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RESUMEN

Las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR) influyen en el crecimiento
y desarrollo de la planta incrementando la disponibilidad de nutrientes, participando en la
produccion de fitohormonas que regulan la expresion de genes implicados en el
crecimiento o liberando compuestos que inhiben a microorganismos fitopatégenos. Se ha
reportado que las actinobacterias tienen caracteristicas de PGPR por varios mecanismos
y que se encuentran en gran numero colonizando la rizésfera rica en materia organica
participando en el ciclo de nutrientes, mientras que en suelos agricolas, la aplicacion de
fertilizantes quimicos, herbicidas y pesticidas, provoca un impacto negativo en el

ecosistema que conlleva a una reduccion de las poblaciones microbianas edaficas.

Con el objetivo de determinar la permanencia de actinobacterias autoctonas en suelos
cultivados organicamente del municipio de Uruapan, Michoacan, se llevé a cabo un
muestreo de rizosfera de Persea americana Mill, donde se obtuvieron 1,583 cepas con
caracteristicas fenotipicas de actinobacterias. Se seleccionaron 20 cepas con base a estas
caracteristicas y se evalud su capacidad como PGPR in vitro utilizando como modelo
vegetal a Arabidopsis thaliana. Los resultados mostraron que los 19 de los aislados
manifiestan una bioestimulacién tanto en la arquitectura radicular, como en la produccion
de follaje, que en ultima instancia, resultan en un incremento de la productividad de la
planta. Sélo una cepa mostré represion del crecimiento de la raiz principal y marchitez en
el follaje. EI numero de actinobacterias recuperadas en este estudio demuestra la
conservacion del microbioma que puede ser un indicativo de fertilidad. Ademas, su
capacidad de promover el desarrollo vegetal les confiere un gran interés como una

alternativa en futuras aplicaciones biotecnoldgicas agricolas.

Palabras clave: rizosfera, actinobacterias, interacciéon, Arabidopsis thaliana, crecimiento

vegetal.
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ABSTRACT

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) influence plant growth and development by
increasing the availability of nutrients, participating in phytohormone production that
regulates the expression of genes and releasing compounds that inhibit phytopathogenic
microorganisms. PGPR characteristics affect plant hosts by several mechanisms and they
are found in large populations colonizing the rhizosphere rich in organic matter participating
in the nutrient cycle, while in agricultural soils, the application of chemical fertilizers,
herbicides and pesticides, may cause a negative impact on the ecosystem that leads to a

reduction of edaphic microbial populations.

In order to determine the permanence of native actinobacteria in organically cultivated soils
from Uruapan, Michoacan, a rhizosphere sampling of Persea americana Mill was carried
out, where 1,583 strains with phenotypic characteristics of actinobacteria were retrieved.
Twenty strains were selected and evaluated in vitro as PGPR using Arabidopsis thaliana as
a plant model. The results showed an outstanding bio-stimulus, both in the root architecture,
and in the size of the foliage, in 19 of the isolates, which ultimately result in an increase in
plant productivity. Only one strain showed growth repression of the main root and wilting in
the foliage. The number of actinobacteria recovered in this study demonstrates the
conservation of the microbiome that may be an indication of fertility. In addition, their ability
to promote plant development gives them great interest in future agricultural

biotechnological applications.

Keywords: rhizosphere, interaction, actinobacteria, Arabidopsis thaliana, plant growth

promoting.
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1. INTRODUCCION

La rizésfera es la zona del suelo influenciada por los exudados de las plantas a través de
las raices, que comprenden gran diversidad de compuestos quimicos de alto y bajo peso
molecular cuya concentracién y composicion dependen de factores fisico-quimicos y
bioloégicos, ademas, son de gran importancia para el establecimiento de comunidades
microbianas que utilizan estos sustratos como fuentes de nutrientes y energia (Huang et
al., 2014). Los exudados radicales también pueden actuar como moléculas de sefalizacion
para el acercamiento/formar asociaciones mutualistas con microorganismos y median las
interacciones de éstos con las plantas (Ortiz-Castro et al., 2009). Asi, la rizésfera provee
un complejo y dinamico microambiente, donde rizobacterias y hongos en asociacién con
las raices, forman comunidades de gran importancia para el ecosistema edafico (Martin et
al., 2011).

Los suelos rizosféricos contienen de 10 a 100 veces mayor nimero de microrganismos que
el suelo adyacente (Jaramillo, 2002); entre ellos se encuentran las actinobacterias
representando un 40% cuando se habla de suelos de bosques, mientras que en suelos
cultivados se encuentran en un 20% debido a la menor cantidad de materia organica
presente que usan como fuente de energia (Cardona et al., 2009). Las actinobacterias son
bacterias Gram-positivas caracterizadas por su estructura filamentosa similar a la de los
hongos y por su alto contenido de C + G en su ADN (Madigan et al., 2009); gracias a su
micelio filamentoso ramificado colonizan las raices y pueden sobrevivir por periodos
prolongados de tiempo debido a su capacidad de producir esporas. Son microorganismos
saprofitos, pueden degradar una enorme cantidad y variedad de compuestos organicos y
son extremadamente importantes en el ciclo de nutrientes y la fertilidad del suelo (Prescott
et al., 2002). Ademas de proveer nutrientes al suelo que son aprovechados por las plantas,
las actinobacterias se incluyen en el grupo de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (PGPR).

Las PGPR son bacterias capaces de colonizar la superficie del sistema radicular y estimular
el crecimiento, la salud y, con ello, la productividad (Varcheron et al., 2013) a través de dos
tipos de mecanismos: i) directos, como la solubilizacién de fésforo o fijacion de nitrégeno
que facilita su adquisicion por parte de las plantas, o la produccién de fitohormonas como
auxinas, citocininas y giberelinas que modifican la arquitectura radicular lo que resulta en

una mayor absorcion de agua y nutrientes (Verbon et al.,, 2016), y ii) indirectos, en los
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cuales se promueve el crecimiento vegetal al inhibir el crecimiento de fitopatdgenos, ya sea
por la produccién de sustancias antimicrobianas o de enzimas que actuan inhibiendo el
micelio de hongos o por la produccion de sideréforos que limita la disponibilidad del hierro,
el cual es necesario para muchas de sus funciones biolégicas (Moreno et al., 2018). Sin
embargo, la aplicacion continua de fertilizantes y agroquimicos en las zonas de cultivo, asi
como la destruccion de los bosques para el mismo fin, ha provocado impactos negativos
en los ecosistemas causando dafos al ambiente, afectando la poblacion de
microorganismos edaficos y con ello, generando una baja en el rendimiento y productividad
de los suelos (Moreno et al., 2018).

Uruapan es uno de los municipios de Michoacan donde el cultivo de Persea americana ha
aumentado considerablemente en los Ultimos afios y donde los bosques han sido
reemplazados para uso del suelo agricola. Por lo que la recuperacion de actinobacterias
autoctonas de la rizosfera de aguacate puede ser un indicativo de la salud del suelo y nos
permitiria realizar un estudio para evaluar su capacidad de promover el crecimiento vegetal
con fines de aprovechamiento en el desarrollo de nuevas biotecnologias, pudiendo hacer
uso de los microorganismos benéficos del suelo como bio-fertilizantes, fito-estimulantes o

agentes de biocontrol y reducir el deterioro ambiental.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Descripcion de la zona de muestreo

Uruapan proviene de la palabra tarasca "uruapani" y significa "el florecer y fructificar de una
planta al mismo tiempo", por lo que se ha traducido como "lugar donde los arboles tienen
siempre fruto" (INFAED, 2010). Se localiza al Oeste del estado, entre los paralelos 19°11’
y 19°38’ de latitud norte; los meridianos 101°56’ y 102°24’ de longitud oeste (INEGI, 2009)
y tiene una altitud de 1640 msnm (metros sobre el nivel del mar) (INEGI, 2017). Colinda al
norte con los municipios de Los Reyes, Charapan, Paracho y Nahuatzen; al este con los
municipios de Nahuatzen, Tingambato, Ziracuaretiro, Taretan, Nuevo Urecho y Gabriel
Zamora; al sur con los municipios de Gabriel Zamora, Paracuaro, Tancitaro y Nuevo
Parangaricutiro; al oeste con los municipios de Nuevo Parangaricutiro, Tancitaro, Periban
y Los Reyes (INEGI, 2009).

La region del municipio de Uruapan tiene altitudes que van desde los 700 hasta los 3 300
msnm debido a la conformacion del relieve por el sistema volcanico transversal, y los cerros
de Charanda, la Cruz, Jicalan y Magdalena (INEGI, 2009). Esa variabilidad de altitudes
conlleva a que haya diferentes tipos de clima, principalmente templado subhumedo,
templado humedo, semicalido hiumedo semicalido subhimedo, calido subhimedo y un
amplio rango de temperaturas que oscilan entre los 8 a 37°C la mayor parte del ano
(INFAED, 2010). Cuenta con siente tipos de suelo (Fig. 1), dominando el Andosol en un
51.98%, seguido por Leptosol (15.99%), Luvisol (13.98%), Cambisol (6.59%), Phaeozem
(3.76%), Regosol (1.71%) y Vertisol (0.19%).
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Prontuaric de infermacién geogrifica municipal de los Estados Unidos Mexicanos
Uruapan, Michoacan de Ocampa
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Figura 1. Tipos de suelo del municipio de Uruapan, Michoacan. Imagen recuperada de

Prontuario Oficial de Informaciéon Geografica INEGI, 2009.

Hasta el afo 2009, el uso de suelo era en un 54.19% de bosque mixto con pino-encino, y
bosque tropical y un 30.57% era suelo cultivado (Fig. 2). Sin embargo; la actividad socio-
econdmica mas importante del municipio de Uruapan es la agricultura, especificamente el
cultivo de aguacate. Actualmente, su cultivo cubre 16,303.69 ha, aproximadamente 4,000
ha mas que en 2009 (SIAP, 2019), lo que se refleja en un descenso de la superficie de

areas boscosas.
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Prontuario de informacién geogrifica municipal de los Estados Unidos Mexicanos
Uruapan, Michoacan de Ocampo
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Figura 2. Uso del suelo del municipio de Uruapan, Michoacan. Imagen recuperada de Prontuario
Oficial de Informacién Geografica INEGI, 2009.

2.2. Descripcion del cultivo de Persea americana Mill

2.2.1. Generalidades

El aguacate es un arbol de la familia Lauraceae cuyo nombre cientifico es Persea
americana Mill; el nombre del aguacate proviene del nahuatl “ahuacatl’, que significa
“testiculos del arbol”; es originario de Mesoamérica lo cual incluye la parte Central de
México, asi como las partes altas de Guatemala y las Antillas (CEDRSSA, 2017)
(SAGARPA, 2011). Se considera un producto perenne, es decir, que se cultiva durante
todo el afo; el arbol es frondoso y a pesar de que llega a crecer hasta 20 m, cuando se

cultiva en plantaciones comerciales, no se deja a mas de 5 m para facilitar las practicas de
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control sanitario, poda, cosecha y fertilizacion foliar (SAGARPA, 2011); tiene floracion
abundante, cada arbol llega a producir hasta un millén de flores, sin embargo; solo el 0.1%
logra transformarse en fruto (SAGARPA, 2017). El fruto es una drupa con un rango amplio
de peso (entre 120 y 500 g), con cascara lisa o rugosa de color verde claro a verde oscuro
mientras esta en el arbol, y de violeta a negro en etapa de maduracién, donde la pulpa
tiene una consistencia suave y cremosa. Ademas de su principal uso como producto
alimenticio, se emplea para extraccion de aceite y en aplicaciones cosméticas (Pérez et

al., 2015).

2.2.2. Variedades

Generalmente se identifican tres variedades de aguacate que estan distribuidas de acuerdo
con la altitud y la presencia de zonas libres de heladas. Asi tenemos que, en general, en el
territorio nacional se le encuentra por arriba de los 2000 m de altitud (zona templada),
predomina en bosques de pino-encino y se caracteriza por su alto contenido de aceite; la
variedad guatemalteca crece entre los 1000 y 2000 m (zona subtropical) en los bosques
mesdfilos de montafia, posee una cascara gruesa que le confiere proteccién durante su
transporte pero dificulta conocer su estado de maduracidon mediante el tacto; y la antillana
que se encuentra por debajo de los 1000 m (zona tropical) (Barrientos, 2010; Pérez et al.,
2015; Gonzalez et al., 2018). Existen hibridos que tienen una adaptacion intermedia entre
razas, ejemplos de ello son el aguacate denominado Hass, Fuerte, Criollo y Bacon
(SAGARPA, 2011).

El aguacate Hass es un cruzamiento de las razas guatemalteca (predominantemente) y
mexicana (de 10 a 15%) (Gonzalez et al., 2018) que fue patentado por Rudolph G. Hass,
en La Habra Heights (California) en 1935 (DANE, 2016). Es el de mayor preferencia en el
mundo, en un porcentaje cercano al 80% (Bernal et al., 2014) y, por lo tanto, la variedad
mas comercializada internacionalmente (Pérez et al., 2015), principalmente por su
excelente calidad de pulpa, hueso pequefio y alto contenido de aceite (23.7%) (Gonzalez
et al., 2018). Esta variedad es cultivada en el 90% de los huertos mexicanos (Barrientos,
2010), es autofértil y su fruto tiene la capacidad de permanecer adherido al arbol hasta tres
meses después de su maduracion fisioldgica, esto le permite a los productores hacer una

planeacion de la cosecha considerando factores ambientales y, sobre todo, condiciones
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del mercado (Salazar et al., 2016). Ademas tiene alta resistencia al manejo post-cosecha
y transportacion (CEDRSSA, 2017).

2.2.3 Requerimientos ambientales

La temperatura para el cultivo de aguacate va de los 15 a los 24°C; es sensible al frio y a
la humedad; requiere regimenes pluviales de 1,000 a 2,000 mm de lluvia bien distribuidos
durante todo el afio (SAGARPA, 2011); se cultiva en altitudes que van desde los 800 hasta
2,500 msnm (Gonzalez et al., 2018); el suelo mas recomendado son los de textura ligera,
suelos arcillosos o franco-arcillosos (DANE, 2016), profundos y bien drenados (SIAP,
2019); con un pH éptimo de 5.5 a7 (CEDRSSA, 2017) (SAGARPA, 2017).

2.2.4. Plagas

Los dafios causados por fitopatdgenos estan entre los factores que mas afectan la
productividad y la vida de un arbol de aguacate. Entre ellos se encuentran Phytophthora
cinnamomi y Cylindrocladium sp, que afectan las raices; Copturomimus persea gunther un
taladrador del tronco; el gusano barrenador de hueso Heilipus lauris Boheman; Verticillium
albo atrum Reinke produce marchitamiento de la planta; patégenos que atacan el fruto
como Cercospora purpurea Cooke, Rhizopus stolonifer Ehrenb, Dothiorella sp. Sacc,
Lasiodiplodia theobromae, Heliothrips haemorrhoidalis comunmente llamado “trip”,
Stenomema catenifer; el hongo Sphaceloma perseae produce lo que vulgarmente se le
conoce como rofia, afecta a la hojas y dafia a los frutos, deteriorando su calidad estética;
y la antracnosis, que es la enfermedad que mas afecta la post-cosecha, es causada por el
hongo Colletotrichum Gloeosporioides (Bernal et al., 2014) (INIFAP, 2017).

