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RESUMEN

En el presente proyecto pretendemos estudiar y caracterizar la microbiota de Selaginella
lepidophylla y determinar su papel en el proceso de tolerancia a la deshidratacion de esta
especie. Dentro de los resultados obtenidos, se ha logrado establecer el protocolo de
desinfeccion para las plantas de S. lepidophylla en estado deshidratado siendo de 20% de
hipoclorito de sodio y 0.1% de Triton X-100 durante 20 minutos de lavado. Se obtuvieron
124 aislados bacterianos durante la época de lluvias (2018) y 41 aislados en época de estiaje
(2019) en los diferentes medios de cultivos utilizados (Agar nutritivo; Luria Bertani; Peptona
extracto de levadura; Agar papa dextrosa). Los aislados bacterianos fueron clasificados de
acuerdo con su morfologia y tiempo de crecimiento. Se realizd la extraccion de DNA
genomico, para posteriormente realizar el analisis por la técnica de ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain Reaction), mediante el
cual se obtuvieron 114 patrones diferentes que agruparon a 163 bacterias endofitas. Dentro
de los parametros evaluados para la caracterizacion de las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal se determind la produccion de acido indolacético, la solubilizacion de
fosfatos, la fijacion bioldgica de nitrogeno y el contenido de trehalosa. Los resultados para la
produccién de AIA en medio de cultivo sin triptéfano (Trp) solo presentd un aislado
productor con 1.62 ug/ml (SIPDARi10721; 116) en época de lluvias. Para el medio de cultivo
con Trp en ambas épocas se encontro productores de AlA (82.78% y 73.17% para época de
lluvias y estiaje, respectivamente), los cuales se clasificaron de acuerdo con los niveles de
produccién de AlA (bajo, medio y alto). Se determind que 13 aislados consumian el AIA
producido a las 24h. Para la determinacion de solubilizacién de fosfatos, para la época de
[luvias se encontré un mayor nimero de aislados solubilizadores (57.37%) que en la época
de estiaje (34.14%), fueron clasificados como (+) 1.1 a 4.1 mm, con un rango de entre 2.17
a 3.83 mm para la época de lluvias y 2.26 a 3.39 mm para la época de estiaje. Los resultados
de la fijacion bioldgica del nitrdgeno mostraron que 133 aislados bacterianos (81.59%)
fueron fijadoras de nitrégeno. La época de lluvias obtuvo un 81.96% (100 aislados) y la época
de estiaje un 80.48% (33 aislados). Los aislados bacterianos presentaban diferentes niveles
de fijacion esto al ser relacionados con la intensidad del color y la altura del halo de
crecimiento. Para la cuantificacion de los niveles de trehalosa se tom6 en cuenta a los mejores
candidatos de acuerdo con los pardmetros de promocion del crecimiento vegetal realizados
previamente y al analisis de ERIC-PCR, siendo 97 aislados bacterianos para la época de
lluvias y 22 aislados bacterianos para la época de estiaje. EI medio de cultivo minimo estaba
adicionado con NaCl para inducir la produccién de trehalosa por estrés salino y se cuantifico
por el metodo de HPLC. Los aislados que presentaron produccion de trehalosa para de época
de lluvias fue del 88.65% (86 aislados) y para la época de estiaje del 86.36% (19 aislados).



1. Introduccidén

La desecacion es un fendbmeno que puede causar dafios irreversibles a las plantas, sin
embargo, algunas tienen la capacidad para contender contra esta como el género Selaginella,
el cual comprende alrededor de 700 especies cosmopolitas encontradas en ambientes
templados, tropicales, articos y desérticos (Banks, 2009). Durante las Gltimas décadas han
sido objeto de estudio debido a su capacidad para tolerar la desecacion, asi como para evaluar
los efectos de la rehidratacion en la dinamica de las enzimas, la sintesis de proteinas y los
solutos presentes (Adams et al., 1990; Banks 2009; VanBuren et al., 2018). Selaginella
lepidophylla llamada cominmente “planta de resurreccion”, “flor de roca”, “doradilla” o
“siempre viva”, es una de las especies mas estudiadas para comprender la tolerancia a la
desecacion, (Adams et al., 1990; Iturriaga et al., 2000; Vazquez-Ramirez et al., 2005; Banks,
2009; Vargas et al., 2009; VanBuren et al., 2018). Su capacidad de tolerar la desecacion es
atribuida a la alta acumulacion de trehalosa, la cual es independiente del estado fisioldgico
de la planta (estado hidratado y deshidratado). Sin embargo, en otras plantas tolerantes a la
desecacion el contenido de trehalosa es minimo en comparacion a los azlcares totales que se
acumulan. Diversos trabajos han identificado genes como el TPS1y TPS2 que codifican para
las enzimas de biosintesis de trehalosa en la planta de S. lepidophylla, sin embargo se han
identificado un gran numero de genes que codifican para la TPS de origen microbiano, que
se aislaron a partir de un tamizado de una libreria de cDNA, ademas cuando se cultivan en
condiciones estériles S. lepidophylla libres de enddéfitos es incapaz de regenerarse, por lo que
se sugiere que los altos niveles de trehalosa contenida en la planta asi como el crecimiento y
desarrollo normal es debido a los microorganismos endofitos (Figueroa-Soto et al., 2004;
Pampurova et al., 2014). Los microorganismos enddéfitos colonizan los tejidos vegetales sin
causar dafo aparente y benefician a la planta hospedera por diversos mecanismos dentro de
los cuales se encuentra la sintesis de acido indolacético, la solubilizacion de fosfatos, la
fijacion de nitrogeno y la biosintesis trehalosa. La trehalosa es un disacarido no reductor con
diversas funciones tales como fuente de carbono, energia, componente estructural, molécula
regulatoria y osmoprotector durante el estrés (Muller et al., 1995; Elbein et al., 2003; Zinniel
et al., 2002; Avonce et al., 2006; Ramirez, 2010). Recientemente, se publico el genoma de
S. lepidophylla con un tamafio estimado de 109 Mb en donde registraron alrededor de 27,
204 genes, ademas determinaron una alta expresion de genes durante la desecacion e
hidratacién, lo cual sugiere que la planta posee los mecanismos de proteccion contra la
desecacion (VanBuren et al., 2018).

En el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas del Centro de Investigacion en
Biotecnologia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos se desarroll6 un protocolo
para el establecimiento y obtencion de plantas axénicas de S. lepidophylla (Calderdn, 2011),
en donde se observd la regeneracion de plantas. No obstante, las plantas son sensibles al ser
transferidas de la condicidn in vitro a maceta.



