Acercamiento de una planta control sin inocular de la raiz de A. thaliana tefiida con safranina diluida 1:10
en microscopio 6ptico. El acercamiento se dio con el objetivo 40X (izquierda), ademas de un aumento 1.5X con la camara
(derecha). La imagen muestra una planta de 17 dias de edad la cual es el comparativo de los tratamientos que fueron

inoculadas en la punta de la raiz con 106esporas por mL a los 10 dias de edad y analizadas a los 7 dpi y las fotos son
representacién de al menos 10 observaciones.

Fig. 17. Acercamiento de la interaccidon S. ambofaciens - A. thaliana en la raiz tefiida con safranina diluida 1:10 en
microscopio dptico. El acercamiento se dio con el objetivo 40X (izquierda), ademas de un aumento 1.5X con la cdmara

(derecha). Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con 106esporas
por mL de cada bacteria y las imagenes fueron tomadas a los 7 dpi y son representacion de al menos 10 observaciones.
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Fig. 18. Acercamiento de la interaccion S. pratensis - A. thaliana de la raiz tefiida con safranina diluida 1:10 en
microscopio optico. El acercamiento se dio con el objetivo 40X (izquierda), ademas de un aumento 1.5X con la camara

(derecha). Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con 106esporas
por mL de cada bacteria y las imagenes fueron tomadas a los 7 dpi y son representacion de al menos 10 observaciones.

Las tinciones anteriormente mostradas se realizaron con safranina diluida en agua 1:10 y se
observaron a microscopio (Fig. 15,16,17, 18), por otro lado se realizaron tinciones con safranina sin
diluir y fueron lavadas las muestras con etanol al 96% y posteriormente con agua, estas tinciones
lavadas con etanol muestran menos cantidad de bacteria lo cual indica que el lavado con etanol esta
arrastrando una gran cantidad de micelio de la raiz; sin embargo, sigue observandose cumulos de
micelio que no logro ser arrastrado con etanol, estos cumulos que quedan se ven mas fuertemente
ramificados por lo cual puede ser la razén que no fueron arrastrados por este lavado, estos cumulos
muy ramificados fueron observados principalmente cerca de zonas de ramificacion tanto en S.

ambofaciens como S. pratensis (Fig. 19 y 20, respectivamente).
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Fig. 19. Acercamiento de la interaccion S. ambofaciens — A. thaliana de la raiz tefiida con safranina y lavada con
etanol 96% en microscopio dptico. El acercamiento se dio con el objetivo 40X (izquierda), ademas de un aumento 1.5X
con la camara (derecha). Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz

6 . P . 'y
con 10 esporas por mL de cada bacteria y las imagenes fueron tomadas a los 7 dpi y son representacion de al menos 10
observaciones.

Fig. 20. Acercamiento de la interaccion S. pratensis - A. thaliana de la raiz tefiida con safranina y lavada con etanol
96% en microscopio dptico. El acercamiento se dio con el objetivo 40X (izquierda), ademas de un aumento 1.5X con la
camara (derecha). Plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 de 10 dias de edad fueron inoculadas en la punta de la raiz con

106esporas por mL de cada bacteria y las imagenes fueron tomadas a los 7 dpi y son representacion de al menos 10
observaciones.
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9.9. Evaluacion del efecto de promocion de crecimiento en plantas de Zea

mays en interaccion con S. ambofaciens y S. pratensis.

Se analizé la interaccion del maiz criollo variedad cacahuazintle con las bacterias Streptomyces
ambofaciens y Streptomyces pratensis realizando mediciones de peso seco tanto de parte aérea como
de raiz. Las semillas recién germinadas fueron sembradas e inoculadas en el hipocotilo recién
emergido con 1 mL del inoculo bacteriano a una concentracion de 107 células/ml y a las dos semanas
de interaccion se observaron las plantas y se realizo el analisis de peso seco de la parte aérea y de
raiz. Las plantas tratadas con ambas bacterias parecian ser ligeramente mas grandes que los
controles sin inocular (Fig. 21), y era evidente a simple vista una mayor cantidad de biomasa de raiz
en comparacion de los controles sin inocular (Fig. 22). Cuando se determind el peso seco de la parte
aérea y de raiz se encontr6 de manera cuantitativa lo observado, tanto en biomasa de parte aérea
como de raiz se encontraron diferencias significativas con ambas Actinobacterias inoculadas (Fig. 23).
A diferencia de lo que se observé en la interaccion con A. thaliana, las plantas de maiz no presentaron
un acortamiento en la longitud de la raiz principal, por el contrario, visiblemente fue evidente una mayor

longitud de la raiz principal respecto al control.