2.2.5. Nutricion

En México, los duefios de huertos viejos argumentaban que era comun el obtener buen

rendimiento en la produccion de frutos sin la necesidad de aplicacién de fertilizantes (Bernal
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et al., 2014); sin embargo; la sobre-explotacion del suelo ha declinado significativamente
la fertilidad nativa, asi también, el cultivo se ha expandido y establecido en areas con
mayores limitantes geograficas, lo que ha llevado a una necesidad de la aplicacion de
abonos vy fertilizantes para evitar estas deficiencias nutricionales, pero de igual forma, su
uso a corto y largo plazo afectan la sostenibilidad, lo que ha generado un problema aun
mayor y un impacto negativo al ambiente (Tapia et al., 2014). Algunos productores ya han
optado por establecer huertos organicos, que reciben nutricion por medio de composta,
lombricomposta, residuos estercolados, complejos organicos liquidos, roca fosférica,
harina de pescado y, en muchas ocasiones, complementan este manejo con fertilizantes
biolégicos como Azospirillum sp., Glomus sp. y algunas especies de Bacillum sp. (INIFAP,

2017).

2.2.6. Produccion mundial

El aguacate es la cuarta fruta tropical de mayor importancia a nivel mundial por volumen
de produccién (Pena et al., 2015); segun datos de la FAO, en 2009, la produccién global
se estimé en 2.6 millones de toneladas, siendo 1.2 millones de toneladas aportadas por
México; para 2017, la produccion aumentd a 5.8 millones de toneladas (Gonzalez et al.,
2018), siendo México nuevamente el mayor productor, seguido por Republica Dominicana,
Peru, Colombia e Indonesia. La produccion mexicana de aguacate es un referente de

calidad y productividad a nivel internacional (SIAP, 2018).

2.2.7. Produccion en México

México es el principal productor de aguacate internacionalmente, ya que produce una
tercera parte del total mundial (Pérez et al., 2015). Para el 2018, se reportaron 231, 524.02
Ha de superficie cultivada, principalmente en la regién centro-occidente, del cual el 76.6%
del valor de la produccion nacional corresponde a Michoacan, sin embargo; el cultivo en

los estados de Jalisco y el Estado de México va en aumento (SIAP, 2019).
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2.2.8. Produccion en Michoacan

La franja aguacatera del estado de Michoacan incluye a 22 municipios que va desde
Zitacuaro en el oriente hasta Cotija en el poniente; abarca 5 tipos de climas y 11 tipos de
suelo (CEDRSSA, 2017). Para el afio 2018, se reportaron 166,603.84 Ha de superficie con
este cultivo, 59,546.27 Ha mas que en 2008.

2.2.9. Produccion en Uruapan

El municipio de Uruapan, es una de las superficies con mayor extension de cultivo de P.
americana en el estado de Michoacan, con una superficie de 16,200 Ha registradas en
5,906 unidades de produccion (UP), de las cuales 138 se encuentran registradas en
produccion organica hasta Diciembre del 2018, segun datos de la Junta Local de Sanidad
Vegetal de Uruapan (JLSV, 2019).

El aguacate organico es una alternativa al aguacate convencional debido a que puede ser
de menor impacto ambiental sobre todo en el aspecto fitosanitario y nutricional (Tapia et
al., 2014). Pese a ello, el porcentaje de este cultivo es relativamente bajo. En la regiéon de
Uruapan, la JLSV tiene los primeros registros de UP organico en el 2015, con una superficie
que cubria 462 Ha, la cual aumentoé a 3,200 Ha hasta Diciembre del 2018 (SIAP, 2019).

2.3. Larizosfera

2.3.1. Generalidades

La rizésfera es la parte del suelo inmediata a las raices, por las que se liberan compuestos
diversos que crean un entorno circundante y dinamico unico (Ortiz-Castro et al., 2009) en
donde se llevan a cabo una serie de reacciones fisicas y quimicas que afectan a la

estructura del suelo y a los organismos que viven en él (Martin et al., 2011).

El término rizésfera fue acufiado por Hiltner, agronomo aleman, que empled esta palabra

para hacer referencia al efecto de las raices de las leguminosas sobre bacterias del suelo
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(Hartmann et al., 2008). Esta relacionado con una mayor actividad microbiana causada por
la liberacién de materia organica desde una planta que esta habitada por una poblacion
unica de (McNear, 2013). Asi pues, las caracteristicas fisicas, bioquimicas y ecoldgicas de
la rizosfera se definen por el equilibrio entre los diferentes compuestos liberados (Ortiz-
Castro et al., 2009) y tienen importantes funciones para la nutricion, la salud y la calidad de

los cultivos (Berg et al., 2009).

2.3.2. Estructura

En la rizésfera se incluyen tres zonas que se definen en funcion de su proximidad relativa

y, por lo tanto, de la influencia de la raiz (Fig. 3) (McNear, 2013):

1. Laraiz en si misma es parte del sistema y se denomina endorrizésfera o rizosfera
interna; comprende la corteza de la raiz, es decir, el tejido que se encuentra entre
la endodermis y la epidermis (Jaramillo, 2002) en el que ciertos microorganismos,
los enddfitos (Barea et al., 2005), pueden colonizar los tejidos de la raiz, ocupando
el "espacio libre" entre las células (McNear 2013).

2. Rizoplano, que es zona directamente adyacente de la raiz (Barea et al., 2005),
donde las particulas del suelo y los microbios se adhieren (Prashar et al., 2013).

3. Exorrizésfera, ectorrizésfera o rizésfera externa, que es el suelo que esta en intimo
contacto con la superficie de la raiz y que por ello es llamado también suelo

rizosférico (Jaramillo, 2002).

Es el ecosistema terrestre mas grande, tanto en términos energéticos como de extension;
su tamano y forma varian debido a la complejidad y diversidad inherentes de los sistemas
de raices de las plantas (McNear, 2013) pero se acepta que tiene entre 1 y 10 mm de
espesor (Jaramillo, 2002). Sin embargo; esta distancia no es absoluta, siendo dependiente
de las propiedades del suelo, como lo es el tamafio de particula, contenido de agua y la
capacidad reguladora del pH (Oliveros-Bastidas et al., 2009).
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Figura 3. Componentes estructurales de la rizosfera. Se sefialan las tres zonas de la rizosfera:
rizésfera interna, rizoplano y rizésfera externa, asi como las partes de la planta que las delimitan.

Tomada y Modificada de Facultad de Ciencias Agrarias, 2016.

2.3.3. Exudados de la raiz

Ademas de las funciones clasicas de las raices, como proporcionar soporte mecanico y
permitir la absorciéon de agua y nutrientes (Megias et al., 2018), es la capacidad de sintetizar
metabolitos secundarios con gran diversidad de propiedades fisicas y quimicas lo que
otorga sus propiedades a la rizosfera (Oliveros-Bastidas et al., 2009). Los microorganismos
ajustan sus actividades metabdlicas en respuesta al estrés o a estimulos de tipo biéticos y
abidticos (Bais et al., 2001). Los productos de la raiz impartidos al suelo circundante
generalmente reciben el nombre de rizodeposiciones (McNear, 2013) o exudados radicales
(Walker et al., 2003).

Se sabe que no todas las plantas liberan la misma cantidad ni la misma composicién
quimica de exudados radicales, y que una misma especie puede liberar compuestos
diferentes (Lobo, 2012), en diferente cantidad y en diferente tiempo (Ortiz-Castro et al.,
2009). Esta variabilidad esta influenciada por muchos factores, incluidos las propiedades
quimicas, fisicas, biolégicas y nutricionales del suelo circundante, el tipo y la edad de la
planta asi como su estado de desarrollo (McNear, 2013), las condiciones propias del

ambiente (Oliveros-Bastidas et al., 2009), la disponibilidad de agua, el pH, la temperatura,
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la intensidad de luz o la concentracién atmosférica de CO2 (Lobo, 2012). Se estima que
entre el 20 a 40% del carbono fijado fotosintéticamente es finalmente transferido a la
rizosfera (Ortiz-Castro et al., 2009) y que el suministro de compuestos organicos a la zona
de las raices es de entre 50 y 100 mg de materia organica por gramo de raiz (Bach et al.,
2008).

2.3.4. Clasificacion

Los exudados radicales se clasifican en tres grupos principales: (1) compuestos de bajo
peso molecular, (2) compuestos de alto peso molecular y (3) compuestos organicos

volatiles.

Los compuestos de bajo peso molecular representan la parte principal de los exudados y
los de mayor interés al momento de evaluar la transmision de informacién al medio por
parte de las plantas (Oliveros-Bastidas et al., 2009), son los mas diversos y, por lo tanto,
de los que se tiene mayor conocimiento (McNear, 2013); se liberan por difusién pasiva
dependiente de la permeabilidad de la membrana y la polaridad de los compuestos (Huang
et al, 2014) y consisten en acidos organicos, azucares sencillos, polisacaridos,
aminoacidos, acidos grasos, fendlicos simples, esteroles, factores de crecimiento,
flavonoides, vitaminas y diversos metabolitos secundarios (Prashar et al., 2013).
Generalmente son los mas faciles de utilizar como fuente de energia por los

microorganismos (McNear, 2013).

Los compuestos de alto peso molecular se liberan al medio de forma activa, mediante
proteinas transportadoras con gasto de ATP (Huang et al., 2014), constan de secreciones
que incluyen carbohidratos poliméricos o mucilagos y proteinas (Walker et al., 2003). Los
mucilagos estan formados fundamentalmente de polisacaridos, forman una cobertura
alrededor de algunas partes de la raiz, principalmente la cofia y ejercen una funciéon de
lubricacion que la protege durante su crecimiento, puesto que reduce la fuerza de friccion
que se genera mientas se abre paso a través del suelo (McNear, 2013); ademas son
capaces de retener gran cantidad de agua formando mucigeles que protegen contra la
desecacion (Vargas-Rojas, 2011) y que influyen en la agregacion de las particulas
interviniendo en el mantenimiento de la estabilidad del terreno frente a la erosion y la accién

del agua (Torres et al., 2013); también se ha demostrado que atraen microorganismos
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benéficos, sirven como “cebo” los cuales interactuan con patégenos de las raices y
secuestran metales toxicos (Hawes et al., 2000). Las proteinas ejercen diferentes
funciones; algunas pueden comportarse como moléculas de almacenamiento que
proporcionan carbono, nitrégeno y azufre después de un periodo de reposo o estrés (Bais
et al., 2001), otras funcionan como factores de defensa y participan en el establecimiento
de relaciones simbidticas (Huang et al., 2014) asi como poseen actividades enzimaticas
diversas, incluyendo fosfatasas, proteasas, ureasas, glutaminasas, deshidrogenasas y
proteinas inactivadoras de ribosomas (Bais et al., 2001). El diéxido de carbono, ciertos
metabolitos secundarios, alcoholes y aldehidos constituyen el grupo de compuestos

organicos volatiles (Ortiz-Castro et al., 2009).

2.3.5. Funciones

Los exudados radicales participan en diversas interacciones rizosféricas que son muy
importantes para el funcionamiento en el ecosistema edafico (Berg et al., 2009): brindan
estructura y estabilidad al suelo gracias a la produccion de mucigeles (Vargas-Rojas,
2011); la secrecion de compuestos que ayudan a la adquisicidon de nutrientes insolubles
(Lobo, 2012) al cambiar las condiciones del ambiente de la rizésfera por medio de una
acidificacion del suelo introduciendo acidos como malico y citrico o una alcalinizacion
producida por bicarbonatos debido a que estos cambios de pH pueden influir en la
disponibilidad de los nutrientes o forman quelantes directamente con el nutriente para,

posteriormente, ser asimilado por las plantas (McNear, 2013).

Algunos vegetales exudan compuestos que reducen la competencia al modificar el medio
con sustancias fitoactivas, en un proceso llamado alelopatia (Oliveros-Bastidas et al., 2009)
donde se impide la germinacion y proliferacion de semillas de otras plantas (Lobo, 2012).
Confieren una accién protectora contra patégenos y plagas con la produccion de
metabolitos secundarios que resultan téxicos (Bais et al., 2001) o simplemente actuan
como repelentes quimicos (Torres et al., 2013); o caso contrario, diversos compuestos son
moléculas de senalizacion (Bais et al., 2006) que producen reacciones de acercamiento de
microorganismos (quimiotaxis) y establecen relaciones simbidticas (McNear, 2013). Las

moléculas de sefializacién son encargadas de la comunicacion y la formacion de
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interacciones ya sean de tipo planta-planta o planta-microorganismo (Ortiz-Castro et al.,
2009).

2.3.6. Interacciones planta - planta

Los exudados radicales desempefan importantes funciones en interacciones, tanto
benéficas como negativas, de plantas que co-habitan en un entorno (LinKun et al., 2014).

A continuacién, se describen algunas de ellas.

2.3.6.1 Interacciones negativas

Las interacciones negativas a través de exudados radicales son un factor importante en la
competencia de las plantas y tienen gran impacto en la diversidad de la comunidad vegetal
(Mommer et al., 2016). Algunas plantas activan un mecanismo de defensa llamado
alelopatia (Latif et al., 2017), donde producen y liberan fitotoxinas potentes de bajo peso
molecular llamados aleloquimicos, que ejercen un efecto perjudicial sobre el metabolismo
primario necesario para el establecimiento, crecimiento y desarrollo de plantas vecinas
susceptibles, lo que reduce la competencia y aumenta la disponibilidad de recursos
procurando la prevalencia de la especie productora (Oliveros-Bastidas et al., 2009) (Bais
et al., 2006).

2.3.6.2. Interacciones benéficas

Los exudados de la raiz pueden tener efectos positivos en las interacciones planta-planta
(Bais et al., 2006). Cuando las plantas estan bajo ataque de algun organismo patdgeno,
las raices responden secretando ciertas moléculas y proteinas pequefias que actuan como
sefiales para la defensa de vecinos contra patégenos o herbivoros (Walker et al., 2003)
que inmediatamente reconocen y responden adaptando sus fenotipos (Baldwin, 2006). La
supervivencia de cualquier especie vegetal en un entorno rizosférico, depende
particularmente de su capacidad de percepcién de cambios ambientales y su respuesta

adaptativa (Walker et al., 2003) puesto que tienen mas probabilidades de estar preparadas
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a un ataque y pueden reducir sustancialmente las poblaciones de los acechantes (Bais et
al., 2006). Dentro de los mecanismos de respuesta inducida, se encuentra la produccion
de compuestos como proteinas relacionadas con patogénesis con actividad
antimicrobiana, inhibidores de proteinasas que afectan insectos, produccion de sustancias
volatiles que atraen depredadores o parasitoides y néctar para atraer artrépodos que
afectan a herbivoros (Ramirez et al., 2012). Ejemplos de estas interacciones, fueron
evidenciados por Glinwood et al. (2003), mediante un ensayo in vitro donde observaron
que compuestos fitotoxicos exudados de las raices de Elytrigia repens (pasto), del cual se
identificd la carbolina, indujo respuestas de defensa de Hordeum vulgare (cebada) frente a
poblaciones de afidos que fueron repelidos por los olores generados por las plantas de
cebada. De manera similar, plantas de Vicia faba (habas) bajo ataque de acaros producen
exudados de las raices que inducen la produccion volatil en plantas de V. faba no danadas

que aumentan la senal de atraccion de depredadores (Guerrieri et al., 2002).