2. Marco Tedrico
2.1 Estrés en plantas

El estrés ambiental restringe fuertemente al sector agricola se estima que sélo el 10% de la
superficie terrestre arable esta libre de algun tipo de estrés. La plasticidad del metabolismo
permite desarrollar respuestas a los cambios ambientales que fluctian de manera regular y
predecible. Por lo tanto, una variacion del factor y su 6ptimo no necesariamente resulta en
estrés (Basurto et al., 2008; Shao et al., 2008; Moreno et al., 2018). El estrés es una
restriccion o fluctuaciones altamente impredecibles que ocasionan cambios en los patrones
metabolicos regulares como en la fisiologia, el metabolismo celular y la expresion génica,
que impactaran en la tasa de crecimiento, desarrollo, productividad y adaptabilidad de la
planta. El estres, por lo tanto, se define como una condicidn fisioldgica causada por diversos
factores que tienden a alterar el equilibrio de la planta con una desviacion significativa del
conjunto de respuestas bioquimicas y fisioldgicas que definen a un organismo bajo
condiciones optimas (Basurto et al., 2008; Shao et al., 2008; Montoliu, 2010). La tolerancia
al estrés es la capacidad que presenta la planta para resistir y evitar a los estimulos
ambientales negativos o poder permanecer en un estado en donde su fenotipo no se vea
drasticamente perjudicado (Basurto et al., 2008). La amplia gama de factores ambientales
adversos se clasifica como estrés bidtico y abiotico (Figura 1). El estrés bidtico es causado
por la accién de organismos vivos como los animales (herbivoria), otras plantas
(competencia, alelopatia), microorganismos (hongos, bacterias) y otros agentes
fitopatdgenos (virus, viroides). Mientras que el estrés abidtico es causado por factores
fisicoquimicos como la radiacion ultravioleta (UV), concentracion de dioxido de carbono
(C0O»), exposicion a metales pesados, déficit o exceso de nutrientes e iones y particularmente
por la sequia, la salinidad y los cambios en las temperaturas (calor, frio y congelacion). Estos
ultimos son causantes del estrés hidrico o deshidratacion, ya sea que actien de manera
individual o en conjunto causan efectos negativos sobre la planta (Madhava, 2006;
Covarrubias, 2007; Shao et al., 2008; Verma et al., 2013; Esquivel-Cote et al., 2013;
Redondo-Gomez, 2013).
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Figura 1. Imagen representativa del estrés biético y abiético en plantas (Tomado y modificado de
Choi et al., 2016).

2.1.1 Estrés abiotico

Las respuestas inducidas como defensa durante el estrés abidtico se pueden presentar a tres
niveles. A nivel fisiologico (crecimiento y desarrollo) ocurre el reconocimiento de la sefial
en laraiz consiguiendo inhibir la germinacion en semillas, senescencia prematura, se presenta
pérdida en la turgencia y ajuste osmotico. Se reduce el potencial hidrico, la asimilacion de
nutrientes y nitrogeno, la fotosintesis, la concentracion interna y conductancia estomética del
CO,. Se produce toxicidad metabolica generando la acumulacion de inhibidores de
crecimiento. Ocurren alteraciones en la tasa de transpiracion y respiracion. A nivel
bioquimico, disminuye la eficiencia fotoquimica y la RUBISCO, se acumulan metabolitos
(malondialdehido monohidroascorbato, MDHA; glutationes; poliaminas; a-tocoferoles), se
incrementan las enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa, SOD; catalasa, CAT,
ascorbato peroxidasa, APX; peroxidasa, POD) reduciendo asi la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). A nivel molecular se expresan genes en respuesta al estrés
abiotico, incrementa la biosintesis de acido abscisico y proteinas especificas (proteinas
tardias de la embriogénesis, LEA; proteinas de estrés por desecacion, DSP; proteinas
tempranas inducidas por la luz, ELIP y dehidrinas) (Madhava, 2006; Shao et al., 2008; Verma
et al., 2013; Redondo-Gomez, 2013). Las respuestas fisioldgicas dependeran de diversos
factores como la etapa del afio, la intensidad y la duracion, ademas de factores intrinsecos de
las plantas como la etapa del desarrollo, las interacciones ambientales, la especie y sus



caracteristicas genéticas. Las condiciones estresantes induciran cambios morfolégicos,
fisioldgicos, metabdlicos y de expresion genética como parte de una respuesta adaptativa
para contener ante estas condiciones (Madhava, 2006; Covarrubias, 2007; Shao et al., 2008).
El déficit de agua afecta rapidamente los procesos fotosintéticos y de respiracion. Por lo
tanto, el agua es un compuesto elemental que imparte orden y estructura a las moléculas, asi
como en las interacciones que se lleven dentro de la célula (Basurto et al., 2008).

2.1.2 Estrés hidrico

El sector agricola es de los mayores consumidores de agua a nivel mundial, por ello se ha
visto fuertemente afectado debido a las limitaciones en el uso inadecuado y escaso del
recurso. Se reporta que en ciertas regiones del planeta se ha reducido 30% la disponibilidad
de agua, por lo que en las Ultimas décadas se ha implementado el mejoramiento genético de
los cultivos para hacerlos tolerantes a dichas condiciones (Madhava, 2006; Covarrubias,
2007). El estrés hidrico es ocasionado por multiples factores como la falta de agua en el suelo
y la atmosfera (sequia). La salinidad es causada por la evaporacion del agua que conlleva a
la acumulacion de los solutos en el suelo, y por Gltimo los cambios de temperaturas (calor,
frio y congelacion) que limitan la disponibilidad del agua debido a sus caracteristicas fisicas
como la evaporacién por altas temperaturas y/o la formacion de cristales por el
congelamiento. Estos factores conducen una alta tasa de transpiracién, incremento en la
concentracion de solutos, cambio en el volumen celular, alteraciones en la integridad de la
membrana, reduccion del potencial hidrico, desnaturalizacion de componentes fisiol6gicos y
moleculares, cierre estomatico y limitaciones en el intercambio de gases, por lo cual si es
prolongado llevard a la desecacion y eventualmente a la muerte de la planta. Debido a esto,
la planta posee la capacidad para tolerar el estrés por medio de cambios en el metabolismo
celular para originar la acumulacién de solutos compatibles y proteinas especificas que
pueden inducirse rapidamente durante el estrés osmoético (Madhava, 2006; Shao et al., 2008;
Vermaetal., 2013; Redondo-Gdémez, 2013). Una respuesta efectiva ante los efectos del estrés
hidrico son los cambios morfolégicos gue incluyen el cambio del angulo de inclinacién de
las hojas, el enrollamiento, el incremento de la biomasa. Entre los cambios fisioldgicos y
metabolicos ocurre la disminucién en la sintesis proteica y la velocidad de crecimiento, el
aumento de cera en la cubierta de las hojas (cuticula), el cierre estomatico, la disminucion de
la turgencia, cambios en la transpiracién, respiracion, fotosintesis y en la distribucion de
nutrientes. La expresion genética conlleva a la formacion de compuestos para la reparacion
y proteccion celular denominados solutos compatibles como los polioles (sorbitol o manitol),
aminoéacidos (prolina, acido glutdmico), compuestos de amonio cuaternario (glicina betaina)
y disacaridos (sacarosa y trehalosa) que se encargan de mantener la integridad y
funcionalidad de la célula (Madhava, 2006; Covarrubias, 2007; Verma et al., 2013; Redondo-
Gobmez, 2013; Castillo-Texta, 2018).