Control S. ambofaciens S. pratensis

Fig. 21. Plantas de maiz a los 14 dpi con S. ambofaciens y S. pratensis. Las semillas fueron inoculadas después de
dos dias de estratificacion de la semilla y dos dias en oscuridad para su germinacién, se inoculd 1 ml de inoculo bacteriano

en el hipocétilo de la semilla ya germinada y alrededor de la misma, con una concentracion de 107esporas por mL. La foto
es representacién de 10 plantas por tratamiento.
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Control S. ambofaciens S. pratensis

Fig. 22. Morfologia de la raiz de plantas de maiz a los 14 dpi con S. ambofaciens y S. pratensis. Las semillas fueron
inoculadas después de dos dias de estratificacion de la semilla y dos dias en oscuridad para su germinacion, se inocul6 1
mL de inoculo bacteriano en el hipocétilo de la semilla ya germinada y alrededor de la misma, con una concentracion de

10’ esporas por mL. La foto es representacion de 10 plantas por tratamiento.
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Fig. 23. Efecto de las Actinobacterias sobre el peso seco de plantas de maiz. Peso seco de plantas de maiz de 14
dias en interaccion con S. ambofaciens y S. pratensis en a) parte aérea y b) raiz. El grafico indica la media + EE (n
=10), el analisis estadistico entre los tratamientos y el control se realizé por medio de ANOVA de una via, con un post hoc
de Dunnett, utilizando 10 mediciones por tratamiento, las diferencias significativas se muestran en asteriscos p<0.05 (*),

p<0.01 (**), p<0.001 (***).
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X. Conclusion.

En el presente estudio se encontraron dos cepas de Actinobacterias del género Streptomyces (S.
ambofaciens y S. pratensis) con capacidad de promover el crecimiento de la planta modelo
Arabidopsis thaliana, las cuales fueron probadas también en una planta de interés comercial (Zea
mays) con resultados prometedores. Ambas cepas (S. ambofaciens, S. pratensis) promovieron el
desarrollo de la raiz incrementando el numero de raices laterales e incrementaron la biomasa de la
raiz; de igual forma contribuyeron a un incremento en la biomasa de la roseta. Debido a esto, se
buscaron a través de diferentes lineas reporteras, DR5::GUS (Ulmasov et I., 1997); CyCB1;1::GUS
(Colén-Carmona et al. 1999) y TIR1::GUS (Greay et al., 1999) posibles mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo de A. thaliana en interaccion con estas Actinobacterias; todos los ensayos
realizados indicaron una posible respuesta a través de vias dependientes de auxinas. Los
experimentos realizados tanto en medio de cultivo MS como en maceta, indican que muy posiblemente
seran de facil manejo en experimentos de campo; ademas, las pruebas de hemdlisis indicaron que
ninguna de las bacterias empleadas en los experimentos muestran un riesgo potencial para la salud,

ya que no se detectaron bacterias beta hemoliticas.

Xl. Perspectivas.

Los resultados mostraron una posible respuesta dependiente de auxinas; sin embargo, esto abre
panoramas para profundizar en los mecanismos moleculares de promocidn de crecimiento que ayuden
a elucidarlos con mayor detalle; particularmente la respuesta a auxinas, por ejemplo, mediante la
determinacion de la expresion de genes que se activen en la respuesta a estas hormonas y realizar
pruebas mediante el reactivo de Salkowski que ayuden a determinar de manera mas directa si las
cepas aisladas producen auxinas. Por otro lado, ademas de profundizar en vias de sefializacion, seria
bueno identificar metabolitos producidos por las bacterias seleccionadas que pudieran estar

relacionados con la promocion del crecimiento.