2.3.7. Microorganismos de la rizésfera

Los suelos contienen una gran cantidad de bacterias, hongos, protozoos, nematodos,
lombrices de tierra y artropodos, siendo mayor el niumero y diversidad en sustratos ricos
en materia organica, como los bosques y selvas (Bhattarai et al., 2015). Las bacterias son
el grupo mas abundante, pues se les encuentra presentes en un rango aproximado de 10°
y 108 células por gramo de suelo (Calvo-Vélez et al., 2008), los actinomicetos llegan a
representar hasta el 90% (Cardona et al., 2009). En cuanto a los hongos, dado su mayor
tamafo aunque menor abundancia, tienen la biomasa mas significativa, representando un
10 a 20% de la microbiota total, esto es aproximadamente 10° a 10° organismos / gramo
de suelo (Calvo-Vélez et al., 2008). Sin embargo, los principales grupos de
microorganismos, son de 10 a 100 veces mas abundantes en la rizosfera que en el suelo
adyacente (Jaramillo, 2002) y pueden comprender mas de 30,000 especies en general
(Bhattarai et al., 2015), debido a que los exudados liberados por las raices de las plantas
son una fuente importante de alimento para los microorganismos y una fuerza impulsora
de su densidad de poblacion y sus actividades (Hartmann et al., 2008) (Transati SL, 2014);
asi también, pueden actuar como sefales de atraccién microbiana y estos repercuten de

manera directa, de forma positiva o negativa, en el crecimiento y desarrollo de las especies
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El suelo rico en materia organica, como el suelo de los bosques, contiene el mayor nimero
de microorganismos (Bhattarai et al., 2015) y esto refleja la salud de los ecosistemas
(Toloza et al., 2014), puesto que su interaccidn y comunicacién con las raices, forman
comunidades unicas que desempenan un papel fundamental en la fertilidad, manteniendo
el crecimiento y productividad de los cultivos (Transati SL, 2014). Particularmente, las
poblaciones que se encuentran en la rizésfera son especificas y dependen en gran medida
de la composicion de la comunidad vegetal y de los exudados excretados (Steinauer et al.,
2016), siendo las bacterias el grupo con mayor densidad, por su rapido crecimiento y su
habilidad de utilizar el amplio rango de sustratos como fuentes de carbono y nitrégeno

(Calvo-Vélez et al., 2008).

2.3.9. Interacciones planta - microorganismo

Las raices atraen a los microorganismos mediante quimiotaxis (Bais et al., 2006) y crean
un sistema de intercambio quimico que determinan los resultados de las interacciones,
(Contreras, 2010). Dentro de este ambiente, las bacterias se comunican entre si a través
de la produccion y deteccién de moléculas pequefias o autoinductores bacterianos en
concentracién dependiente de la densidad poblacional en un mecanismo denominado
“‘quorum sensing” (QS) (Rojas, 2011) y a su vez usan este sistema para poder comunicarse
con sus huéspedes y mediar las interacciones planta-microbio, tanto patégenas como
benéficas (Ortiz et al., 2013). Los procesos de QS estan involucrados en fenémenos como
simbiosis, viruelncia, produccién de antibiéticos, produccidon de toxinas, formacion de

biopeliculas, fijacion de nitrégeno, motilidad y esporulacion (Ortiz et al., 2013) (Kalia, 2014)

2.3.9.1. Interacciones negativas

Las interacciones negativas incluyen la patogénesis por microorganismos que residen en
el suelo, principalmente por hongos (Fusarium oxysporum , Verticillium dahliae), entre otros
y nematodos, sélo un pequefo grupo de bacterias pueden causar infeccion (comunmente
Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia solanacearum, Dickeya solani, y algunas especies
de Pectobacterium), probablemente porque las bacterias que no forman esporas no

pueden sobrevivir bien en el suelo por periodos largos, ademas requieren una herida o
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abertura de la planta para poder infectar. Los virus pueden infectar plantas a través de las
raices pero requieren de vectores para poder penetrar al tejido (Mendes et al., 2013). Los
agentes patdgenos del suelo pueden causar descomposicion y pudricién de la raiz, tallos,
frutos y semillas, lo que provoca peérdidas de cultivos o una considerable baja en el

rendimiento de la produccion (Raaijmakers et al., 2009).

2.3.9.2. Interacciones benéficas

Los microorganismos benéficos se establecen cerca de las raices y producen efectos sobre
la inmunidad y la salud vegetal (Verbon et al., 2016). Entre las interacciones benéficas se
incluyen relaciones simbidticas, como la asociacién Rhizobium-leguminosa, donde la
bacteria tiene la capacidad de inducir la formacion de nédulos en los cuales se lleva a cabo
el proceso de fijacidon de nitrégeno (Lopez et al., 2017) o las asociaciones formadas entre
hongos micorrizicos arbusculares (AMF) y las raices del mas del 80% de las plantas
terrestres, donde se promueve la proliferacion de los AMF, la ramificacion hifal y les aportan
beneficios como el aumento de la absorcion de nutrientes y mejora de la aptitud de la planta
bajo condiciones de estrés abidtico y, a su vez, extraen lipidos y carbohidratos de la raiz
del huésped (Barrer,2009) (Bais et al., 2006). En esta misma zona de la raiz, los hongos
inducen respuestas de defensa contra ataques de microrganismos fitopatégenos con la
activacion de vias dependientes de moléculas sefalizadoras como el acido salicilico, acido
jasmonico, acido indol-3-acético, etileno, acido abscisico y acido giberélico (Contreras,
2010) (Verbon et al., 2016). Las plantas también interaccionan con microorganismos
(principalmente especies de hongos como Trichoderma spp. y bacterias de los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Streptomyces) (Ciancio et al., 2019) que actian como agentes
de biocontrol contra posibles patégenos (Bais et al., 2006) a través de mecanismos como
el antagonismo mediado por la produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos o
enzimas liticas, la competencia de nutrientes, el parasitismo por el agente de biocontrol
contra el patégeno, la depredacién y la induccion de respuestas de defensa y resistencia
de las plantas (Raaijmakers et al., 2009; Bolivar et al., 2019). A diferencia de los simbiontes
obligados, un grupo heterogéneo de bacterias denominadas Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (Vacheron et al., 2013), pueden interactuar con un gran niumero de
plantas hospederas colonizando sus raices y proporcionandoles beneficios de crecimiento

y desarrollo mediante diversos mecanismos (Verbon et al., 2016).
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2.4. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

El término PGPR (del inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria”) fue utilizado por
primera vez por Kloepper (1978) para describir a las bacterias que habitan en la rizésfera
y que afectan positivamente el crecimiento y productividad (Kloepper & Schroth, 1978), por
lo que las investigaciones en esta area se han intensificado a un ritmo cada vez mayor
desde entonces (Tsegaye et al., 2017) en busca de una alternativa para la agricultura
sustentable (Singh et al., 2011). Para que una bacteria sea considerada PGPR debe
cumplir tres caracteristicas (i) debe ser capaz de colonizar la superficie de la raiz (ii) debe
sobrevivir y multiplicarse en microhabitats en competencia eficaz y (iii) debe estimular el
crecimiento vegetal (Franco, 2008). Los exudados de la raiz como carbohidratos y
aminoacidos estimulan la quimiotaxis de las PGPR (Bais et al., 2006) quienes colonizan el
sistema radical y los pelos radiculares donde manifiestan sus propiedades benéficas
(Vacheron et al., 2013) estableciendo micro-colonias o biopeliculas (Tsegaye et al., 2017)
donde la densidad y estructura que adquieren sobre la superficie de la raiz estan dictadas
por la disponibilidad de nutrientes y las variaciones fisicoquimicas en toda la superficie
(McNear, 2013).

Los beneficios de las PGPR incluyen aumentos en la tasa de germinacion de semillas y
productividad, crecimiento de raices y area foliar, peso de brotes y raices, contenido de
clorofila y/o tolerancia a la sequia, (Tsegaye et al., 2017) mediante diversos mecanismos
directos e indirectos. Los mecanismos directos implican la producciéon de metabolitos
sintetizados por las bacterias, que son capaces de estimular el crecimiento vegetal (Bach
etal., 2008), o bien, cuando las bacterias incrementan la disponibilidad de ciertos nutrientes
del medio ambiente requeridos para su metabolismo y mejora de su proceso de nutricién;
mientras que los mecanismos indirectos se caracterizan por promover el crecimiento
vegetal al inhibir o antagonizar los efectos nocivos de microorganismos fitopatégenos u

ocasionar su eliminacién por accion de las PGPR (Singh et al., 2011).
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2.4.1. Mecanismos directos

2.4.1.1. Fijacién no simbioética de nitrégeno

El nitrégeno atmosférico es uno de los principales factores para el crecimiento y
productividad de la planta, indispensable para la formacion de estructuras moleculares
como los acidos nucleicos o aminoacidos (Franco, 2008). Cerca del 78% del N se
encuentra en la atmésfera en forma de N pero necesita su conversién en amoniaco para
ser asimilado por las plantas. Sin embargo, a diferencia de las bacterias, las plantas no
poseen el complejo enzimatico de nitrogenasa que cataliza la reduccién del N, atmosférico
en amoniaco (Vieira et al., 2019). Entre las bacterias fijadoras de nitrégeno se encuentran
Azospirillum, Azotobacter, Frankia, Gluconacetobacter, Beijerinkia, entre otras (Bach et al.,
2008).

2.4.1.2. Solubilizaciéon del fésforo

El fosforo es el segundo nutriente esencial limitante para el crecimiento de las plantas,
desempefa un papel importante en practicamente todos los procesos metabdlicos,
incluidos la fotosintesis y la respiracion (Vieira et al., 2019). El fésforo se adquiere en forma
de fosfato (PO4 ), que es poco soluble en los suelos ya que se une fuertemente a cationes
como el Ca, Al y Fe, asi mismo, la materia organica del suelo limita su disponibilidad
(McNear, 2013). Las bacterias, principalmente de los géneros Achromobacter, Erwinia,
Rahnella, Pseudomonas, Bacillus y Rhizobium (Tsegaye et al., 2017), solubilizan el fosfato
por la acidificacion del medio a través de la liberacion de acidos organicos de bajo peso
molecular como el glucénico y el 2-cetoglucénico (Vacheron et al., 2013), y ademas, forman
complejos estables con los cationes unidos al fosfato (Moreno et al., 2018). Las bacterias
también liberan el fosfato organico mediante la accion hidrolitica de enzimas fosfatasas
(Bach et al., 2008).
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2.4.1.3. Produccion de fitohormonas

El mecanismo mas estudiado de las PGPR es la produccion de moléculas organicas que,
a bajas concentraciones, regulan la expresion de genes implicados en el crecimiento y
desarrollo vegetal, denominadas fitohormonas (Bach et al., 2008), destacando las auxinas,
las citocininas y las giberelinas (Vieira et al., 2019). Estas moléculas producen diferentes
efectos sobre la fisiologia vegetal como aumentar la tasa de respiracion de la raiz (Molina-
Romero et al., 2015), el aumento de la biomasa de los brotes (Ortiz et al., 2009) y la
modulacion de la arquitectura del sistema radical (Verbon, 2016), ya sea por el aumento
del numero y / o la longitud de las raices laterales y pelos radicales (Vacheron et al., 2013),
que incrementa el potencial de exploracion del sistema radicular para la absorcién de agua

y nutrientes, y por lo tanto, el crecimiento (Ortiz, 2008).

La produccion de auxinas es el factor mas importante en la estimulacion del sistema
radicular y la promocion del crecimiento vegetal (Ortiz, 2008). El acido indol-3-acético (I1AA)
es la auxina mas estudiada; se produce en las zonas meristematicas, asi como en los
primordios y se distribuye a los tejidos de demanda (Maheshwari et al., 2015). Se estima
que alrededor de un 80% de las rizobacterias lo sintetizan como un producto final del
metabolismo a partir del triptéfano que se encuentra cominmente en los exudados de raiz
(Franco, 2008). Azospirillum brasiliense es un ejemplo de rizobacteria que estimula el
crecimiento vegetal a través de éste mecanismo, se ha demostrado su capacidad para
alterar la raiz en A. thaliana al aumentar la expresion génica y a sefalizacion de auxinas
(Fig. 4) (Spaepen et al., 2013). El IAA exdégeno a bajas concentraciones, estimula el
alargamiento de la raiz, mientras que a niveles altos estimula la formaciéon de raices
laterales y pelos radiculares (Vacheron et al., 2013), lo cual ayuda en la proliferacion celular
y mejora la absorcion de nutrientes y minerales del suelo por parte del huésped (Singh,
2015). Ademas, estimula la germinacién de semillas y tubérculos, controla el proceso de
crecimiento vegetativo, interviene proceso de fotosintesis al intervenir en respuesta a la
luz, participa en la formacién de pigmentos, la biosintesis de metabolitos secundarios y

resistencia a condiciones estresantes (Jog et al., 2016).

Las giberelinas regulan diversos aspectos del crecimiento vegetativo y reproductivo,
incluyendo la germinacion de semillas, alargamiento del tallo y expansién de la hoja,
induccion y crecimiento floral, promocién de la produccion de fruta y actian en respuesta

a diferentes tensiones abidticas (Castillo et al., 2015). La produccion de giberelinas se ha
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documentado en varios PGPR pertenecientes a Achromobacter xylosoxidans,
Acinetobacter calcoaceticus, Azospirillum spp., Azotobacter spp., Bacillus spp.,
Herbaspirillum seropedicae, Gluconobacter diazotrophicus y Rizobia (Vacheron et al.,
2013).

Las citocininas son una clase de fitohormonas que tienen un papel importante en todas las
fases de desarrollo de la planta desde la germinacién de las semillas hasta la respuesta al
estrés abidtico y bidtico (Castillo et al., 2015), ademas promueven la division celular,
controlan la diferenciacion del meristemo de la raiz e inducen la proliferacion de los pelos
radicales e inhiben la formacion de la raiz lateral y la longitud de la raiz primaria (Vacheron
etal., 2013).

Figura 4. Efecto en la concentracion de auxinas en A. thaliana inducido por la inoculacién de
A. brasiliense. El uso de un gen indicador en la planta (DR5:GUS) expresa la concentraciéon de
auxinas mediante una coloracion azul. a) Expresion de auxinas en un tratamiento control. b)
Expresion de auxinas en la planta inoculada con A. brasiliense. La imagen muestra el incremento
de la expresion de auxinas inducido por la bacteria a lo largo de la raiz y en el follaje. Imagen tomada
de Spaepen et al. (2013).
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2.4.2. Mecanismos indirectos

2.4.2.1. Produccion de sideroforos

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para los microorganismos, involucrado en
procesos bioldgicos vitales para las células como cofactor de un gran numero de
reacciones enzimaticas (Molina-Romero et al., 2015), ademas participa en la motilidad por

lo que desempenfia un papel importante en la formacién de biopeliculas (Vieira et al., 2019).

Los sideroforos son péptidos de bajo peso molecular que tienen alta afinidad y capacidad
de coordinar iones Fe*® (Bach et al., 2008). En condiciones de escasez de hierro, las
bacterias producen siderdforos que quelan al hierro disponible, convirtiéndolo en un factor
limitante para grupos de microorganismos patégenos, restringiendo asi su colonizacion de
la raiz y su proliferacién (Molina-Romero et al., 2015). Diversas especies de los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Enterobacter han sido evaluadas y reportadas como agentes de

biocontrol por la produccién de sideréforos (Moreno et al., 2018).