2.1.3 Salinidad

Particularmente durante el estrés salino se presentan estrategias especificas debido a la
acumulacién de sales como el cloruro de sodio, carbonato de sodio, sulfato de sodio o sales
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de magnesio y otras sustancias. El efecto de la salinidad en plantas es complejo y sus efectos
adversos incluyen toxicidad ionica, desequilibrio, déficit de agua y nutrientes. La tolerancia
ante la salinidad estad relacionada con la homeostasis ionica, algunas estrategias son la
exclusion de sales, un mecanismo que limita la acumulacion de sales en los tejidos y se debe
a la capacidad de regular su absorcion y transporte. Un ejemplo de excluidor de sales son las
estructuras epidérmicas especializadas encontradas en la superficie foliar, denominados
tricomas. La compartimentalizacion de iones se lleva a cabo mediante la acumulacion de
sales en la vacuola debido a la translocacion por medio del transporte antiporte con el fin de
evitar la deshidratacion y mantener el equilibrio osmoético (Madhava, 2006; Redondo-
Gomez, 2013; Castillo-Texta, 2018).

2.1.4 Cambios de temperatura

Durante el estrés térmico el cual se encuentra relacionado con las caracteristicas
fisicoquimicas del agua, Redondo-Gomez en el 2013 clasifico de manera general algunas
estrategias de las plantas para contender contra el estrés como los cambios anatémicos en el
tamanio celular y engrosamiento de las hojas debido a la acumulacion de solutos compatibles,
iones y azUcares; cambios fisiologicos para minimizar la pérdida de agua como el cierre de
estomas; y cambios moleculares como la sintesis de proteinas que ayudan a la proteccion y
reparacion celular (proteinas de choque térmico, HSP; LEA; ELIP). Estos cambios son
regulados gracias a la participacion de un gran numero de moléculas y diversas redes de
sefializacion que se encargan de promover la respuesta de defensa en la planta (Madhava,
2006; Redondo-Gomez, 2013; Castillo-Texta, 2018).

3. Vias de transduccion de sefiales en respuesta al estrés en plantas

Las plantas al ser organismos sésiles se encuentran constantemente expuestos a diferentes
condiciones de estrés las cuales afectan su crecimiento, desarrollo y productividad. El estrés
ocurre de manera simultanea causado por multiples factores de tal manera que la planta debe
activar diversas respuestas e integrarlas para responder al estrés. Por ello, han desarrollado
mecanismos moleculares Unicos y sofisticados para hacer frente a estas condiciones. La
tolerancia y aclimatacion varia de acuerdo con la especie por lo que deben alternar su
fisiologia, morfologia, metabolismo y expresion génica para contrarrestar los efectos del
estrés (Madhava, 2006; Verma et al., 2013; Redondo-Gomez, 2013). Estos mecanismos son
conocidos como vias de transduccion de las sefiales en donde participan un gran nimero de
moléculas. Comienza con la percepcion del estimulo externo por medio de receptores
especificos situados en la membrana plasmatica, durante los eventos de sefializacion se
generan moléculas que tendran la funcién de amplificar la sefial denominados segundos
mensajeros como el inositol trifosfato (InsPs3), enzimas que hidrolizan ATP (ATPasas),
factores de transcripcion (FT), especies reactivas de oxigeno (ROS), calcio (Ca2"),
fitohormonas como el acido abscisico (ABA), etileno (ET), acido jasmonico (JA), acido
salicilico (SA), entre otros. Con la participacion de las cascada o rutas de sefializacion habra
proteinas encargadas de modificar a enzimas o proteinas por medio de la fosforilacion o
desfosforilacion (proteinas cinasas y fosfatasas, respectivamente) que llevan la sefial hasta el
nucleo en donde regulan la activacion o represion de genes para dar una respuesta de
tolerancia al estrés (Figura 2) (Madhava, 2006; Covarrubias, 2007; Montoliu, 2010).



Ademas, se ha estudiado que la intervencion de ciertos microorganismos presentan un papel
importante dentro de las estrategias para contener el estrés (Esquivel-Cote et al., 2013).

Sedal Estrés bidtico o abiotico

.Y ———— Membrana plasmatica

Percepcion

A
» Segundos mensajeros:
Regulacion Ca?, ROS, InsP3, ABA

— ——————— Membrana nuclear

3 v
Transduccién Cascada de fosfoproteinas:
MAPK, CDPK, SOS3
Nucleo
FT Factores de transcripcion
B
Expresion W —=>
Elementos cis Genes de respuesta
Respuesta Tolerancia al estrés

Figura 2. Esquema de la via de sefializacion para la activacion de genes relacionados con la
tolerancia ante el estrés bidtico y abidtico en plantas (Tomado y modificado de Xu et al., 2011).

4. Género Selaginella

La clase Lycophyta alberga tres familias, las Licopodiaceae, Isoeteaceae y Selaginellaceae,
de esta ultima familia actualmente solo se reconoce el género Selaginella pertenecientes a un
grupo monofiléctico asociada a los monilofitos (helechos, Equisteum y Psilotum) y plantas
con semilla (gimnosperma y angiosperma). Son plantas cosmopolitas con microfilas,
rizéforos y esporangios axiales que alberga alrededor de 700 especies incluidas las de climas
desérticos, templados, tropicales y articos capaces de tolerar condiciones de sequia y heladas
(Banks, 2009). Son las plantas vasculares mas antiguas en la tierra que datan del final del
Siltrico y Devonico temprano. Durante el Devonico — Carbonifero medio ocurrié una
expansion en la poblacion de licofitas que contribuyo a la disminucion del CO; atmosfeérico,
durante la época del Paleozoico la asimilacion de dicho compuesto se relaciono6 con el gran
tamafo que presentaban las plantas de esa época. Se tienen registros fosiles de Selaginella
que datan de hace 333 a 350 millones de afios los cuales presentan grandes similitudes
morfoldgicas con las actuales (Banks, 2009; VanBuren et al., 2018). Se sugiere que uno de
los primeros mecanismos de proteccion de las plantas ancestrales durante la transicion del
habitat acuatico al terrestre fue la capacidad para tolerar periodos de desecacion y el bajo
potencial hidrico atmosférico. Dicha adaptacion ha prevalecido en el transcurso de los afios,
algunas plantas sobreviven cerca de la anhidrobiosis con menos de 10% del contenido