El fenotipo de las plantas inoculadas en comparacion del control sin inocular, aparentaron ser mas
grandes, con mayor densidad de raices laterales y presentaron un color verde mas intenso que las
plantas no inoculadas, por lo que también se propone realizar mediciones del contenido de clorofila,

asi como parametros fisioldgicos relacionados al proceso de fotosintesis.
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Una de las observaciones interesantes del trabajo fue encontrar la asociacién/colonizacién de la
bacteria a lo largo de toda la raiz, existe la posibilidad de que la bacteria internaliza dentro de la raiz;
por lo que se proponen analisis de microscopia electronica de transmision (TEM) para visualizar cortes

longitudinales y transversales de la raiz en busca de un crecimiento bacteriano intra o intercelular.

De las Actinobacterias que se crecieron en medio Pikovskaya, S. ambofaciens fue la unica que mostro
tener la capacidad de solubilizar fosfatos, este es un resultado importante debido a que las plantas
necesitan ayuda de este proceso para poder asimilar fuentes de fosforo; por lo que se propone como
perspectiva cuantificar la capacidad de solubilizacién y comparar este resultado con el de otras

bacterias solubilizadoras de fosfato.

Dado los resultados positivos tanto en medio de cultivo (con A. thaliana), como en maceta (en maiz),
una de las perspectivas a corto plazo es realizar experimentos en campo. Ademas, hay que considerar
que la mayoria de las bacterias fueron aisladas de suelos aridos, por lo que deberian caracterizarse
con pruebas de estrés hidrico. De manera general todos los resultados apuntan a que se deben
realizar estudios encaminados para la elaboracién de un bioinoculante con las Actinobacterias, S.

ambofaciensy S. pratensis.
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XIlll. Anexos.

Tabla suplementaria 1. Sitio del aislado de cada bacteria.

Clave
ROmMA-10

ROmA-7
actd
act9

CSl-4
SOmSP-13
ACT10
ACT11
ACT2
ACT3

SomSP-19
ROmMSP-6
CSI-11

ROmMSP-1

ROmSP-8

ROmA-22
CSI-10
$§3-18
$83-15
$83-12
§83-7
$83-5
$52-16
§82-9

$82-5

Nombre de la bacteria

Streptomyces ambofaciens
Streptomyces pratensis
Streptomyces alvidoflavus
Streptomyces alvidoflavus
Streptomyces cianofactatus
Streptomyces badius
Streptomyces s
Streptomyces graminearus
Cupriavidus gilardii
Streptomyces sp.

Bacillus sp.
Bacillus mojavensis
Bacillus safensis

Bacillus sp.

Bacillus subtilis

Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Streptomyces globisporus
Streptomyces sp.

Streptomyces sp. 10CM16

Streptomyces diastaticus
subsp. diastaticus

Staphylococcus epidermidis

Streptomyces griseoviridis

Sitio de la muestra
Simbionte de Raiz de Opuntia
megarhiza de Sierra de Alvaréz
Simbionte de Raiz de Opuntia
megarhiza de Sierra de Alvaréz
Sedimentos de un hidrociclén en
Guadalajara
Sedimentos de un hidrociclén en
Guadalajara
Aislados de roca profunda de
Cueva Sitio 1
Suelo de Opuntia megarhiza de
Cerro de San Pedro
Sedimentos de un hidrociclén en
Guadalajara
Sedimentos de un hidrociclén en
Guadalajara
Sedimentos de un hidrociclén en
Guadalajara
Sedimentos de un hidrociclén en
Guadalajara
Suelo de Opuntia megarhiza de
Cerro de San Pedro

Simbionte de raiz de Opuntia
megarhiza de Cerro de San Pedro

Aislados de roca profunda de
Cueva Sitio 1

Simbionte de raiz de Opuntia
megarhiza de Cerro de San Pedro

Simbionte de raiz de Opuntia
megarhiza de Cerro de San Pedro

Simbionte de Raiz de Opuntia
megarhiza de Sierra de Alvaréz
Aislados de roca profunda de
Cueva Sitio 1
Aislados de sedimento en Salinas
de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 2
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 2
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 2
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§82-3