2.4.2.2. Produccion de antibioticos

Muchas PGPR tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios que son
perjudiciales para el crecimiento de o actividades metabdlicas de otros microorganismos a
bajas concentraciones (Saraf et al., 2014), influyendo en la inhibicidon de sintesis de pared
celular, la desestabilizacién estructural de la membrana celular y la inhibiciéon de la
formacion del complejo de iniciacién de la traduccion (Molina-Romero et al., 2015). Se han
identificado una variedad de antibidticos producidos por Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Streptomyces sp., y Stenotrophomonas sp. que son activos contra bacterias Gram

positivas, Gram negativas y algunos hongos patégenos (Tsegaye et al., 2017).

2.4.2.3. Produccion de enzimas liticas

Varias bacterias producen enzimas tales como 3-glucanasas, celulasas, dehidrogenasas,

exo y endo-poligalacturonasas, fosfatasas, hidrolasas, lipasas, pectinoliasas, proteasas y
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quitinasas (Moreno et al., 2018) capaces de hidrolizar componentes estructurales de las
paredes celulares de hongos y oomicetos (Saraf et al., 2014). Entre los géneros con
capacidad de biocontrol contra hongos se han identificado: Azospirillum sp., Azotobacter
sp., Bacillus sp., Enterobacter sp., Paenibacillus sp., Pseudomonas sp. y Streptomyces sp
(Molina-Romero et al., 2015).

2.4.2.4. Resistencia inducida

La interacciéon de algunas PGPR con su planta hospedera puede reducir enfermedades
generadas por otros microorganismos activando respuestas de defensa que requieren la
sefnalizaciéon de acido salicilico, acido jasmdnico y etileno (Samaniego-Gamez et al., 2017)
que pueden ser inducidas por bacterias como Pseudomonas fluorescens, Rhizobium
leguminosarum, diferentes especies de Bacillus, Burkholderia phytofirmans y Serratia

marcescens (Bhattacharyya et al., 2012).

2.5. Actinobacterias

2.5.1. Generalidades

Las actinobacterias son bacterias Gram-positivas o0 Gram-variables y que poseen un alto
contenido de bases guanina mas citosina (G + C) en su ADN (Brutti et al., 2018). La pared
celular varia (Anexo 1), esta formada por derivados de acido muramico y géneros como
Micobacterium y Nocardia contienen ceras y acidos micolicos que les dan propiedades de
acido — alcohol resistencia (AAR) (Bonifaz, 2012). En el ciclo de vida, muchas
actinobacterias desarrollan filamentos ramificados que con el paso del tiempo se
fragmentan en elementos cocoides, bacilares o ambos, denominado micelio y que es
analogo al micelio de los hongos (Madigan et al., 2009). Por esta razén, histéricamente se
les llegd a considerar como hongos debido a las semejanzas que comparten con este grupo
y eran llamados actinomicetos (Reyes et al., 2015). Sin embargo, caracteristicas como el
diametro de sus hifas inferior a las de los hongos (< 1 um) (Fig. 5); sus nucleos
procariéticos, es decir, con ADN distribuido de forma libre en la célula y no organizado en

el nucleo (Koneman et al., 2008); la presencia de peptidoglicano en su pared celular y su
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inhibiciéon por antibidticos y resistencia a los antimicéticos, fueron incluidos en el dominio
bacteria (Fig. 6) (Franco, 2008).

Figura 5. Comparacion del diametro de los filamentos. a) Filamentos actinomicéticos (<1

micrometro). b) filamentos fungicos (>1 micrémetro). Imagen tomada de Arenas, 2014.

El phylum Actinobacteria esta compuesto por el orden de los Actinomycetales y las
bacterias Gram positivas con una composicion de la base de ADN por encima de
aproximadamente 50% G + C. Esta constituido por mas de 215 géneros en 50 familias, 14
sub-6rdenes y 6 6rdenes (Fig. 7) (Prescott et al., 2002).

El phylum incluye organismos fenotipicamente diversos que exhiben una amplia variedad
de morfologias, desde células cocoides o coco-bacilares, hasta hifas fragmentadas o
micelio permanente altamente diferenciado y ramificado (Brutti et al., 2018), cuando crecen
en un sustrato solido como el suelo o agar, la ramificacion crece hacia el interior, formando
un “micelio de sustrato” y hacia arriba, formando un micelio aéreo (Fig. 8) donde, en
respuesta a la privaciéon de nutrientes, algunos géneros forman esporas asexuales

llamadas conidios o conidiosporas, en las puntas de los filamentos (Pelaz, 2014). También
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poseen diversas propiedades fisioldgicas y metabdlicas tales como la produccion de una
amplia variedad de metabolitos secundarios con actividad biolégica como antibiéticos
(particularmente el género Streptomyces) (Madigan et al., 2009), antivirales,
anticancerigenos, inmunosupresores y otros compuestos de interés industrial (Brutti et al.,
2018), asi como la produccion de enzimas extracelulares que participan en la
descomposicién de la materia organica de origen vegetal (Koneman et al., 2008). El interés
especial de las actinobacterias lo confiere su capacidad de adaptacién en suelos

extremadamente diferentes (Franco & Chavarro, 2016).

Deferribacter

Flavobacteria

| Gram-positive

= |baciena

Figura 6. Dominio Bacteria. Se muestra el phylum Actinobacteria agrupado con las bacterias

Gram-positivas. Imagen tomada de Madigan et al., 2009.
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Figura 7. Arbol filogenético de las actinobacterias. Se presentan los 6rdenes, subdrdenes y

familias. Imagen tomada de Prescot et al., 2002.

Entre los principales géneros de actinobacterias, de acuerdo con su abundancia, se
encuentran: Streptomyces, Microeliobosporia, Sporichthya, Pseudonocardia,
Nocardioides, Terrabacter y Frankia (Reyes et al., 2015). En su mayoria son organismos
inofensivos, con la notable excepcién de las especies de Mycobacterium (por ejemplo,
Mycobacterium tuberculosis) (Madigan et al., 2009) y algunos patégenos de plantas y
animales, como es el caso de Streptomyces scabies, S. acidiscabies, y S. turgidiscabies
(Prescott et al., 2002). Otras viven en simbiosis, como el género Frankia, que forma nédulos
en las raices donde se fija el nitrdgeno atmosférico que es aprovechado por la planta, en
una asociacién denominada actinorriza (Reyes et al., 2015).
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Chain of
conidiospores

Agar
surface

Figura 8. Corte transversal de una colonia de actinobacterias. Muestra el micelio aéreo y el
micelio de sustrato (blanco — verde), asi como la formacién de conidiosporas (azul). Imagen tomada
de Prescott et al., 2002.

2.5.2. Habitat

Las actinobacterias se encuentran entre los colonizadores mas exitosos de la bidsfera, se
pueden encontrar en superficies rocosas y en suelo rizosférico, ricos en humus, hojarasca,
estiércol y en sedimentos marinos (Brutti et al., 2018), aunque predominan sobre todo en
el suelo, representando mas del 40% de la comunidad en raices y, aproximadamente, el
21% en suelos cultivados (Cardona et al., 2009). Son microorganismos saprofitos y
constituyen un componente sustancial para la microbiota al degradar una enorme cantidad
y variedad de compuestos organicos siendo extremadamente importantes en la
mineralizacion de la materia organica (Prescott et al,, 2002), por lo que pueden ser
indicadores de fertilidad y de la salud del ecosistema y, por lo tanto, de la productividad
(Bhattarai et al., 2015).

La mayoria de actinobacterias son mesdfilas y su crecimiento se registra entre 25 a 30°C,
aunque también se han descrito especies termotolerantes y termofilicos de
Thermomonospora sp., Thermoactinomyces sp. y Streptomyces sp. (Brutti et al., 2018).
Suelen crecer en un rango de pH de 5 a 9, con un 6ptimo en suelos alcalinos y neutros, sin

embargo; algunas especies de Streptomyces pueden crecer en un pH ligeramente inferior
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(Goodfellow & Willams, 1983). Se desarrollan principalmente en suelos bien aireados (a
excepcion de Actinomyces, Arachnia y Rhotia, que son anaerobios) (Arenas, 2014),
encontrando el mayor numero en los primeros 30 cm de profundidad (Cardona et al., 2009)
mientras que suelos con humedades entre el 80 y 90% resultan perjudiciales para su

crecimiento (Franco, 2008).

2.5.3. Condiciones de aislamiento

La temperatura optima de crecimiento es de 30 a 36°C, crecen en distintos medios
bacterioldgicos, que incluyen agar sangre o agar infusién de cerebro y corazén (BHI por
sus siglas en inglés), o pueden ser aisladas en medios comunes para hongos (p. €j., agar
dextrosa de Sabouraud sin antibiéticos, puesto que son inhibidos por cloranfenicol,
penicilina y estreptomicina), asi como en medios designados para el aislamiento de
micobacterias a base de huevo de Lowenstein Jensen o en agar sintético de Middlebrook
(Koneman et al., 2008). Sin embargo; para la diferenciacion a partir de produccion de
esporas y/o pigmentos se necesita de suplementos como extracto de levadura o peptona,

extracto de suelo, avena, almidén con sales inorganicas o quitina coloidal (Franco, 2008).

Sus colonias se pueden visualizar en medio sélido a los 3 0 4 dias de incubacion, aunque
el desarrollo del micelio aéreo maduro con esporas 0 metabolitos secundarios puede tardar
entre 7 y 14 dias y en algunas cepas hasta mas de un mes de incubacion (Brutti et al.,
2018). El crecimiento en medios liquidos requiere de agitacidon constante a velocidades de
200 0 250 rpm para suministrar aireacion y crecen formando una pelicula en la superficie
o agrupaciones de filamentos de apariencia algodonosa dejando el medio liquido

transparente (Franco, 2008).

2.5.4. Morfologia

La morfologia de las actinobacterias es muy diversa, en la Tabla 1 se muestran las

caracteristicas fenotipicas de los géneros mas comunes:
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Tabla 1. Morfologia macroscopica y microscopica de los géneros de actinobacterias mas
comunes. Tomada de Bonifaz, 2012.

GENERO

Mycobacterium

Nocardia

Dermatophilus

Micromonospora

Streptomyces

Actinomadura

Nocardiopis

Actinomyces

MACROMORFOLOGIA
Colonias humedas, pastosas,
limitadas, con surcos y color
beige
Colonias rocosas, secas,
acuminadas. Algunas con
pigmentos carotenoides
Colonias pequefas, humedas,
surcadas, pastosas, de color

blanco-amarillentas

Colonias humedas, pastosas,
algunas con pigmentos
carotenoides (amarillo, naranja,
rojo)

Colonias rocosas, secas,
acuminadas, con surcos.

Color blanco-grisaceo

Colonias humedas, pastosas,
algunas con pigmentos

carotenoides

Colonias humedas, pastosas,
surcadas, color blanco-

amarillentas

Medio sdlido: colonias
humedas, pastosas, limitadas.
Medio liquido: Masa de micelio,

similar a “cometas”

MICROMORFOLOGIA
Bacilos y algunas especies con
filamentos rudimentarios que
no ramifican
Filamentos; formas cocoides y
bacilares; fragmentacién de las
hifas
Filamentos irregulares, gruesos
que tienden a adelgazarse,
filas de esporas moviles
(grupos de 8 unidades)

Sin micelio aéreo; micelio
vegetativo que sostiene

esporas en racimo

Filamentos microsifonados,
ramificados, rectos y en espiral;
formas cocoides y esporas en
cadenas

Filamentos microsifonados;
formas cocoides y bacilares,
forman cadenas cortas de
esporas

Filamentos microsifonados en
zig-zag; formas cocoides y
bacilares; cadenas cortas de
esporas dentro de vainas
Filamentos microsifonados, no
se organizan en micelio,
formas cocoides. En cultivos

dan también formas difteroides
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Corynebacterium Colonias humedas, pastosas, Formas cocoides y difteroides
limitadas; pueden tener (en palizada, en forma de “V” o
diferentes colores, blanco, como letras chinas, o tipo
amarillo, naranja. “palitos de tambor”)

2.5.5. Actinobacterias como PGPR

Las actinobacterias cumplen con caracteristicas intrinsecas de un PGPR, debido a que
colonizan la rizésfera gracias a su estructura filamentosa, sobreviven en suelos por largo
tiempo gracias a la produccidén de esporas y metabolitos secundarios y estimulan el

crecimiento de las plantas mediante diversos mecanismos (Jog et al., 2016).

Los actinomicetos rizosféricos influyen directamente en el crecimiento de las plantas por

diferentes mecanismos:

- Al ser los descomponedores primarios de materia organica (Bhatti et al., 2017)
produciendo enzimas degradativas (celulasas, xilinasas, lignina peroxidasas o
quitinasas) y que, en ultima instancia, los nutrientes complejos se convierten en
formas minerales mas simples que actuan como fertilizantes naturales (Reyes et
al., 2015).

- Especies de los géneros Streptomyces sp., Frankia sp., Nocardia sp. y
Thermobifida sp. producen moderadamente |IAA, mientras que, especificamente
Streptomyces sannanensis, tiene capacidad de produccion cercana al principal
productor Pseudomonas fluorescens. Se planted que IAA, ademas de intervenir en
el crecimiento de las plantas, puede inducir la germinacion de esporas y la
produccion de metabolitos secundarios de las actinobacterias (Jog et al., 2016).

- Frankia sp. y algunas cepas de Thermomonosporaceae y Micromonosporaceae son
fijadores de nitrégeno (Franco & Chavarro, 2016). Especialmente Frankia sp. tiene
la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico por medio del desarrollo de nédulos en
las raices (Prescott et al., 2002) tan eficiente que un arbol puede crecer sin

fertilizacion nitrogenada (Quifiones et al., 2016).
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- Se ha reportado una alta produccion de sideréforos por Streptomyces sp.,
Pseudonocardia sp. y Arthrobacter sp. (Jog et al., 2016), principalmente del género
Thermobifida sp. (Franco, et al., 2010) en el cual se observdé mayor rendimiento si
se usa glucosa como unica fuente de carbono (Franco & Chavarro, 2016).

- Las actinobacterias producen acidos organicos como piruvato, lactato, a-
cetoglutarato, succinato, malato y oxalato en concentraciones variables que
participan en la solubilizacién del fosfato, asi como géneros Thermobifida sp.,
Thermonospora sp. y Streptomyces sp. tienen la capacidad de secretar fosfatasas

acidas para la mineralizacién de fosforo organico (Franco & Chavarro, 2016).

Cuando las actinobacterias colonizan la rizésfera, compiten por espacio y nutrientes con
otros microrganismos (muchos de ellos fitopatégenos) por medio de distintos mecanismos
actuando como biocontroladores, lo cual repercute de manera benéfica en el crecimiento

de las plantas (Reyes et al., 2015).

- La principal actividad de las actinobacterias como agentes de biocontrol es la
produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos. Especialmente miembros
del género Streptomyces juegan un papel importante produciendo un 75% del total
(Kamal et al., 2014) que tienen actividad antagoénica al inhibir el crecimiento micelial
y la germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos como Fusarium,
Phytophthora, Pythium, Alternaria, Botrytis, Plasmodiophora, Gibberella, Mucor,
Fusicoccum, Ustilaginoidea, Colletotrichum, Aspergillus, Penicillium,
Pectobacterium, Rhizoctonia, Sclerotium, Ralstonia, Clavibacter o Sclerotinia
(Quifiones et al., 2016).