relativo de agua durante la sequia prolongada. Cabe mencionar que los mecanismos de las
angiospermas evolucionaron a partir de la dispersion de semillas y/o polen (VanBuren et al.,
2018). Los analisis filogenéticos determinaron que el género Selaginella presenta una mayor
tasa de evolucion en comparacion a las angiospermas, debido a que la tolerancia ante la
desecacion se encuentra mas marcada en plantas sin semilla (musgos, helechos y licofitas),
mientras que en las angiospermas es relativamente inusual. Sin embargo, los estudios acerca
de los genomas de plantas de resurreccion han sido la base molecular para poder comprender
el origen de esta adaptacion (Brighigna et al., 2002; Banks, 2009; VanBuren et al., 2018).
Selaginella es el Unico clado de plantas terrestres que no presenta un evento de duplicacion
en su genoma completo, pero si presenta pequefias duplicaciones en tindem en los genes que
confieren tolerancia a la desecacién (VanBuren et al., 2018). Al igual que otras plantas
Selaginella sintetiza metabolitos secundarios para proporcionar proteccién contra los rayos
UV, defensa contra patdgenos, produce lignina para proporcionar rigidez a la pared celular
protegiéndose del atague contra herbivoros y patdgenos. Algunas especies de este género son
empleados en la medicina tradicional, por ejemplo, en China es una hierba popular usada
para curar los dolores de cabeza y musculares; S. bryopteris conocida comdnmente como
Sanjeevani es utilizada en la India para curar practicamente todo inclusive revertir la muerte.
En Colombia, S. articulata se emplea para tratar las mordeduras de serpientes y neutralizar
el veneno de Bothrops atrox. Debido a estos reportes anecdéticos los investigadores se han
encargado de identificar y caracterizar los compuestos activos de los extractos de Selaginella,
entre los que se encuentran los uncinosidos Ay B, y los biflavonoides los cuales son potentes
antivirales contra el virus sincicial respiratorio (RSV), S. moellendorffii presenta el
compuesto biflovanoide ginkgetina que se encarga de inhibir selectivamente el desarrollo de
células cancerigenas al inducir la apoptosis. S. tamariscina inhiben la induccién del &cido
nitrico y prostaglandinas implicadas en la patogénesis de algunos canceres (Banks, 2009).
Durante las ultimas décadas han tenido gran relevancia cinco especies del género Selaginella
(S. tamariscina, S. sartorii, S. bryopteris, S. notohybrida y S. lepidophylla) que han sido
objeto de estudio debido a su capacidad evolutiva para tolerar la desecacion durante periodos
prolongados, asi como para evaluar los efectos de la rehidratacién en la dindmica de las
enzimas, la sintesis de proteinas y los solutos presentes durante la desecacion. Se ha sugerido
que dicha tolerancia se debe a la compleja estructura celular que mantiene la integridad del
material contenido en la célula (Adams et al., 1990; Banks 2009; VVanBuren et al., 2018).

4.1 Selaginella lepidophylla
4.1.1 Generalidades de la planta

Selaginella lepidophylla conocida cominmente como “planta de resurreccion”, “doradilla”,
“flor de roca”, “siempre viva” o “rosa de Jeric6”, es una licofita perteneciente al género
Selaginella (Tabla 1). Fue la primera planta vascular reportada en la literatura cientifica con
la capacidad de sobrevivir a la pérdida de hasta el 95% del contenido de agua y de la pérdida
de humedad del 0 — 50% durante largos periodos, posteriormente se reportaron otras plantas
de resurreccion (Adams et al., 1990; Iturriaga et al., 2000; Brighigna et al., 2002; Vazquez-
Ramirez et al., 2005; Banks, 2009; Vargas et al., 2009; VanBuren et al., 2018). Esta especie
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se encuentra filogenéticamente en los primeros linajes divergentes de las plantas vasculares,
ademas de presentar similitudes morfoldgicas ancestrales (VanBuren et al., 2018).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la doradilla.

Reino Plantae

Division  Tracheophyta

Clase Lycophyta

Orden Selaginelales

Familia  Selaginellaceae

Género Selaginella

Especie  Selaginella lepidophylla
Su distribucion en Meéxico abarca los estados de Baja California Norte, Baja California Sur,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Jalisco, México, Morelos, Nayarit, Nuevo
Ledn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Zacatecas
(Iturriaga et al., 2000; Brighigna et al., 2002; VVazquez-Ramirez et al., 2005; Banks, 2009;
Vargas et al., 2009). Son consideradas especies xerofitas debido a la capacidad para
sobrevivir largos periodos de sequia (Adams et al., 1990). La apariencia de las plantas en
estado deshidratado (Figura 3A), las micréfilas se curvan formando una esfera de color
marron de un tamafio de 6 — 10 cm de diametro, una vez que la planta vuelve a ser hidratada
se expanden las microfilas formando una roseta y vira a un color verde para reanudar el
crecimiento normal (Figura 3B). No presenta flores, ni tallos y su desarrollo radicular es
simple, su patrén de ramificacion de brotes y raices depende del meristemo apical, el cual se
va bifurcando para dar dos nuevos apices y cada bifurcacion forma una “Y”. La disposicion
de las micrdfilas y la simetria de rodaje se clasifican como aniséfila o iséfila. Su reproduccion
es por medio de esporas conservado la generacion del gametofito independiente del agua,
son plantas del tipo homoclorofilicas debido a que retienen su clorofila durante la desecacion.
Sus requerimientos son sumamente basicos con suelos drenados, poca agua y exposicion
constante al sol (Iturriaga et al., 2000; Brighigna et al., 2002; Vazquez-Ramirez et al., 2005;
Banks, 2009; Vargas et al., 2009). Es una planta empleada en la medicina tradicional por
medio de infusiones para el tratamiento de calculos biliares, dolor de rifién, infecciones en el
tracto urinario y diuréticos (Vazquez-Ramirez et al., 2005).

Figura 3. Imagen representativa de Selaginella lepidophylla. A) Aspecto deshidratado. B) Aspecto
hidratado (Foto: Maria Guadalupe Castillo Texta).



4.1.2 GenoOmicay transcriptomica

Recientemente VanBuren y colaboradores (2018) reportaron la secuencia completa del
genoma de S. lepidophylla con un tamafio estimado de 109 Mb, identificando 27, 204 genes
de un conjunto haploide deducido de 89 Mb. En ausencia de duplicacién de genomas
completos los nuevos rasgos y adaptaciones surgen a traves de duplicaciones locales o
segmentos de genes. Reportan que los cambios en la expresion génica durante la desecacion
(77% de los genes; 21, 062) tienen expresion detectable en las microfilas lo que implica una
fuerte proteccion. EIl analisis de expresion génica a nivel del RNAm en estado hidratado y
deshidratado generd 38 categorias agrupadas en tres patrones, 1) alta expresion en tejidos
desecados seguidos de una disminucion en la rehidratacion (generalmente son duplicaciones
de genes en tandem asociados a la proteccion celular y acumulacion de osmoprotectores), 2)
aumento en la expresién durante la hidratacion asociados con la reparacién del DNA,
respuesta oxidativa y estrés hidrico, y 3) expresion constante en ambas etapas. La duplicacion
de genes ayuda a la innovacion evolutiva y las duplicaciones de genes en tandem ayuda para
la evolucion adaptativa en entornos dindmicos. El cruce desigual de haplotipos y las
duplicaciones genéticas mediadas por los LTR ayudan en la generacion de nuevos genes para
facilitar la evolucion adaptativa. Por lo tanto, el contenido de genes especificos de haplotipos
puede complementar la diversidad perdida en ausencia de duplicacién del genoma completo.
Las ELIP protegen al aparato fotosintético contra el dafio fotooxidativo y otros tipos de estrés
abidtico. S. lepidophylla presenta 23 ELIP expresadas durante la desecacion y asociadas a
genes relacionados a proteinas HSP, enzimas reparadoras de DNA, oleosinas y LEAs, siendo
mayor que en plantas terrestres. Las proteinas LEA funcionan en la estabilidad de la
membrana, proteccion macromolecular con roles en el desarrollo de las semillas, respuesta
al estrés abidtico y tolerancia a la desecacion. S. lepidophylla presenta una mayor cantidad
de proteinas LEA en comparacion de S. moellendorffii (65 y 36, respectivamente) que se
encuentran altamente expresadas durante la desecacidn, rehidratacion e hidratacion con
cambios significativos en la expresion lo que sugiere que estén asociados a mecanismos de
proteccion constitutivos similares a los osmoprotectores (VanBuren et al., 2018).