$§1-12

§81-5

$83-13

$83-15

$§3-18

$83-21

$§3-39

$§3-56

$84-1

$S4-18

$52-19

OmenF-1

Staphylococcus sp.
Streptomyces sp. NHF165
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Staphylococcus epidermidis
Streptomyces sp.
Streptomyces fulvissimus
Streptomyces sp.
Methylorubrum sp.
Streptomyces badius
Streptomyces badius

Bacillus haynesii

Lysinibacillus sp.

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 2
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 1
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 1
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3
Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 3

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 4

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 4

Aislados de de sedimento en
Salinas de Hidaldo Sitio 2

Opuntia megarhiza enferma

82



7

ireptomyces pratensis

Streptom yce;EéB}"us

=

Bacillus subtilis  Streptomyces cyaneofuscatus

Anexo 2. Morfologia de diferentes cepas bacterianas del género Bacillus y Streptomyces en medio de cultivo MSF
(Soya Manitol). Los cultivos se mantuvieron a 28°C y las imagenes fueron tomadas al dia 14 de crecimiento. En la figura
se muestran dos columnas con un par de fotos cada una, de las cuales se puede comparar la forma de crecimiento
bacteriano en bacterias del género Bacillus (columna izquierda) y bacterias del género Streptomyces (columna derecha).
En cada par de fotografias se muestra el crecimiento en placas de Petri (izquierda) y una ampliacion en estereoscopio
(derecha).
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Tabla suplementaria 3. Bacterias de distintos sitios del estado de San Luis Potosi identificadas por
secuenciacion del gen 16 S rRNA mediante la hebra sentido.

Description Common Name Max Total Query E value Per. Accession
Score  Score Cover Ident.

Streptomyces sp. strain Streptomyces sp. 466 466 96% 5e-127 93.87 1471 MN82270
PBSH9 16S ribosomal % 3.1
RNA gene, partial
sequence
Streptomyces Streptomyces 802 802 100% 0.0 97.07 1430 MTO07157
graminearus strain NM1 graminearus % 4.1
16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
Cupriavidus gilardii strain Cupriavidus gilardii 584 1169 77% 2e-162 97.65 348584 | CP054626.
FDAARGOS_639 % 0 1
chromosome 2, complete
sequence
Streptomyces sp. GC-A03 Streptomyces sp. 791 791 99% 0.0 96.84 1234 LC387247.
gene for 16S ribosomal % 1
RNA, partioal sequence
Bacillus sp. (in: Bacteria) Bacillus sp. 1653 1653 93% 0.0 94.87 1455 MW62739
strain JSM ZJ304 16S % 8.1
ribosomal RNA gene,
partial sequence
Bacillus mojavensis Bacillus mojavensis 1099 1099 94% 0.0 97.66 1429 HE586566
partial 16S rRNA gene, % A
isolate AS2
Bacillus safensis strain Bacillus safensis 1857 1857 94% 0.0 97.70 1125 KT758564.
HQB642 16S ribosomal % 1
RNA gene, partial
sequence
Bacillus sp. hswX153 16S Bacillus sp. 1323 1323 60% 0.0 98.28 1451 JQ236842.
ribosomal RNA gene, % 1
partial sequence
Bacillus subtilis strain Bacillus subtilis 257 257 94% le-64 99.30 1527 KU674947
smppsapl 16S ribosomal % |
RNA gene, partial
sequence
Streptomyces sp. strain Streptomyces sp. 154 154 77% 2e-33 87.97 1049 MH15353
S036 16S ribosomal RNA % 3.1
gene, partial sequence
Streptomyces sp. strain Streptomyces sp. 335 335 98% 1le-87 90.66 1500 KY860710.
EL063 16S ribosomal RNA % 1
gene, partial sequence
Streptomyces sp. strain Streptomyces sp. 1777 1777 100% 0.0 99.79 1471 MN82270
PBSH9 16S ribosomal % 3.1
RNA gene, partial
sequence
Streptomyces sp. strain Streptomyces sp. 1219 1219 100% 0.0 99.85 990 MT64561
M137-2 16S ribosomal % 8.1
RNA gene, partial
sequence
Streptomyces Streptomyces 617 617 100% le-172 98.84 1337 LC551889.
globisporus S$32-65 gene globisporus % 1
for 16S rRNA, partial
sequence
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Streptomyces sp. strain
GM11 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Streptomyces sp.