- Se han reportado casos de cepas del género Streptomyces y Thermobifida que
estimulan la germinacion de esporas y el crecimiento del micelio de hongos

arbusculares micorrizicos (Franco et al., 2010; Quifiones et al., 2016).
2.6. Modelos vegetales
Desde tiempos pasados, se han adaptado métodos de crecimiento in vitro para diversos
organismos que se usan como modelo en diferentes campos de la biologia con el fin de

conocer a detalle los mecanismos de funcionamiento y respuestas adaptativas (Lopez &

Ruiz, 2016). Entre ellos Medicago truncatula, una leguminosa empleada en el analisis de
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simbiosis de fijacion de nitrogeno (Barker et al., 1990); Lotus japonicus, leguminosa con
particular susceptibilidad de transformar facilmente su ADN mediado por Agrobacterium
tumefaciens y A. rhizogenes, dando lugar a un gran numero de lineas transgénicas (Jiang
et al., 1996); Brachypodium distachyon, un organismo modelo con los atributos fisicos y
genodmicos necesarios para la investigacion de las interacciones planta-patégeno en
poblaciones de plantas silvestres (Shin-Young et al., 2008); Nicotiana benthamiana, una
de las especies mas comunes en la investigaciéon molecular, particularmente en estudios
de interaccion planta-patdgeno debido a la gran cantidad de virus vegetales que pueden
infectarlo con éxito (Goralski et al., 2016) y Arabidopsis thaliana, el modelo vegetal mas

utilizado que se describe a continuacion:

2.6.1. Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta que pertenece a la familia Brassicaceae, descrita por
primera vez por el médico Johannes Thal en las montafias Harz del norte de Alemania en
1577. Su tamafo pequefio de alrededor de 30 cm, su ciclo de vida corto (6-8 semanas)
(Fig. 9), una alta fecundidad y la posibilidad de crecerla in vitro le dan ventaja sobre otros
organismos modelos vegetales usados en la investigacion (Ortiz, 2013), ademas de que
en el 2000 se publicé como el primer genoma totalmente secuenciado de una planta con
flores (Kramer, 2015), lo cual permite a los investigadores predecir la identidad y la
estructura de los factores de transcripcion o componentes de sefializacién de procesos
especificos generando mutantes que son empleados en el estudio de temas particulares

de interés (Dinneny et al., 2010).
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pollen grain
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silique il 2 - 5mm

siliques w. seeds

Figura 9. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana. A) Diferentes etapas del ciclo de vida, desde la
germinacion hasta la senescencia (59 dias). B) Flor. C) Grano de polen. D) Silicua con semillas,

abierta y cerrada. Imagen tomada de Kramer, 2015.

La raiz de Arabidopsis es uno de los sistemas de desarrollo mas simples conocidos, lo que
la hace ideal para su estudio, en particular, su meristemo apical es accesible, no contiene
pigmentos, los tejidos diferenciados son relativamente pocos, su morfogénesis ocurre de
manera continua y las filas de células especializadas son faciles de observar al microscopio
(L6pez & Ruiz, 2018), ya que contiene una sola capa de cada tipo de célula especializada

dispuestas en cilindros que rodean el eje radial (lyer-Pascuzzi et al., 2009).
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Figura 10. Anatomia de la raiz de Arabidopsis thaliana. Se presentan las zonas de desarrollo a
lo largo de la raiz: zona meristematica, zona de elongacion y zona de diferenciacion, asi como las
células especializadas dispuestas en una sola capa por tipo de célula alrededor del xilema. Imagen
tomada y modificada de Megias et al., 2018.

En la punta de la raiz de A. thaliana, se encuentran las células madre, también llamadas
células iniciales, que rodean a las células organizadoras ubicadas en el centro (o centro

quiescente) que tiene escasa actividad mitdtica. Las células madre producen
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continuamente células hijas por divisiones asimétricas, al sitio donde ocurre la division
celular se le conoce como meristemo. Se distinguen dos tipos de células madre: las distales
que producen la tapa de la raiz de la columela donde las células no se dividen nuevamente,
sino que se diferencian en células que contienen almidén que se desprenden del érgano
después de la formacion de una nueva capa, por lo que el centro quiescente permanece a
la misma distancia de la punta; y las proximales que forman una poblacién celular
amplificadora de transito en la que tienen lugar rondas adicionales de division celular y
producen las células vasculares, endodérmicas, corticales, epidérmicas y laterales de la
raiz (Scheres, 2007). Durante la diferenciacion, estas células se expanden fuertemente a
lo largo del eje principal llevando el nicho de las células madre hacia adelante junto con la
punta de la raiz (Dinneny et al., 2010). Las nuevas células producidas por las iniciales
progresan a través de tres fases de desarrollo distintas en su camino hacia la madurez. En
la zona meristematica, se dividen varias veces para generar un grupo de células que se
alargaran y diferenciaran. En la zona de alargamiento, las células pierden su capacidad de
dividirse y aumentan en longitud muchas veces su ancho y finalmente, en la zona de
diferenciacion, las células adquieren sus caracteristicas y funciones especializadas (Fig.

10) (Petricka et al., 2012).

La raiz primaria usualmente se ramifica para formar raices laterales, las cuales facilitan el
anclaje y aumentan la capacidad exploratoria para la absorcidén de agua y nutrientes de la
planta. Se forman en la zona de diferenciacién, a partir de las células del periciclo
adyacentes a los dos polos del xilema (Casimiro et al., 2003) mediante un proceso
dependiente de la concentracion y transporte de auxinas. Cuando los niveles de auxinas
son bajos, una proteina represora mantiene a las células periciclicas detenidas en la fase
G1 del ciclo celular (Petricka et al., 2012), cuando hay un incremento de IAA, ocurre una
degradacién de la proteina represora activando la respuesta transcripcional de genes de
respuesta a auxinas en la fase G1-S del ciclo celular, que se predice que conduciran al
inicio de formacion de raices laterales (Casimiro et al., 2003). Las células adquieren una
organizaciéon de meristemo de raiz que finalmente se activa y da inicio a las divisiones

celulares que produciran su elongacion (Magafa-Duenas et al., 2015).

Los pelos radiculares tienen su inicio en células epidérmicas especializadas llamadas
tricoblastos, expresan transportadores de agua y nutrientes de alta afinidad e incrementan

la superficie de absorcion de la raiz primaria y de las raices laterales (Ortiz, 2013).
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Los cambios estructurales de la raiz estan mediados por la disponibilidad de nutrientes
como nitrégeno, fosforo, hierro y azufre (Fig. 11) o sefales ambientales que modifican la
division celular y procesos de diferenciacién celular en la raiz y por la sintesis, el transporte
o la sensibilidad a factores de crecimiento de las plantas como auxinas, citocininas o etileno

(Lépez-Bucio et al., 2003).

Figura 11. Arquitectura de Arabidopsis thaliana dependiente de la biodisponibilidad de
nutrientes. En la figura se muestran los diferentes patrones que adquieren las raices laterales sobre
la raiz principal en funcién de alta o baja concentracién de fésforo, nitrégeno y azufre. Un aumento
de fosfato aumenta la elongacién de la raiz primaria y disminuye el nUmero de raices laterales, asi
como su alargamiento; el aumento de nitrégeno reduce tanto el alargamiento de la raiz primaria
como el de las raices laterales; un aumento de sulfato genera raices primarias alargadas y las raices
laterales se desarrollan a cierta distancia de la punta de la raiz, mientras que en una reduccion, las
raices laterales se forman mas cerca de la punta de la raiz y con una mayor densidad. Imagen

tomada de Lépez-Bucio et al., 2003.
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3. JUSTIFICACION

En los bosques, la rizdsfera es un importante ecosistema dinamico en el que, de manera
natural, la microbiota interviene en procesos de asimilacion de nutrientes; como la fijacion
del nitrogeno y hierro, la solubilizacién de fosfatos, degradaciéon de compuestos
carbonados, incremento de materia organica, lo que confiere estabilidad y fertilidad al
suelo. Esto contribuye al establecimiento, crecimiento y desarrollo de las plantas. Asi pues,

la diversidad microbiana del suelo es el principal factor para la fertilidad del mismo.

Dentro de las bacterias autdctonas de rizésfera que contribuyen a la fertilidad y crecimiento
vegetal, se encuentra en mayor abundancia al grupo de las actinobacterias, el cual se ha
visto considerablemente afectado por el cambio de uso de suelo destinado para actividades
agricolas e incluso eliminada por el empleo excesivo de fertilizantes, agroquimicos,

herbicidas, plaguicidas y otros aditivos.

Uruapan es uno de los municipios de Michoacan que cuenta con la mayor superficie de
cultivos de P. americana, mientras esta extensién sigue en aumento, la extensién de
bosque va en decremento al ser sustituido por este monocultivo, modificando también el
micro ecosistema de la rizdsfera, por lo que la recuperacion, clasificaciéon e identificacion
de actinobacterias autdctonas de esta region permitira llevar a cabo un estudio del papel
que desempefian en la fertilidad del suelo como promotoras del crecimiento vegetal y su

importancia en aplicaciones agricolas biotecnoldgicas.

4. HIPOTESIS

En la rizésfera de cultivos organicos de P. americana aun se encuentran actinobacterias
autéctonas que bio-estimulan el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de un

mecanismo dependiente de auxinas.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad como Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal de un grupo
de actinobacterias aisladas de la rizésfera de huertos organicos de P. americana del

municipio de Uruapan, Michoacan.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un protocolo de descontaminacién de las muestras de suelo para garantizar

la recuperacién de microorganismos de interés.

2. Aislar y caracterizar fenotipicamente un grupo de actinobacterias provenientes de la

rizosfera de P. americana.
3. Determinar que el grupo de actinobacterias aisladas promueve el crecimiento vegetal.

4. Establecer el papel de las auxinas en la fitoestimulacion por actinobacterias.
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6. METODOLOGIA

MUESTREO ESTABLECIMIENTO DEL A
DE PROTOCOLO DE MUESTRA
RIZOSFERA DESCONTAMINACION
| PRIMOAISLAMIENTO |
\ CONSERVACION
MADURACION DE CEPAS | | PURIFICACION |
| CARACTERIZACION FENOTIPICA |
FORMACION DE MICROSCOPIA
GRUPOS Y SELECCION
- - RETO PLANTA-
ANALISIS ESTADISTICO MICROORGANISNIO PRUE.BA_IS:I ;il?gCNIALES

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Muestreo

El municipio de Uruapan, Michoacan, cuenta con 5,906 UP de cultivo de aguacate solo
para el programa de exportacidon hasta diciembre del 2018, de las cuales s6lo 138 UP se
encuentran dentro del registro de produccién organica, segun datos del programa de
exportacion de aguacate Hass de México a los Estados Unidos de América y la Junta Local
de Sanidad Vegetal de Uruapan (JLSV, 2019). Se eligio el cultivo organico debido a que la
sustitucion de los agentes quimicos, sugiere un impacto menor en la desaparicion de

microorganismos originales del suelo.

Se seleccionaron 30 huertos organicos de P. americana de la zona de Uruapan,
representativos de las 138 UP y que cubrieran los distintos tipos de suelo de la region,

eligiendo dos arboles al azar visiblemente productivos de cada UP para un total de 60
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Figura 12. Mapa satelital de los huertos muestreados. Los numeros corresponden a la ubicacion
de los 30 huertos organicos de P. americana de la zona de Uruapan, Michoacan elegidos para el

muestreo. Imagen proporcionada por el Ing. Andrés Ciprés Torres, JLSV Uruapan, 2019.

El muestreo se llevd a cabo de la siguiente manera:

1. Se recolectaron dos muestras de cada huerto, teniendo un total de 60 muestras.

2. Se tomaron aproximadamente 400 g de suelo de la zona de las raices secundarias
del arbol, a unos 30 cm de profundidad, con base a lo reportado por Cardona et al.
(2009) que en esta area es posible aislar un gran nimero de actinobacterias.

3. Las muestras se recolectaron en bolsas plasticas Ziploc® y se colocaron en un lugar
fresco y protegido del sol para su transporte al laboratorio.

4. Las bolsas se rotularon registrando el numero de huerto y de la muestra por huerto
(1y 2), asi como la hora de recoleccion.

5. Una vez en el laboratorio, se conservaron en refrigeracion hasta ser procesadas.
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7.2. Determinacion de pH

La determinacion del pH de suelo se llevd a cabo de acuerdo a Kloster en (2008) y al
Sistema de Apoyo Metodolégico para Laboratorios de Suelos y Aguas (SAMLA) como se

indica:

1. Se utilizé agua desionizada con un pH de 6.6 como extractor.

2. El potenciometro utilizado fue un equipo de la marca HANNA instruments pH 210
Microprocessor pH Meter®.

3. El electrodo se calibré con soluciones buffer estandarizadas de pH4 y 7 de la
misma casa comercial de la marca HANNA®.

4. Se pesaron 20 g de la muestra y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 250
mL.

5. A continuacién, se agregaron 30 mL de agua destilada y se agité durante 30
segundos.
Se dejo reposar durante 1 hora.

Finalmente se determiné el pH del suelo introduciendo el electrodo en la solucién.

7.3. Tratamiento de descontaminacion de la muestra

Se realiz6 una estandarizacion del método empleado por Masayuki Hayakawa (1989), que
utiliza el extracto de levadura (YE) y el choque térmico a 40°C para activar la germinacion
de esporas de algunas variedades de actinobacterias y el Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

como germicida bacteriano con el fin de lograr mayor reduccién de la biota indeseada.
Ensayo 1.

1. Se colocé en un tubo lo equivalente a 2 mL de suelo y se agregé agua destilada
hasta completar 10 mL para tener una dilucién 1071,

2. Se realizé una segunda dilucion 1072, tomando 100 L de la dilucién 107! y se
adicionaron 900 pL de una solucién de YE al 3% (m/v) y SDS al 1% (m/v).

3. Se mezclé e incubo a bafo maria durante 20 minutos a 40°C con 150 rpm.

Ensayo 2.
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A diferencia del ensayo 1, se realizo una tercera dilucién 1073, tomando 100 pL de
la solucion 1072 y adicionando 900 uL de una solucién de YE al 3% y SDS al 1% y

se incubo a las mismas condiciones.

Ensayo 3.

Se realiz6 con base al ensayo 1, con sélo dos diluciones, pero aumentando la
concentracién del SDS de la solucion al 2% (m/v) y se aumenté la temperatura de

incubacion a 43°C.

Ensayo 4.

Se realizaron dos diluciones con la solucién de YE y SDS a una concentracion del
3% (m/v) de cada componente, se incubaron a bafio maria a 43°C - 44°C por 25

min a 150 rpm.

7.4. Primo-aislamiento

1. Se tomaron 30 pL de la dilucion 1072 del ensayo 4 y se colocaron sobre placas de
agar BHI.
Se realizé una siembra masiva con asas de vidrio en “L”.
Las placas se incubaron a 37°C y se estuvieron revisando cada 24 h hasta
completar 72 h para observar el crecimiento.

4. Se dejaron a temperatura ambiente en un lugar oscuro, revisando diariamente el

crecimiento hasta la visualizacion de colonias de interés.