5. Microorganismos enddéfitos

La palabra enddéfito proviene del griego endon, que significa dentro y phyte, que significa
planta. Este término se refiere a aquellos microorganismos que colonizan espacios
intracelulares y vasculares de los tejidos vegetales, no tienen un efecto perjudicial pero si
algun beneficio en la planta. Esta definicion diferencia entre los endéfitos patdgenos y los
simbioticos (Zinniel et al., 2002; Ramirez, 2010). Los enddéfitos pueden ingresar
principalmente a través de la raiz, por las partes aéreas como flores, tallos, hojas y
cotiledones. Especificamente, las bacterias ingresan por la radicula, estomas o por alguna
herida de la planta. Las bacterias enddfitas son encontradas incluso en semillas y pueden
colonizar a las plantas. Una vez dentro se localizan en el punto de entrada o se extienden, su
distribucion en la planta es mayor en raices, disminuyendo en tallos y hojas. Las variaciones
en las poblaciones enddfiticas nativas e introducidas dependeran de la fuente de nutricion,



edad de la planta, tipo de tejido y el muestreo (Zinniel et al., 2002; Rives et al., 2007;
Ramirez, 2010; Moreno et al., 2018). Las plantas son excelentes habitats microbianos,
principalmente las raices (rizosfera) debido a que desarrollan un ambiente himedo poco
variable con disponibilidad abundante de nutrientes. Los exudados radicales (mucigel)
formados por azucares, &cidos organicos y aminodcidos constituyen el 40% de los
fotosintatos de la planta, propiciando un medio selectivo para las poblaciones microbianas
heterdtrofas que estableceran interacciones con la planta de tipo benéficas, perjudiciales y
neutrales (Loredo-Osti et al., 2004; Ahman et al., 2006; Rives et al., 2007; Ramirez, 2010).
Anteriormente las bacterias enddfitas eran consideradas patdgenos latentes, pero actualmente
se ha demostrado que pueden tener dos efectos fundamentales. El primero efecto es el
incremento en la capacidad para absorber nutrientes debido al crecimiento y desarrollo de las
raices por medio de la produccion de fitohormonas, solubilizacion de fosfatos, asimilacion
de nutrientes, remocién de contaminantes y fijacion de nitrégeno. El segundo efecto es la
contribucion como control biolédgico a través de la produccion de agentes antifingicos o
antibacteriales, sideréforos o de inmunidad (Ahman et al., 2006; Ramirez, 2010; Moreno et
al., 2018). La rizésfera es un ambiente dinamico en donde existe un gran conjunto de
interacciones entre el suelo, raices y microorganismos que conllevan a la estabilidad y
rendimiento de la planta de esta manera la relacion planta — microorganismo puede contribuir
a un desarrollo biotecnolégico (Pedraza et al., 2010). Por ende, presenta una gran diversidad
bacteriana ocasionando una alta competencia por los recursos y en consecuencia la limitacion
del mismo. Lo que sugiere que las bacterias endodfitas pueden tener algunas ventajas
competitivas sobre otras bacterias rizosféricas, ya que la disponibilidad de los nutrientes es
mayor dentro de la planta y el nimero de endofitos es menor, ademas de presentar mayor
proteccidn a las condiciones adversas del entorno (Rives et al., 2007; Ramirez, 2010).

5.1 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Los fertilizantes quimicos son empleados como sustituyentes de nutrientes para las plantas
debido a la escasez en el suelo (Majeed et al., 2015; Sanchez-Cruz et al., 2019). Sin embargo,
los costos, la disponibilidad y los impactos ambientales negativos son fuertes limitantes para
su empleo. Una estrategia ideal es el empleo de microorganismos que satisfagan las
necesidades de la misma manera que los biofertilizantes. Kloepper, 1993 define a estos
microorganismos como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) o actualmente
Ilamadas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés)
(Majeed et al., 2015; Islam et al., 2016; Moreno et al., 2018; Sanchez-Cruz et al., 2019). Las
BPCV son un grupo heterogéneo de bacterias de vida libre que se encuentran en el suelo
capaces de sobrevivir y colonizar la rizosfera de la planta para potencializar el crecimiento,
desarrollo y rendimiento (Loredo-Osti et al., 2004; Ahman et al., 2006; Rives et al., 2007;
Abbasi et al., 2011; Luna et al., 2013; Majeed et al., 2015). Presentan mecanismos para la
promocion del crecimiento vegetal (PCV) directo o indirecto. Los mecanismos de accion con
efecto directo implican la interaccidn planta — microorganismo como la sintesis de sustancias
estimulantes del crecimiento (fitohormonas) como el acido indolacético (AlA), citoquininas
(CK) y giberelinas (GA). La asimilacion y absorcidn de nutrientes incluyen la capacidad para
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producir o cambiar la concentracion de reguladores de crecimiento y la fijacion biologica de
nitrdgeno (FBN). Solubilizan fosfatos inorgénicos, minerales y otros nutrientes. Son
antagonistas de fitopatdgenos debido a la produccion de sideréforos, compuestos
antifungicos y antibacterianos (Loredo-Osti et al., 2004; Ahman et al., 2006; Rives et al.,
2007; Ramirez, 2010; Abbasi et al., 2011; Esquivel-Cote et al., 2013; Luna et al., 2013;
Majeed et al., 2015; Islam et al., 2016; Moreno et al., 2018). Los efectos indirectos son en
relacion al control bioldgico, implicando la interaccion del microorganismo de interés con
un fitopatégeno para disminuir o prevenir los efectos perjudiciales por medio de la
competencia de nicho ecoldgico o sustrato, sintesis de compuestos quimicos como
inhibidores de sider6foros, sustancias antimicrobianas, enzimas liticas, detoxificadoras, asi
como la resistencia sistémica inducida (RSI). Esta Gltima induce la resistencia de tejidos
sistémicos al ataque por fitopatdgenos mediante la emision de compuestos orgéanicos
volatiles (JA, SA, ET) que participan en la proteccion de las plantas (Figura 4) (Ahman et
al., 2006; Rives et al., 2007; Abbasi et al., 2011; Esquivel-Cote et al., 2013; Luna et al.,
2013; Islam et al., 2016; Moreno et al., 2018; Kaushal, 2019). De manera indirecta las BPCV
promueven el crecimiento de las plantas al afectar la fijacion simbiotica del N2, la nodulacién
0 la ocupacién de nédulos (Ahman et al., 2006; Rives et al., 2007).
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Figura 4. Esquema representativo de la modulacion de diversos procesos bioquimicos y fisiol6gicos
de plantas asociados a microorganismos endofitos para contener contra el estres por sequia (Tomado
y modificado de Kaushal, 2019).