377

377

90%

4e-100

79.87
%

1489

MN82630
1.1

Streptomyces sp.
10CM16 16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

Streptomyces sp.
10CM16

265

265

32%

4e-66

86.22
%

1439

JX051284.
1

Streptomyces diastaticus
subsp. diastaticus strain
YNF17-1 16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

Streptomyces
diastaticus subsp.
diastaticus

1533

1533

61%

0.0

99.88
%

1389

MTO06579
4.1

Staphylococcus
epidermidis strain
CEMTC_3680 16S
ribosomal RNA gene,
partial sequence

Staphylococcus
epidermidis

1125

1125

100%

0.0

100.0
0%

1364

MZ049537
1

Streptomyces
griseoviridis strain K61
chromosome, complete
genome

Streptomyces
griseoviridis

1703

10222

100%

0.0

99.68
%

896273
6

CP029078.
1

Staphylococcus sp. strain
T61 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

Staphylococcus sp.

948

948

100%

0.0

99.81
%

700

MT61130
4.1

Streptomyces sp. NHF165
chromosome, complete

genome

Streptomyces sp.

1596

9574

100%

0.0

100.0
0%

845730
0

CP029241.
1

Streptomyces sp. strain
WMMA1547 16S
ribosomal RNA gene,

partial sequence

Streptomyces sp.

874

874

99%

0.0

98.03
%

1382

KY015177.
1

Streptomyces sp. strain
M137-2 16S ribosomal
RNA gene, partial

sequence

Streptomyces sp.

769

769

100%

0.0

99.76
%

990

MT64561
8.1

Staphylococcus
epidermidis strain
CEMTC_3680 16S
ribosomal RNA gene,

partial sequence

Staphylococcus

epidermidis

974

974

100%

0.0

99.81
%

1364

MZ049537

Streptomyces sp. strain
M137-2 16S ribosomal
RNA gene, partial

sequence

Streptomyces sp.

815

815

100%

0.0

99.77
%

990

MT64561
8.1

Streptomyces fulvissimus

strain NA06532

Streptomyces

fulvissimus

1345

8072

100%

0.0

100.0
0%

779097
4

CP054926.
1
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chromosome, complete

genome

Streptomyces sp. strain Streptomyces sp. 1000 1000 100% 0.0 100.0 747 MT61131
T296 16S ribosomal RNA 0% 3.1
gene, partial sequence

Methylorubrum sp. strain Methylorubrum sp. 418 418 100% 9e-113 99.56 1356 MT27812
2R11 16S ribosomal RNA % 9.1
gene, partial sequence

Streptomyces badius | Streptomyces badius 638 638 100% le-178 99.71 1418 MK82553
strain 1IPR:KA02:01 16S % 3.2
ribosomal RNA gene,

partial sequence

Streptomyces badius | Streptomyces badius 553 553 99% 4e-153 97.81 1418 MK82553
strain 1IPR:KA02:01 16S % 3.2
ribosomal RNA gene,

partial sequence

Bacillus haynesii strain Bacillus haynesii 459 459 100% 6e-125 98.83 470 MN80880
OC 5.2 16S ribosomal % 4.1
RNA gene, partial

sequence

Lysinibacillus sp. strain Lysinibacillus sp. 1077 1077 100% 0.0 99.83 1434 MT07471
M4 16S ribosomal RNA % 4.1
gene, partial sequence

*El valor de E y la cobertura fueron obtenidos por analisis tipo BLAST en la base de datos NCBI.
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