7.5. Purificacion

Los actinomicetos son bacterias gram positivas, filamentosas y ramificadas; producen
comunmente un micelio microsifonado (menor a 1 ym) similar a un hongo que se fragmenta
o divide en formas de bacilos o cocoides cortos; la mayoria de los actinomicetos son

formadores de esporas (Koneman et al., 2008).

Patricia Torres Solérzano



Actinobacterias autdctonas de rizésfera de Persea americana como promotoras del crecimiento vegetal

Macroscépicamente, las colonias se caracterizan por un crecimiento filamentoso a circular,
algunas de tipo bacteriforme y otras rocosas o acuminadas, pueden crecer de forma
radiada o similar a una estrella a causa de sus filamentos ramificados. Son de superficie y
consistencia compacta, diametro entre 0.5-5 mm, y algunas producen exopigmentos
difusibles al medio (Cardona, 2009; Bonifaz, 2012).

1.- Se seleccionaron las cepas con morfotipos propios de las actinobacterias con
base a lo descrito en el primer documento de clasificacion de actinobacterias en
1983 (Goodfellow et al., 1983) (Anexo 2) y se sembraron en placas de medio de

cultivo BHI con el fin de purificarlas.

2.- Se les realizé tincion de Gram para confirmar que sus caracteristicas

microscopicas corresponden a las actinobacterias.

7.6. Conservacion

Las cepas puras se conservaron en congelacion para mantenerlas viables y para su uso
posterior, en un medio glicerinado con una base de caldo BHI. El glicerol evita la completa
congelacion y cristalizacion de las moléculas de agua que contiene el medio y de esta
forma se mantienen intactas las células bacterianas (Villaléon, 2013). El procedimiento se

realizé de acuerdo a la siguiente metodologia:
1.- Se realiz6 una siembra masiva sobre placas de agar BHI.

2.- Una vez obtenido el crecimiento se hizo un raspado sobre el agar con asas de

aro estériles, tomando asadas para colectar una cantidad suficiente de biomasa.

3.- El indculo se suspendié en microviales Eppendorf® de 1500 uL con caldo BHI

glicerinado al 20%.

4.- Se llevaron a congelacion a una temperatura de -70°C en un congelador

Revco®.

Para reactivar las cepas conservadas con este método, se deja el microvial a temperatura
ambiente hasta descongelacion completa antes de realizar la recuperacién de los

microorganismos. Sanchez y Corrales en 2005, evidenciaron que los microorganismos
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recuperan su actividad enzimatica en forma adecuada cuando son reactivados en medio
liquido BHI incubado a 37°C por 24-48 h antes de realizar la siembra en el medio selectivo

para el micoorganismo en cuestion.

7.7. Maduracion de colonias

La sintesis de metabolitos secundarios de las actinobacterias se encuentra estrechamente
relacionada con la diferenciacion morfologica; ocurre al final de la fase de crecimiento
exponencial o en la fase estacionaria debido a que el aumento en la poblacién, y a su vez,
la disminucion de alimento, somete a las bacterias a un estado de estrés (Evangelista et
al., 2017). Los compuestos excretados pueden ser de varios colores y se observan como
pequefias secreciones en forma de gotitas sobre la colonia microbiana que muchas veces

se difunden en el agar y generan pigmentacion del medio (Quifiones et al., 2016).

1.- Se obtuvieron un total de 1583 cepas puras que fueron trasferidas a tubos de

ensaye con medio de cultivo Extracto de Malta (EM) en plano inclinado.

2.- Se guardaron en la oscuridad y se dejaron madurar por 20 dias para observar la
produccion de pigmentos difusibles en el agar como otro aspecto de expresion

fenotipica de diferenciacion.

7.8. Agrupacion y seleccién

Las cepas aisladas y puras se agruparon por UP; dentro de este grupo, se analizaron
algunos aspectos fenotipicos, como: la morfologia colonial de cada aislado, la presencia
de micelio aéreo y/o vegetativo, la produccion de metabolitos secundarios visibles y
pigmentos difusibles en agar, lo que permitié la formacién de subgrupos que comparten las
mismas caracteristicas. Aunque existian similitudes entre cepas de diferente huerto, se
respetd la agrupacion por su lugar de procedencia. Esto redujo el numero de aislados

obteniendo finalmente un total de 541 cepas.

Por disefio experimental, se seleccionaron unicamente 20 cepas provenientes de 11

huertos para el estudio (Fig. 13), considerando aspectos como el tipo de suelo, diferencias
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en cuanto a pigmentacion y morfologia, que asegurara la facilidad de manipulacion de las

colonias.
2 LOS PINOS 1 A2-2
4 SANTA BARBARA A4-15
A4-21
A4-33
6 CHERANGUERAN  A6-12
7 LAS PALOMAS A7-13
A7-17
8 HUERTO ALEGRE  A8-4
10 HUERTO EL PAPI A10-13
11 EL CASCAIAL 3 A11-30
A11-36
Al11-37
15 LA MESA 9 A15-11
16 ZIPACHA A16-3
A16-4
20 EL REFUGIO A20-1
A20-2
A20-6
A20-13
30 HUISICHO A30-14

Figura 13. Mapa satelital de ubicacién de los huertos seleccionados. Sefiala la ubicacion de los
11 huertos y la clave de cada una de las cepas que fueron aisladas y utilizadas en el estudio. Imagen

proporcionada por el Ing. Andrés Ciprés Torres, JLSV Uruapan, 2019.

7.9. Interaccién planta-microorganismo

7.9.1. Tratamiento de las semillas

Para el estudio, se usaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0), las
lineas transgénicas de respuesta a auxinas DR5:uidA. El gen uidA proviene de la bacteria
Escherichia coli'y codifica para la enzima beta glucoronidasa (GUS), DR5:uidA contiene un
promotor sintético con 7 repetidos de elementos de respuesta a auxinas y se utilizé para
investigar si la promocion del crecimiento vegetal esta relacionado a esta fitohormona

(Bayer, 2016). Para la desinfeccion se siguio el siguiente procedimiento:
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1. Se agregaron aproximadamente 300 semillas a un microvial microviales
Eppendorf® de 1500 pL.

2. Se adicionaron 500 pL de etanol al 96% (v/v) y se sometié a 1300 rpm a 23°C
durante 5 min.

3. Se retird el etanol y a continuacién se agregaron 700 uL de cloro al 20% (v/v) y se
llevé a 1300 rpm a 23°C por un periodo de 7 min.

4. Se realizaron 5 lavados, para ello, se retiré el cloro, se agregé 1 mL de agua
desionizada estéril y se llevé a 1300 rpm a 23°C durante un minuto.

5. Una vez realizados los lavados, se agregaron 500 pL de agua desionizada estéril y
se llevaron a 4°C por un 48 h con el fin de lograr un mismo patrén de crecimiento y
germinacion.

6. Las semillas fueron sembradas en placas de Petri con medio sélido Murashige y
Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con sacarosa al 0.6% y
Phytagar al 1% y el pH ajustado a 7, realizando dos lineas paralelas, una en la parte
superior, a un centimetro aproximadamente del borde de la caja, y otra linea en la
parte media de la placa. Se colocaron entre 25 y 30 semillas por caja colocando
cada una sobre el medio en una distancia aproximada de 0.5 cm entre ellas (Fig.
14).

7. Laincubacion se llevé acabo en una cdmara de crecimiento Percival Scientific AR-
95L ® a una temperatura de 22°C y un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad

para su germinacion durante 4 dias.

Figura 14. Distribucion de las semillas de A. thaliana sobre medio MS.
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7.9.2. Co-inoclucacion de plantas y bacterias

1. Las plantulas de A. thaliana fueron transferidas después de 4 dias de la germinacién
sobre un in6culo de cada una de las cepas problema dispuesto en una linea recta
sobre Gelosa MS (Fig. 15), colocando 6 plantas por placa y por triplicado.

2. Se marcé la punta de la raiz primaria en la base de la caja para medir su crecimiento
después de la interaccion.

3. Se llevaron a una camara de crecimiento a 22°C y un fotoperiodo de 16 hluzy 8 h

de oscuridad por un periodo de 6 — 7 dias.

Figura 15. Disposicion de indculo bacteriano y plantulas de A. thaliana para la interaccion. La
linea gris representa el indculo de bacteria. Las plantas se colocan a unos milimetros por encima

del in6culo, procurando que la raiz tenga contacto completo al cruzar sobre él.

7.10. Analisis

Para el analisis del crecimiento y desarrollo de la raiz de las plantulas en interaccién con

las bacterias, se realizaron las siguientes cuantificaciones:

1. Lalongitud de la raiz primaria total fue medida con una regla en cm y posteriormente
se evalud el crecimiento de la raiz a partir de la marca hecha en el momento de la

transferencia con la bacteria.
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2. Se cuantifico el numero de raices laterales a lo largo de toda la raiz primaria con un
microscopio estereoscopico Leica MZ6 ® a un aumento de 30x.

3. Sedeterminé la densidad de las raices laterales dividiendo el numero de estas entre
la longitud de la raiz primaria total.

4. Los datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico jmp® de SAS
Statistical Discovery.™ con el método de Dunnett y el método de Tukey para hacer

las comparaciones correspondientes.

7.11 Tincién

La fitohormona auxina actia como una senal en el gen reportero de Arabidopsis DR5:uida,
que responde a con la produccion de la enzima B-glucuronidasa (GUS). Cuando el tejido
vegetal se incuba con el sustrato cromogénico X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil B- Acido

D-glucurédnico) los tejidos que producen GUS se volveran azules (Kracher, 2002).
La metodologia para observar la expresion del gen reportero fue la siguiente:

1. Las plantulas fueron colocadas en una placa de microtitulo con 300 puL de una
solucién de X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil 8- Acido D-glucurénico) al 1% y se
incubaron a 37°C.

2. El X-Gluc fue retirado y se afiadié 1 mL de solucion aclaradora de HCI 0.24 N y
metanol 20% v/v por 60 min a 62 °C.

3. Se coloco una segunda solucion de NaOH 7% con etanol 60% v/v por 30 min a
temperatura ambiente.

4. Se hicieron lavados con etanol al 40, 20 y 10% (v/v) manteniendo por 30 min en
cada uno.

Se reemplazé la solucién por una solucion de glicerol al 50% (v/v).

Finalmente, las plantulas fueron colocadas en un portaobjetos y selladas con
esmalte transparente comercial para ser analizadas en un microscopio Nomarski
®.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Descontaminacion de la muestra

El protocolo de descontaminacion se establecid con base al nivel de contaminacién
(microorganismos que carecen de interés, en este caso) que presentd una de las muestras
problema tomada como referencia, considerando que las muestras recolectadas de la
misma naturaleza, pueden albergar semejantes especies microbianas (Steinauer, 2016).
Para este analisis, se realizaron un total de cuatro ensayos que difieren entre si, tanto en
concentracién de SDS y YE, como en las condiciones de temperatura y tiempo de
incubacioén (Tabla 2). El ensayo nimero 1 (Fig. 16a) mostré crecimiento practicamente en
toda la superficie del medio de cultivo y no se evidencié el crecimiento de colonias
presuntivas de actinobacterias; en el ensayo numero 2 (Fig. 16b), el numero de colonias
se redujo respecto al primer ensayo, e incluso, se observo crecimiento de algunas colonias
morfolégicamente semejantes a las actinobacterias, sin embargo; el nivel de contaminacion
impedia su purificacion. El ensayo numero 3 (Fig. 16¢) permitié el crecimiento de un
considerable niumero de microorganismos de interés, aunque aun se manifesté gran
cantidad de colonias contaminantes que, en la mayoria de los casos, crecieron muy
cercanas a las colonias a aislar, lo que representaba alto riesgo de contaminacién. El
ensayo numero 4 fue considerado el mas idéneo para emplear en la purificacion de colonias
sospechosas, puesto que mostré una gran reduccion de biota indeseable y nos permitié
obtener un nimero cuantificable de colonias, de entre 50 a 250 UFC, dentro de las cuales
se evidenciaban con mayor facilidad las que presentaban morfologia tipica de

actinobacterias (Fig. 16d).
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Tabla 2. Concentracion de reactivos y condiciones de incubacioén para el establecimiento del
protocolo de descontaminacion de muestras.

Ensayo Diluciones Concentracion Concentracion  Temperatura Tiempode Rpm

de YE % (m/v) de SDS % °C incubacion
(m/v) (min)
1 10", 102 3 1 40 20 150
2 107, 1072, 3 1 40 20 150
103
3 10", 102 3 2 43 20 150
4 10", 102 3 3 43 - 44 25 150

Figura 16. Descontaminacion de la muestra. a) ensayo 1 con alto nivel de contaminacion; b)
ensayo 2 con reduccion de contaminacién. c) ensayo 3 con distincion colonial; d) ensayo 4

establecido para la descontaminacion.
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8.2. Aislamiento de actinobacterias

Las muestras tratadas se sembraron en medio de cultivo BHI e incubaron a una
temperatura de 37°C durante 24 h. Cuando hubo crecimiento, se evaluaron las
caracteristicas coloniales y microscopicas con tincion de Gram y se purificaron las posibles
actinobacterias utilizando el mismo medio de cultivo. Se clasificaron por numero de huerto
y se agruparon por semejanzas fenotipicas. El numero de aislados de cada UP (Fig. 17)
presenté una gran diferencia entre si, que puede deberse a diversos factores del suelo
como sus caracteristicas fisico-quimicas o la diversidad microbioldgica. Para el estudio, se

seleccionaron unicamente 20 cepas pertenecientes a 11 UP.
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*LOS PINOS 1

VISTA HERMOSA

LA GRAVA 2

TANAXHURI 1
*ZIPACHA |

EL ENCINO 3

SANTA MARTHA 1

HUISICHO

POZO DE BARRO

*HUCAZ 2

*SANTA BARBARA |
*EL REFUGIO

LA ALBERCA 3

CERRO COLORADO
DOMINGUITO

HACIENDA DE STA. CATARINA

*HUERTO EL PAPI

*EL CASCAJAL 3

TANAXHURI 6

*CHERANGUERAN 6

*LAS PALOMAS
*HUERTO ALEGRE |

LA VUELTA DEL CERRO

FLOR MORENA |

LOMA BONITA 1

RINCON DE LA COFRADIA 9

HUERTOS

Figura 17. Nimero de aislados en cada UP. Muestra la amplia diferencia del nimero de aislados
entre cada UP, del huerto Zipacha se obtuvo el mayor numero con 79, mientras que de Vista

Wk

Hermosa y Pozo de Barro no se aislé ninguna cepa. El sefiala a los 11 huertos a los que

pertenecen las cepas que se utilizaron en el estudio.
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8.3. Determinacion de pH

En la Tabla 3 se reporta el pH determinado de cada una de las muestras tomadas por
huerto, resaltando en color rojo los huertos a los que pertenecen las cepas aisladas que se
utilizaron para el ensayo y fueron organizados en una grafica de dispersion (Fig. 18), con
un rango de pH establecido desde 1983 por Goodfellow y Willams, quienes informaron que
las actinobacterias tienen un 6ptimo crecimiento en suelos con tendencia alcalina, pero que
existen algunas especies de Streptomyces que crecen en pH ligeramente acidos, por lo

que propusieron que el rango preferible es entre 5.0 y 9.0 (Goodfellow, 1983).