5.2 Produccién de fitohormonas

Una hormona vegetal o fitohormona es una sustancia que regula un sinfin de procesos
asociados al crecimiento y desarrollo de las plantas. Puede actuar a diferentes niveles (celular
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y tisular), son productos de cascadas de sefializacion debido a su funcion como mensajero
quimico pueden interactuar de manera individual o en conjunto para amplificar la respuesta
del estimulo (Rives et al., 2007; Escaso et al., 2010; Ramirez, 2010). Las BPCV promueven
la sintesis de cinco fitohormonas fundamentales las auxinas (AUX), giberelinas (GA),
citoquininas (CK), etileno (ET) y &cido abscisico (ABA) (Figura 5). La fitoestimulacion se
lleva a partir de la manipulacion de la compleja red de sefializacion de las hormonas, de
compuestos con accion en el crecimiento o estimulacion de la formacion de raices (Loredo-
Osti et al., 2004; Rives et al., 2007; Moreno et al., 2018). Las primeras fitohormonas
descubiertas fueron las AUX encargadas de la division, crecimiento y diferenciacion celular.
Regulan la elongacion del tallo, dominancia apical (inhibicion del crecimiento de las yemas
laterales frente a la yema apical), organizacion de las hojas (filotaxia), iniciacion de la raiz,
desarrollo del meristemo, flores, frutos y los tropismos (fototropismo y gravitropismo). Su
mejor representante es el acido indolacético (AlA), la biosintesis se asocia con tejidos en
division, especialmente los meristemos apicales del vastago y las hojas jovenes, aunque
practicamente todos los tejidos producen ciertos niveles. Existen multiples rutas de sintesis
y degradacién de AlA, siendo precursores el triptofano e indol-3-glicerol fosfato procedente
del acido corismico, lo que hace practicamente imposible que la planta carezca de esta
hormona. Se almacena de forma conjugada con compuestos de alto y bajo peso molecular,
algo relevante para su funcién en la semilla y los érganos de reserva teniendo un papel en el
control de los niveles de AUX libres (Rives et al., 2007; Escaso et al., 2010; Ramirez, 2010).
Las GA fueron el segundo grupo de hormonas en caracterizarse, la mayoria son precursores
o0 productos de degradacion de las que si presentan actividad. Su accion es sobre la elongacion
del tallo, la germinacién, el desarrollo de las anteras, flores y frutos, crecimiento del tubo
polinico. La sintesis depende del desarrollo y el entorno, se producen de la ruta de sintesis de
terpenoides que se utilizan como monémeros para construir el anillo final. El proceso final
se realiza en tres etapas y en compartimentos celulares diferentes (plastos, reticulo
endoplasmico y citosol), siendo fuertemente regulado por procesos de retroalimentacion
positiva y negativa (Rives et al., 2007; Escaso et al., 2010; Ramirez, 2010). Las CK se
descubrieron al buscar factores relacionados con la division de células vegetales. Tienen
diversos efectos a nivel fisiol6gico participa en procesos como la senescencia, movilizacion
de nutrientes, dominancia apical, formacion y actividad de los meristemos apicales del tallo,
desarrollo de la flor, ruptura de la dormicién de las yemas o la germinacion. Ademas, parece
que intervienen en distintos aspectos del desarrollo regulados por la luz como la
diferenciacion de cloroplastos, desarrollo del metabolismo autétrofo o la expansion de la hoja
y el cotileddn. El papel central de las CK y AUX es la influencia en la divisién celular y
reparacion de heridas, por ello son las Unicas hormonas imprescindibles. Entre los principales
lugares de sintesis se encuentran los meristemos apicales de la raiz donde se distribuyen a
través del xilema hacia el tallo. En la regulacion de su sintesis participa la AUX controlando
la expresion de ciertos genes de enzimas que participan en la ruta de sintesis de CK, pero
también hay otras formas de control como la conjugacion con distintos compuestos o la
degradacion en las células del tejido diana (Rives et al., 2007; Escaso et al., 2010; Ramirez,
2010). El ET es una hormona de naturaleza gaseosa sintetizada en toda la planta, pero su
concentracion depende de la etapa de desarrollo y tejido vegetal. Se encuentra principalmente
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durante la germinacion, crecimiento (expansion y diferenciacion celular), maduracion del
fruto, abscisién de la hoja y senescencia de la flor. Cualquier herida puede inducir su
biosintesis, al igual que la inundacion, enfermedad o sequia. Este compuesto es sintetizado a
partir del aminodcido llamado metionina por medio de una ruta ciclica, posteriormente se
libera de los tejidos vegetales en donde fue sintetizado para difundirse a través de los espacios
intercelulares y la zona externa del tejido (Rives et al., 2007; Escaso et al., 2010; Ramirez,
2010). El crecimiento y desarrollo de las plantas vendré controlado por diversos reguladores
positivos y negativos. Un ejemplo de ello es la latencia de yemas y semillas, la planta tiene
la capacidad de evaluar si se presentan las condiciones favorables para su desarrollo, esto se
debe a un compuesto denominado ABA. ABA es el encargado de la regulacion del
crecimiento, maduracion de semillas, dormicion y apertura de estomas, especialmente en
situaciones de estrés y en algunos casos participa en la senescencia. La sintesis de ABA se
produce solamente en los tejidos vegetales que presentan cloroplastos o amiloplastos y su
contenido es altamente variable dependiendo del tejido y la etapa del desarrollo, su
distribucion a través de los tejidos vasculares (xilema y floema) presentandose en mayor
contenido en la savia floematica (Rives et al., 2007; Escaso et al., 2010; Ramirez, 2010).
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Figura 5. Diagrama de activacion e inhibicion de las principales funciones de las fitohormonas. A)
Auxinas; B) Giberelinas; C) Citoquininas; D) Etileno (Tomado de Alda, 2011; Hernandez, 2018).