Tabla 3. pH correspondientes a las dos muestras tomadas de rizésfera de P. americana de
cada UP. Se indica la media del pH de cada UP.

LOS PINOS 6.61 6.6 6.605
LOS PINOS 1 5.88 6.9 6.39
VISTA HERMOSA 6.18 6.55 6.365
SANTA BARBARA 6.51 6.21 6.36
HUERTO EL PAPI 6.12 6.25 6.185
EL CASCAJAL 3 6.25 6.44 6.345
TANAXHURI 6 6.83 6.63 6.73
CHERANGUERAN 6 6.71 6.77 6.74
LAS PALOMAS 7.92 6.95 7.435
HUERTO ALEGRE1Y 4 6.82 6.9 6.86
LA VUELTA DEL CERRO 5 7.1 6.49 6.795
FLOR MORENA 6.8 6.65 6.725
LA GRAVA 2 6.65 7.02 6.835
TANAXHURI 1 6.58 6.3 6.44
LA MESA 9 6.34 6.98 6.66
ZIPACHA 59 5.85 5.875
LA OLLA 6.6 7.7 7.15
LALOMA 6 7.04 6.76 6.9

LOMA BONITA 1 6.58 6.42 6.5
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EL REFUGIO 6.12 6.96 6.54
ELENCINO 3 6.42 6.62 6.52
SANTA MARTHA 1 6.66 6.18 6.42
LA ALBERCA 3 6.6 6.14 6.37
CERRO COLORADO 6.05 6.21 6.13
RINCON DE LA COFRADIA 9 6.43 6.87 6.65
DOMINGUITO 6.37 6.07 6.22
HACIENDA DE STA. CATARINA 7.2 6.04 6.62
HUISICHO 6.27 6.1 6.185
POZO DE BARRO 6.55 7.26 6.905
HUCAZ 2 6.66 5.38 6.02
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Figura 18. pH de la rizosfera de P. americana. Las lineas rojas sefialan el rango de pH 6ptimo

para el crecimiento de actinobacterias sefialado por Goodfellow y Willams en 1983 (5-9), mientras
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que los puntos amarillos y azules corresponden a los valores de pH determinados en cada una de
las muestras de donde provienen las 20 cepas seleccionadas para el ensayo.

Los 11 huertos de donde se seleccionaron las bacterias a probar, presentaron valores de
pH muy diversos entre si, desde un suelo ligeramente acido de 5.3 a uno ligeramente
alcalino de 7.92; el grafico (Fig. 18) sefialé que la totalidad de los valores se encuentran
dentro del rango establecido por Goodfellow y Willams, lo que indica que son suelos con
pH ligeramente acido a neutro, condiciones idoneas para el establecimiento de
actinobacterias. Sin embargo; al comparar el pH del suelo con el nimero de aislados de
cada UP, no se observé una relacion, ya que todos los valores de pH resultaron ser éptimos
pero se presentd una gran diferencia entre el nimero de bacterias de interés que se obtuvo
de cada huerto, e incluso, no se recuperd ninguna cepa presuntiva de actinobacterias en
dos de ellos; esto indica que, a pesar de que el pH es un factor importante para su

establecimiento, no es el Unico factor involucrado.

8.4. Caracteristicas fenotipicas

Las 20 cepas seleccionadas se sembraron en agar EM y se resguardaron en la oscuridad
para su maduracién y expresién de metabolitos secundarios, pigmentos o esporulacion. En
las siguientes imagenes (Fig. 19) se puede ver el fenotipo macroscopico y microscopico
expresado por colonias de actinobacterias representativas del grupo aislado, que

corresponde con lo descrito por Goodfelow & Williams (1983) y por Bonifaz (2012).

a) Colonias irregulares, surcadas, de
color blanco (presencia de esporas),
aterciopeladas y consistencia friable.

b) Filamentos delgados y aglomerados

Gram-positivos que se fragmentan en

bacilos.
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a) Colonias radiadas, crateriformes de
w4

color beige y consistencia suave.
b) Filamentos ramificados Gram-

positivos que se aglomeran.

a) Colonias de color rosa claro que,
con el tiempo, se vuelven rojo-
brillante, irregulares y umbilicadas de
consistencia dura.

b) Hifas microsifonadas Gram-

positivas que se ramifican.

a) Colonias surcadas y acuminadas,
color beige, de consistencia muy dura
y que se adhieren al agar.

b) Filamentos largos Gram-positivos,

ramificados.

a) Colonia grande, rugosa e irregular,
color blanco con un centro naranja y
consistencia suave.

b) Filamentos delgados Gram-
positivos que se fragmentan en

segmentos mas cortos.

a) Colonias medianas color beige,
rugosas, irregulares y elevadas, de
consistencia dura.

b) Filamentos delgados Gram-

positivos.

a) Colonia grande de color café,
rugosa, surcada, de borde irregular
que tiende a elevarse en la parte
central.

b) Filamento Gram-positivo, delgado
y fragmentado.

Patricia Torres Solérzano



Actinobacterias autéctonas de rizésfera de Persea americana como promotoras del crecimiento vegetal

a) Colonias surcadas, ligeramente
acuminadas y bordes opacos, con
pigmento azul difusible en el medio y
consistencia dura.

b) Hifas microsifonadas Gram-

positivas con ramificaciones laterales.

a) Colonias amarillas brillantes,
suaves y friables, con aspecto de
migas de pan.

b) Filamentos Gram-positivos que se

fragmentan en elementos bacilares.

a) Colonias pequefias, blancas, en
forma de flor, elevadas, de centro
marcado. Su consistencia es dura.
b) Filamentos largos Gram-positivos

con pequefias ramificaciones
laterales.

a) Colonias irregulares papiladas, de
color beige en la base y negro en la
punta, de consistencia
extremadamente dura y adheridas al
agar.

b) Filamentos largos fragmentados

Gram-positivos.

b) Colonias pequefias, ligeramente
amarillas, con bordes irregulares y
centro hundido, de consistencia
suave.

b) Filamentos delgados Gram-
positivos, con ramificaciones

laterales.

Figura 19. Caracteristicas fenotipicas de las cepas asiladas de rizosfera de P.americana. a)

morfologia colonial. b) morfologia micrscépica observada en aumento 100x. * Fotografias

proporcionadas por la C. D. C. Karla Gabriela Dominguez Gonzalez
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8.5 Analisis de la interaccion microorganismo - planta

8.5.1 Crecimiento de actinobacterias en medio MS

El crecimiento de las bacterias sobre la linea de inoculacion, presentaron algunas
diferencias en cuanto al patron de crecimiento. La mayoria crecieron uniformemente,
mientras que las cepas A8-4, A20-2, A4-21, A2-2 y A11-37 crecieron en cumulos de
bacterias. A20-1 y A20-6 se expandieron mas alld de la linea de inoculacion e incluso
presentaron gran capacidad de colonizacidon sobre las raices de la plantula, al igual que

A30-14, pero a diferencia de éstas, no presentd el mismo comportamiento de expansion.

8.5.2. Analisis de la estimulacion del crecimiento de la raiz primaria de
Arabidopsis inducido por actinobacterias

Para determinar la capacidad de las actinobacterias para estimular el crecimiento en A.
thaliana, primeramente, se cuantificd la longitud de la raiz primaria en cm y los datos se
analizaron con el programa estadistico jmp® de SAS Statistical Discovery.™, empleando
el método de Dunnett y el Método de Tukey (Tabla 4), un p<0.05, indica que el tratamiento
de inoculacion de bacterias tiene un impacto significativo sobre los resultados y dicha
informacion apoyara o rechazara la hipétesis de investigacién. Los resultados se muestran
en la Fig. 20, donde sobresalen A7-17 y A11-37, siendo notoriamente menores que el

control.

La prueba de Dunnett, compara la media de cada interaccion con respecto al control,
permitié proporcionar informacion para la formacién de tres grupos: i) las bacterias que
estimularon el crecimiento de la raiz primaria (Fig. 21), con claves A15-11, A16-3, A6-12,
A20-13, A7-13, A4-15 y A8-4; ii) las bacterias que presentaron nula capacidad de alargar
la raiz y se observaron semejantes al control (A11-30, A4-33, A20-2, A10-13, A20-1, A11-
36, A16-4, A2-2, A4-21, A30-14 y A20-6) (Fig. 22); y iii) las bacterias que reprimieron el
alargamiento de la raiz, siendo solamente A7-17 y A11-37 (Fig. 23).
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Figura 20. Efecto de las bacterias en la elongacién de la raiz primaria de Arabidopsis. Se

analizaron 6 plantas por tratamiento (por triplicado) y se registraron las medias. Las barras

representan el error estimado entre las medias de las tres repeticiones por tratamiento en funcion a

la longitud de la raiz primaria. Las letras indican la agrupacion de similitudes y diferencias que

existen entre los microorganismos significancia estadistica en la prueba de Tukey (p<0.05). Los

asteriscos corresponden a las medias que son estadisticamente diferentes respecto al control con

la prueba de Dunnett.

Tabla 4. Analisis estadistico de la longitud de la raiz primaria con el método de Dunnett y el
método de Tukey. JMP de SAS®

DUNNETT TUKEY

Nivel p-valores Media
A15-11 0.0006* 6.0944444 A
A16-3 0.0013* 6.0388889 AB
AB-12 0.0018* 6.0111111 AB
A20-13 0.0020* 6.0000000 AB
A7-13 0.0038* 5.9444444 ABC
A4-15 0.0112* 5.8444444 ABCD

A8-4 0.0491* 5.6888889 ABCD
A11-30 0.0887 5.6172222 ABCD
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A4-33 0.2142
A20-2 0.3121
A10-13 0.3541
A20-1 0.4477
A11-36 0.9269
A16-4 0.9678
A2-2 0.9967
A4-21 1.0000
A30-14 1.0000
CONTROL 1.0000
A20-6 0.9529
A7-17 0.0491*
A11-37 0.0000*
Alfa = 0.05
Los valores marcados ( * ) muestran pares de
medias que son significantemente diferentes.

5.4944444 ABCDE

5.4333333 ABCDE

5.4111111 ABCDE

5.3666667 ABCDE

5.1500000 ABCDE

5.1111111 ABCDE

5.0388889 ABCDE

4.8888889 BCDEF

4.8000000 CDEF

4.7500000 DEF

4.3722222 EF

3.8111111 F

2.0611111 G
Alfa=0.05
Los niveles no conectados por la misma letra, son
significantemente diferentes (extremos, ver Fig. 20)

Figura 21. Estimulacion en el crecimiento de la raiz principal inducida por actinobacterias. C)

Plantas sin inocular. Las cepas se encuentran ordenadas de forma descendiente con respecto a la

media de elongacién en cm.
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Figura 22. Estimulacion en el crecimiento de la raiz principal sin diferencia significativa
inducida por las actinobacterias. C) Plantas sin inocular. Ordenadas en forma descendiente con

base al valor las medias en cm.

Figura 23. Represion en el crecimiento de la raiz principal inducida por las actinobacterias.

C) Plantas sin inocular. Ordenadas en forma descendiente con base al valor las medias en cm.

El analisis del crecimiento de la raiz primaria nos permitid identificar aquellas
actinobacterias con mayor capacidad de estimular su elongacion, siendo A15-11, A16-3,
A6-12, A7-13, A20-13, A4-15 y A8-4 las que lograron incrementar significativamente su
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longitud; sin embargo; de forma contraria, la cepa A11-37 reprimié totalmente su
crecimiento al estar en contacto con la bacteria, en este caso particular, no solo la raiz
resulté afectada, sino también su follaje que presentd signos de marchites. La cepa A7-17
también reprimioé su crecimiento, aunque en grado mucho menor comparada con la descrita
anteriormente, y el follaje de la planta presentd un ligero color café, que indicé dafio por
parte de la bacteria. El crecimiento de la raiz primaria de una planta mejora su anclaje al
suelo y le confiriere estabilidad ante estimulos externos, ademas, esta elongacién pudiera
ser debida a la produccién de fitohormonas que participan directamente en su regulacién

(Magafna-Duenas et al., 2015).

8.5.3 Efecto de la inoculacién de actinobacterias en Arabidopsis thaliana
sobre la arquitectura radicular

Al evaluar el efecto de las actinobacterias sobre la formacion de raices laterales en
Arbidopsis, mostraron un incremento en el numero con marcadas diferencias entre cada
interaccion, a excepcion de A11-37 que todo su desarrollo presentd represion. Los
resultados se muestran en la Fig. 24, junto con los resultados del analisis estadistico con

el método de Dunnett y el método de Tukey (Tabla 5).
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Figura 24. Efecto de promocion por actinobacterias en la arquitectura radicular de

Arabidopsis thaliana. Las barras indican el error estimado entre las medias de las tres repeticiones

por tratamiento en funcion a la formacién de raices laterales. Las letras indican la agrupacion de

similitudes y diferencias que existen entre los microorganismos con una alta significancia estadistica

en la prueba de Tukey (p<0.05). Los asteriscos en las cepas sobre el eje de las “x

X" corresponden a

las medias que son estadisticamente diferentes respecto al control con la prueba de Dunnett.

Tabla 5. Andlisis estadistico del numero de raices laterales con el método de Dunnett y el
método de Tukey. JMP de SAS®

DUNNETT TUKEY

Nivel p-valores Media

A16-3 0.0000* 20.833333 A
A11-30 0.0000* 19.166667 AB
A20-13 0.0000* 17.888889 AB
A15-11 0.0000* 17.500000 AB

A16-4 0.0000* 17.333333 ABC

A7-17 0.0000* 16.777778 ABCD

A8-4 0.0000* 16.722222 ABCD
A10-13 0.0000* 16.222222 ABCDE
A20-1 0.0000* 13.277778 BCDEF
A4-15 <.0001* 11.333333 CDEFG
A4-33 <.0001* 11.111111 DEFG
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A20-2 <.0001* 10.722222 DEFG
A4-21 <.0001* 10.333333 EFG
A11-36 <.0001* 10.000000 FG
A20-6 0.0002* 8.7222222 FGH
AB-12 0.0058* 7.277778 FGH
A7-13 0.0113* 6.944444 GHI
A30-14 0.0655 5.944444 GHIJ
A2-2 0.9520 3.166667 HIJ
CONTROL 1.0000 1.166667 IJ
A11-37 0.9999 0.000000 J
Alfa = 0.05 Alfa=0.05
Los valores marcados ( * ) muestran pares de | Los niveles no conectados por la misma letra, son
medias que son significantemente diferentes. significantemente diferentes (extremos, ver Fig.
24)

Las bacterias se separaron en dos grupos de acuerdo a su capacidad de estimular la

formacion de raices laterales: el primero (Fig. 25), mostré un efecto sobresaliente,

destacando A16-3 con un promedio de 20 raices laterales, dispuestas a lo largo de toda la

raiz principal en contraste con el control que presento, en promedio, 1 raiz lateral. Un caso

particular se presenté en la cepa 7-17, que a pesar de formar gran numero, eran muy cortas

y algunas se elevaban de la superficie del medio, ademas de que el follaje presento ligeros

signos de marchités. De forma interesante, las plantas en interaccion con A20-1 y A20-6,

quienes colonizaron la raiz, toleraron la carga bacteriana generando raices laterales a

cierta distancia del meristemo de la raiz principal y presentaron un considerable aumento

en la biomasa del follaje. En la cepa A20-13, las raices se desarrollaron principalmente en

la parte central de la raiz primaria.
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Figura 25. Efecto en arquitectura radicular de Arabidopsis por inoculacion de actinobacterias.
C) Plantas sin inocular. Actinobacterias ordenadas de manera descendiente con respecto a la media

del nimero de raices laterales formadas tras la interaccion directa.

El segundo grupo se conformoé por las bacterias que lograron una baja o nula estimuacion
(Fig. 26); el numero de raices generadas en A30-14 y A2-2 fueron muy escasas, sin
diferencias significativas respecto al control, mientras que en la cepa A11-37 no se

cuantificé ninguna.
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Figura 26. Efecto de baja o nula estimulacién en la arquitectura radicular por la inoculacién
de actinobacterias en Arabidopsis. C) Plantas sin inocular. Actinobacterias ordenadas de manera
descendiente con respecto a la media del nUmero de raices laterales formadas tras la interaccion

directa.

En general, las actinobacterias lograron un marcado efecto en la bioestimulacién de raices
laterales, adquiriendo un fenotipo tipico de respuesta a auxinas (Spaepen et al., 2013), con
difrencias entre cada interaccidon en cuanto al niumero, longitud y disposicién a lo largo de
la raiz primaria, generando diferentes patrones en la arquitectura radicular que se pudieran
asemejar a los descritos por Lopez-Bucio et al. en 2003 en funcién de la disponibilidad de
nutrientes. Independientemente de la disposicidén, un incremento en el numero de raices
laterales se refleja en un aumento del potencial de exploracién en el suelo circundante por

parte de la planta para la mejor obtencion y absorcion de agua y nutrientes.

8.5.4 Calculo de la densidad de raices

La densidad es el cociente del niumero de raices laterales y la longitud de la raiz primaria;
en la Fig. 27, se presentan los calculos de las densidades de cada interaccidon analizados
mediante el método de Dunnett y el método de Tukey (Tabla 6), destacando de manera
sobresaliente A7-17, que presenté gran numero de raices laterales en una longitud de la
raiz primaria corta. En general, la mayoria presenté diferencias significativas respecto al
control, exceptuando A2-2, A6-12, A7-13 y A30-14, que se mantuvieron cercanos, mientras

que A11-37, al no generar raices laterales, tuvo un valor de cero.
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Figura 27. Grafico de densidad de raices laterales. Las barras representan el error estimado entre

las medias de las tres repeticiones por tratamiento en funcién a la densidad. Las letras indican la

agrupacion de similitudes y diferencias que existen entre los microorganismos con una alta

significancia estadistica en la de Tukey (p<0.05). Las cepas marcadas con

Gk

, sefialan las que son

estadisticamente diferentes con la prueba de Dunnett (p<0.05).

Tabla 6. Andlisis estadistico de la densidad de raices laterales con el método de Dunnett y
el método de Tukey JMP de SAS®

DUNNETT TUKEY

Nivel p-valores Media

A7-17 0.0000* 5.1035827 A

A16-4 0.0000* 3.4666570 B
A11-30 0.0000* 3.4032468 BC
A16-3 0.0000* 2.9364591 BC

A8-4 0.0000* 2.9237554 BCD
A20-13 0.0000* 2.8713439 BCD
A15-11 0.0000* 2.8713439 BCD
A10-13 <.0001* 2.8128970 BCD
A20-1 <.0001* 2.4283165 BCDE
A11-36 <.0001* 2.2743715 BCDE
A4-33 <.0001* 2.1390418 BCDE
A4-21 <.0001* 2.0837609 CDE
A4-15 0.0001* 1.9390700 DEF
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A20-6 0-0001* 1.9343325 DEF
A20-2 0.0008* 1.7786745 DEF
A30-14 0.1037 1.2302109 EFG
AB-12 0.1081 1.2239492 EFG
A7-13 0.1680 1.1534567 EFG
A2-2 0.9631 0.6746651 FG
CONTROL 1.0000 0.2502977 G
A11-37 0.9999 0.0000000 G
Alfa = 0.05 Alfa=0.05
Los valores marcados ( * ) muestran pares de | Los niveles no conectados por la misma letra, son
medias que son significantemente diferentes. significantemente diferentes (extremos, ver Fig. 27)

La evaluacion de la densidad de raices en Arabidopsis, nos permitié observar la capacidad
de las actinobacterias como promotoras del crecimiento vegetal relacionando ambos
parametros, ya que, en algunos casos, como en A7-13, que resultd dentro de los que
aumentaron significativamente la longitud de la raiz primaria, su capacidad en la formacion
de raices laterales fue baja, por lo que presentd una densidad relativamente baja. En
cambio, A7-17 reprimi6 el crecimiento de la raiz principal, pero generé un gran nimero de
raices laterales, por lo tanto, su densidad fue muy alta. El analisis de la densidad indica
qgue mientras mas alto sea el valor de la densidad, mayor fue la capacidad de las
actinobacterias para promover el crecimiento vegetal, sin embargo; es necesario tomar en
cuenta los aspectos visibles generales de la planta, como fue el caso de A7-17, que, a

pesar de tener el valor mas alto de densidad, sus follajes mostraron signos de afectacion.

8.6. Expresion del marcador DR5:uidA en interaccion con actinobacterias

La formacion de 6rganos y tejidos ocurre por interacciones entre fitorreguladores del
crecimiento. Se ha descrito que las auxinas interactian con las citocininas para regular el
crecimiento de la raiz primaria, la formacion de pelos radiculares y de las raices laterales
(Lépez-Bucio et al., 2003), también se ha descrito que, entre los mecanismos a través de
los cuales las rizobacterias estimulan el crecimiento de las plantas, se incluye la produccion
de fitohormonas como parte de su metabolismo, especificamente IAA que pertenece al

grupo de las auxinas (Vega-Cedeldn et al., 2016), por lo que se podria suponer que la
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estimulacion inducida por las actinobacterias sobre el sistema de raices de Arabidopsis

thaliana pudiera ser consecuencia de la estimulacién de esta via.

En Arabidopsis thaliana, la formacion de hojas y flores también es un proceso dependiente
de auxinas (Magana-Duefas et al., 2015), las imagenes tomadas (Fig. 28a) permitieron ver
la expresion del gen reportero en las hojas, asi como el aumento de la superficie del follaje,
el cual genera una mayor superficie de captacion de energia solar que es aprovechada por

las plantas para sus funciones vitales y desarrollo.

Se evaluo si la estimulacién observada en las raices de Arabidopsis fue debido al aumento
de niveles enddgenos de auxinas inducido por las actinobacterias, mediante la expresion
del marcador DR5:uidA. Los resultados se compararon con el efecto inducido por auxinas
de Azospirillum brasiliense en la expresion génica de Arabidopsis reportado por Spaepen
et al. (2013) (Fig. 28).

Las cepas A2-2, A4-15, A4-21, A4-33, A11-36, A11-27 y A30-14 no presentaron cambios
significativos al compararlas con el control de plantulas sin inocular en cuanto a la expresion
del marcador en ninguno de los dos tejidos. En las bacterias A7-17 y A6-12, la expresion
fue muy ligera en la punta de las hojas y un poco menos en las nervaduras. Las cepas AG-
12 y A16-3, incrementaron notoriamente el diametro de la raiz primaria en comparacion
con la del control, lo cual significa un aumento de la superficie de absorcion de nutrientes,
sin embargo; no mostraron aumento en la expresién del marcador. En A20-2, A20-1 y A20-
6, DR5:GUS presenté un ligero incremento en las nervaduras de las hojas, mientras que
en las dos ultimas también se presentd en la zona meristematica, especialmente la A20-6.
En todos los tratamientos se observdé un considerable incremento del area foliar,
especialmente en A20-6, A20-1, A11-30, A8-4 y A10-13, lo cual garantiza una mayor
superficie para la absorcion de luz que sera utilizada por la planta para sus funciones vitales

de desarrollo.

En general, el patron de la tincion de los tejidos vegetales inoculados con las bacterias
corresponden a los sitios de alta produccion de auxinas (punta de las hojas y punta de la
raiz) y puede ser comparable con el control sin inoculacién, ademas, el resultado tiene un
gran contraste al ser comparado con respecto a la expresion que logra Azospirillum
brasiliense en Arabidopsis, al inducir el aumento de auxinas endégenas (Fig. 4), donde el

marcador es expresado en toda la raiz y en el follaje. En este contexto se sugiere que las
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bacterias probadas modificaron el sistema radicular de A. thaliana por medio de un

mecanismo independiente a la produccion de auxinas.

Control Al16-3 7 A4-15 A4-21
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A20-1 A20-2 A20-6 A11-30

A10-13 A7-17 A7-13 AG-12

Figura 28. Expresion del marcador DR5:uidA en interaccion con actinobacterias. a) Expresion
del marcador en follaje de la planta control y de las plantas inoculadas con cepas problama,

sefialadas con sus respectivas claves. b) Expresion del marcador en meristemo de la raiz de plantas
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9. CONCLUSIONES

1. La estandarizacién del método para descontaminacion de muestras de suelo
empleado por Masayuki en 1983, permite un crecimiento cuantificable de colonias
facilitando asi su aislamiento.

2. El suelo de cultivos de Persea americana del municipio de Uruapan, que estan bajo
condiciones de nutricibn organica, conserva un gran numero de especies
bacterianas nativas presuntivas de actinobacterias por sus caracteristicas
fenotipicas, sin embargo; su identificacion debe ser confirmada por métodos
moleculares.

3. Las actinobacterias autdctonas de rizosfera de P. americana tienen la capacidad
de promover el crecimiento de Arabidopsis thaliana, ya que generan un aumento
en la biomasa del follaje y modifican la arquitectura radicular al aumentar la longitud
de la raiz primaria e incrementar de manera sobresaliente el numero de raices
laterales.

4. La bio estimulacién del crecimiento vegetal por las bacterias aisladas no es
dependiente de la produccion de auxinas. Otros mecanismos no fueron evaluados,
por lo que se desconoce cual fue la via utilizada por las actinobacterias que resulté
en beneficio para las plantas y, al observar la diversidad de los patrones de
crecimiento entre las distintas interacciones, se pudiera estar hablando de incluso
mas de un mecanismo involucrado dentro del grupo de bacterias evaluado, lo que

deja un campo abierto en la investigacion.
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10. EXPECTATIVAS

La productividad de los cultivos esta determinada por la fertilidad del suelo, y ésta fertilidad,
estd dada por diferentes factores, entre ellos, las poblaciones de microorganismos que
conforman la microfauna, ya que participan en el ciclo y disponibilidad de los nutrientes.
Sin embargo; el uso de técnicas para la produccién intensiva de cultivo ha provocado que
cada vez, sea mas necesaria la aplicacién externa de nutrientes, donde la mayoria de
productos, al ser de caracter quimico, también participan en la reduccion de especies
microbianas benéficas que intervienen en el desarrollo de las plantas. Al conocer la
capacidad de las actinobacterias en la estimulacion del crecimiento vegetal, les otorga un
uso potencial como bioinoculantes o biofertilizantes, pudiendo incluirlas en formulaciones
agricolas aplicables directamente la suelo, lo cual permita explotar su capacidad para
proveerlas de micronutrientes o su capacidad de biocontrol contra microorganismos
fitopatdgenos gracias a los metabolitos secundarios que producen, y asi, considerarlas
como un alternativa econdmica y ecolégica en las técnicas de agricultura, es decir, procurar
un incremento en la productividad de los cultivos sin provocar efectos negativos al

ecosistema.
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Anexo 1

12. ANEXOS

Caracteristicas de la pared celular de las actinobacterias (Prescott, 2002).

Tipos de Isébmero de Glicina en el Azucares Grupos

pared acido puente caracteristicos representativos

celular diamio- interpeptidico

pimelico

I L-L + NA Nocardioides
Streptomyces

Il Meso + NA Micromonospora

Il Meso - NA Actinomadura
Frakia

Y Meso - Arabinosa, Saccharomonospora

galactosa Nocardia

Columna 1: ubicacion del aminoacido en la posicidon 3 de la cadena lateral del

tetrapéptido.

Columna 1: presencia de glicina en los puentes interpeptidicos.

Columna 3: tipo de azucares que tiene el peptidoglicano.

Anexo 2

Clasificacion de actinobacterias (Goodfellow & Willams, 1983).

GRUPO

CARACTERISTICAS

GENERO

Actinobacteria

Aerodbico, facultativamente
anaerobico o anaerdbico;

Actinomyces, Agromyces
Arachnia, Arcanobacterium,

las esporas no moviles se

ocurren como bacilos o cocos o | Arthrobacter,

forman filamentos ramificados Brevibacterium,

que fragmentan; sin micelio Cellulomonas,

aéreo; composicién de pared Curtobacterium,

variable pero incluye quimiotipos | Microbacterium,

LV, VI ViEy VL Micrococcus.
Oerskovia.
Promicromonospora.
Renibacterium. Rothia

Actinoplanetes Esporoactinomicetos aerébicos; | Actinoplanes.
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pueden cerrar dentro de las Amorphosporangium.
vesiculas; sin micelio aéreo; Ampullariella.
quimiotipo de pared II; Los Dactylosporangium.
hidrolizados de todo el Micromonospora.
organismo contienen arabinosa | Pilimelia
y xilosa.

Maduromycl:tes Esporoactinomicetos aerdbicos; | Actinomadura,
cadenas simples o cortas de Microbispora.
esporas pueden nacer en el Microtetraspora.

micelio aéreo o formarse dentro
de las vesiculas; esporas
moviles 0 no maviles; quimiotipo
de pared lll; Los hidrolizados de
todo el organismo contienen
madurosa (3-0-metil-D-
galactosa)

Planobispora. Planomo-
nospora. Spirillospora.
Streptosporangium.

Micropolysporas Esporoactinomicetos aerdbicos; | Actinopolyspora.
cadenas simples o cortas de Micropolyspora.
esporas pueden estar presentes | Pseudonocardia,
en el sustrato y el micelio aéreo; | Saccharomonospora.
quimiotipo de pared IV; No Saccharopolyspora.
contienen acidos micolicos.

Multilocular Aerobio a facultativamente Dermatophilus.
anaerobio; el micelio se divide Frankia.

en todos los planos; sin hifas
aéreas; quimiotipo de pared

Geodermatophilus.

Nocardioform Aerdbico, puede ser acido- Caseobacter.
alcohol resistentes; ocurren Corynebacterium.
como bacilos, cocos y filamentos | Mycobacterium.
ramificados o forman sustratoy | Nocardia.
micelio aéreo que fragmenta; Rhodococcus
quimiotipo de pared IV; Contiene
acidos micalicos.

Streptomycetes Esporoactinomicetos aerébicos; | Infrasporangium,
formar un sustrato ampliamente | Kineosporia, Kitasatoa,
ramificado y micelio aéreo; Nocardioides,
esporas transportadas en el Sporichthya,
micelio aéreo, ocasionalmente Streptomyces.
en el micelio sustrato; quimiotipo | Streptoverticillium
de pared |

Thermomonosporas Esporoactinomicetos aerdbicos; | Actinosynnema.
forman un sustrato ampliamente | Nocardiopsis.
ramificado y micelio aéreo, los Streptoalloteichus.
cuales pueden transportar Thermomonospora

esporas o cadenas de esporas;
esporas moéviles o no moviles;
quimiotipo de pared lIl.
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