5.3 Géneros microbianos de interés agricola

En la actualidad se ha buscado identificar puntos especificos para el manejo de los cultivos
para aumentar el rendimiento y disminuir el empleo de agroquimicos, ademas de considerar
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el alto costo en los insumos agricolas cuyos efectos en el ambiente son perjudiciales debido
al uso excesivo e inadecuado, lo que ha generado una disminucion en la fertilidad del suelo
y su contaminacion. Uno de los principales objetivos es cesar los dafios perjudiciales
mediante el empleo de microorganismos promotores del crecimiento vegetal que formen
asociaciones simbidticas entre las plantas que conlleven a beneficios mutuos (Pedraza et al.,
2010; Hassan, 2017). Para ello, se plantea el estudio de la diversidad genética y bioquimica
de los microorganismos, asi como la caracterizacion de BPCV con relacion a los pardmetros
de la fijacion bioldgica de nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, aporte de nutrientes,
produccion de fitohormonas y de sustancias capaces de captar hierro (sideréforos). Sin
embargo, estas caracteristicas dependeran del tipo de planta y suelo (Pedraza et al., 2010;
Lunaetal., 2013; Hassan, 2017). La rizosfera es un punto estratégico para los cultivos debido
a la concentracion de la actividad metabdlica dada entre el intercambio de nutrientes de la
atmosfera y el suelo, en donde la diversidad microbiana juega un papel importante debido a
su participacion en la captacion de nutrientes y mineralizacion de materia organica. El
funcionamiento 6ptimo del suelo no solo depende de su composicion quimica, sino también
de la amplia diversidad microbiana lo cual ayuda a sustentar la productividad vegetal y
animal, mantiene y mejora la calidad del agua, el aire, el ciclo de nutrientes y contribuye en
la sanidad humana (Pedraza et al., 2010; Luna et al., 2013). La presencia de un sinfin de
microorganismos no forzosamente indica que participen en la dinamica benéfica de la planta,
ya que depende del estado fisioldgico, la actividad enzimatica, la concentracion y la
disponibilidad de los recursos. Por ejemplo, la FBN depende exhaustivamente de
microorganismos como rizobacterias simbioticas (Rhizobium spp.) u otras de vida libre
(Azotobacter spp. y Azospirillum spp.) que han sido ampliamente estudiadas debido a la
capacidad de reducir el nitrégeno atmosférico que se encuentra de forma ilimitada para poder
ser asimilada por otros organismos del suelo y las plantas. Dicha capacidad representa un
alto costo energético, pero resulta en una gran ventaja competitiva, especialmente cuando se
encuentran en suelos escasos de compuestos oxidados o reducidos de nitrégeno (Pedraza et
al., 2010; Luna et al., 2013). Diversos géneros poseen la capacidad de PCV destacandose
Beijerinckia,  Derxia, = Pseudomonas,  Alcaligens, Klebsiella,  Enterobacter,
Rhodopseudomonas,  Azospirillum,  Azotobacter,  Burkholderia,  Herbaspirillum
Arthrobacter, Agrobacterium, Rhizobium, Bacillus y Serratia (Loredo-Osti et al., 2004;
Ahman et al., 2006; Rives et al., 2007; Moreno et al., 2018). En la Tabla 2 se muestran
algunos representantes de BPCV utilizadas para el mejoramiento de los cultivos agricolas.

Tabla 2. Bacterias endéfitas promotoras del crecimiento vegetal (BPCV).

Bacteria Cultivo Actividad Referencia
Pseudomonas spp.  Diferentes Mayor capacidad competitiva de nutrientes, Dowling y
cultivos. produccion de antibioticos, sider6foros y O'Gara, 1994;
RSI. Solubilizacién de fosfatos por su Ferraris y

capacidad de producir acidos organicos Couretot, 2004;
(&cido oxalico, fumarico y citrico) y Moreno et al.,

enzimas fosfatasas. Biocontrol. 2018.
Azotobacter Algodén, Producto comercial: biofertilizante. Monibac®;
chrococcum. gramineas, Moreno et al.,
hortalizas. 2018.
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Azospirillum. Maiz, trigo, Producto comercial: biofertilizante. Masterfix

soja, cafiade Biocontrol. Fitohormonas. graminea;
azlcar. Moreno et al.,
2018.

Rhizobium spp. Lactuca Aumento de crecimiento debido a la Pefla y Reyes

sativa L. produccion de AIA (desarrollo radicular o 2007; Moreno et

(Lechuga).  vegetativo y produccion de frutos). al., 2018.
Bacillus spp., B. Capsicum Aumento de la germinacion, peso, tamafioy Datta et al,,
subtilis, B. annum L. frutos debido a la producciéon de AIA y 2011; Lunaetal.,
megaterium, B. (Chile), solubilizacion de fosfatos. Los 4&cidos 2013; Sanchez et
amyloliquefaciens, tomate vy orgénicos incrementan la disponibilidad de al., 2016;
B. cereus. pimiento, micronutrientes  (Fe) estimulando la Hassan, 2017;

Pennisetum  produccion de sideroforos (biocontrol). Moreno et al.,
clandestium, Actividad enzimatica (amilasa, celulasa, 2018.

Teucrium pectinasa, proteasas), ACC deaminasa lo
polium, cual reduce la sintesis de ET y por lo tanto
maiz. genera tolerancia a sequia, salinidad,

presencia de metales pesados y anegacion.

6. Interaccion planta — microorganismo

La interaccién planta — bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) puede ser un
tanto inestable, la variabilidad de rendimiento estara sujeta a diversos factores ambientales
(clima, caracteristicas del suelo, composicion o actividad microbiana nativa del suelo) que
afectaran el crecimiento y su efecto en la planta. Por ello, es fundamental conocer los efectos
en las plantas y si se ven alterados por los factores ambientales, asi como la presencia de
otros microorganismos (Loredo-Osti et al., 2004; Ahman et al., 2006). La asociacion de las
plantas con bacterias endofitas puede ser de tipo mutualista, simbiotico o perjudicial. En las
ultimas décadas han sido de interés debido a las asociaciones con una gran cantidad de plantas
alas que les provee beneficios y por ello pueden ser empleadas como agentes bioestimulantes
(Ramirez, 2010).

7. Trehalosa

Los organismos poseen la capacidad para contender a los cambios ambientales tales como la
sequia, la salinidad y las temperaturas extremas. Esta capacidad puede estar sujeta a cambios
metabolicos para tener una actividad enzimatica y estabilidad de la membrana 6ptimas, o por
medio de la adaptacion drastica que lleva a desarrollar vias de biosintesis de solutos
compatibles como los compuestos osmoticos, crioprotectores o termoprotectores encargados
de reemplazar a las moléculas de agua para preservar la integridad estructural y funcional de
las membranas y proteinas. Algunos de los compuestos sintetizados son los polioles o
alcoholes de azlcar (manitol y sorbitol), aminoacidos (prolina y acido glutamico), sales de
amonio cuaternario (glicina betaina) y disacaridos (sacarosa y trehalosa) (Adams et al., 1990;
Avonce et al., 2006; Vargas et al., 2009; Secks et al., 2009). El proceso de desecacion es
comun en las estructuras reproductivas de plantas como en los granos de polen, las esporas
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y las semillas. Sin embargo, encontrar plantas completamente deshidratadas no es muy
comuUn a menos que presenten la capacidad de sobrevivir a la deshidratacion, para ello deben
proteger las estructuras celulares y llevar a cabo el proceso de reparacion celular durante la
hidratacion (Figueroa-Soto et al., 2004). La trehalosa (a, a-trehalosa o a-D-glucopiranosil-
1, 1-a-D-glucopirandsido) es un disacérido no reductor constituido por dos unidades de
glucosa unidas por un enlace a, a-1,1-glicosidico, debido a la conexion de los dos extremos
reductores de los residuos de glucosa se anula su poder reductor (Figura 6). A pesar de que
se presentan tres posibles anémeros de trehalosa (o, p -1,1-; B, B -1,1- y a, o -1,1) solo la
forma a, a-trehalosa se ha aislado y sintetizado en organismos vivos (Muller et al., 1995;
Elbein et al., 2003; Figueroa-Soto et al., 2004; Escobedo et al., 2004; Mascorro-Gallardo et
al., 2005; Avonce et al., 2006; Pampurova et al., 2014; Suarez et al., 2015).

H H
0 0
H./ \H
HO OH 0" HO OH
H H
H H
HO HO H H OH OH

Figura 6. Estructura quimica de la o, a-trehalosa (Tomado de Elbein et al., 2003).

El nombre de trehalosa se otorg6 por el quimico Marcellin P.E. Berthelot, que al estudiar las
larvas del escarabajo Larinus maculata Gyllenhal, cuyo nombre comun es “trehala” encontrd
a dicho azlcar (Mascorro-Gallardo et al., 2005; Suérez et al., 2015). Se creia que solo los
organismos extremofilos y criptobioticos lo presentaban, pero su presencia estd ampliamente
distribuida en los diversos dominios como en hongos y levaduras durante la esporulacion,
cuerpos fructiferos y células vegetativas (Avonce et al., 2006). En liquenes y algas, pero en
concentraciones mas bajas en comparacion a las levaduras. En bacterias como micobacterias
y corinebacterias forma parte de la pared celular. En el reino animal fue descubierta en la
hemolinfa de insectos, larvas y pupas. En insectos adultos se emplea en las actividades que
requieren energia como el vuelo, lo que indica su papel como fuente de energia. En
organismos anhidrobidticos donde pierden del 85 — 95% del contenido de agua ayuda a
sobrevivir en los periodos de desecacion o condiciones extremas, para posteriormente
recuperarse sin dafio colateral (anhidrobiosis o criptobiosis). Se presenta en plantas de
resurreccion (S. lepidophylla, Sporobolus atrovirens y Myrothammus flabellifolius) en donde
ayuda ante el estrés por sequia, se creia que en plantas superiores no se presentaba la sintesis
y acumulacién de trehalosa pero gracias a la secuenciacion de genomas se ha comprobado
que la mayoria de las plantas presentan los genes de sintesis de trehalosa, lo que sugiere su
participacion en los procesos de crecimiento, desarrollo, sefializacion y en respuesta al estrés
(Muller et al., 1995; Iturriaga et al., 2000; Elbein et al., 2003; Avonce et al., 2006; Vargas et
al., 2009; Pampurova et al., 2014; Suérez et al., 2015). Los niveles de trehalosa dependen de
la edad de la celula, etapa de crecimiento, estado nutricional y condiciones ambientales
(Elbein et al., 2003; Suérez et al., 2015). Adams y colaboradores en 1990, realizaron estudios
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comparativos entre plantas hidratadas y desecadas de S. lepidophylla para evaluar el
contenido de azucares libres, en donde determinaron un mayor contenido de trehalosa en
comparacion a la sacarosa. Dichos resultados confirmaron el trabajo de White y Towers
(1967) quienes sugirieron que la disminucion en la estequiometria en la concentracion de
sacarosa después de la rehidratacion y crecimiento puede ser fuente de carbono o energia
para la sintesis de trehalosa antes de la competencia fotosintética. Otra posible explicacion
es que la trehalosa se fosforile durante la desecacion. Se ha demostrado a lo largo de las
décadas que la acumulacion de este disacarido ayuda a tolerar la desecacion, ademas
constituye el 90% de los carbohidratos solubles en S. lepidophylla siendo el organismo con
mayor contenido de trehalosa. La cual es resistente a la crioconservacion, vacio extremo,
100°C vy altas dosis de radiacion ionizante (Adams et al., 1990; Iturriaga et al., 2000).

7.1 Propiedades fisicoquimicas de la trehalosa

Su amplia distribucion en los diversos dominios indica el papel tan importante que presenta
a trehalosa como fuente energética y/o de carbono, transporte, estructural, estabilizador y
protector de proteinas y membranas, regulador del crecimiento y desarrollo, asi como de
sefializacion (Muller et al., 1995; Elbein et al., 2003; Avonce et al., 2006; Pampurova et al.,
2014; Suarez et al., 2015). Las propiedades fisicoquimicas de la trehalosa explican porque
es ampliamente utilizada en aplicaciones biotecnoldgicas inclusive sustituyendo a la
sacarosa, sirve como aditivo de alimentos, cosméticos, estabilizador y preservador de
moléculas complejas, de células, tejidos u 6rganos, osmoprotector, criopreservador y también
puede ser empleado como marcador de seleccion en la generacion de plantas transgénicas.
Presenta la capacidad de preservar la estructura y funcion de las enzimas, asi como de la
integridad de las membranas celulares bajo condiciones de estrés por sequia, salinidad,
radiacion, frio, calor y oxidacion (Suérez et al., 2015). Las dos tensiones principales que se
proponen para desestabilizar las bicapas lipidicas durante la deshidratacion son la fusién y
las transiciones de la fase lipidica. Los estudios por dispersion laser demuestran que la
trehalosa y otros azucares inhiben la fusion entre las vesiculas durante la deshidratacion, pero
la inhibicion de la fusién sola no es suficiente para preservar las vesiculas secas. El efecto
estabilizador de la trehalosa se debe a su estructura y estereoquimica, los estudios de
difracciéon de rayos X, muestran que la trehalosa reemplaza a la molécula del agua para
formar una envoltura protectora alrededor de la proteina deshidratada y de este modo protege
su estructura tridimensional y su actividad. Se sugiere que la trehalosa interactia
directamente con la proteina mediante enlaces de puentes de hidrégeno entre sus grupos
hidroxilos (OH) y residuos polares en la proteina (Figura 7A), la trehalosa por lo tanto es
necesaria para prevenir las transiciones de fases. La evidencia sugiere que la trehalosa
deprime la temperatura de transicion de fase de los lipidos deshidratados, lo que los mantiene
en la fase cristalina liquida en ausencia de agua. Esto se debe a que encaja bien entre los
grupos de cabeza polar de la membrana en donde mantiene multiples sitios de interaccién
favoreciendo la permanencia del estado fluido de los lipidos para evitar la fusion, separacion
de fases y la ruptura de la membrana (Figura 7B). No esta claro por qué esta interaccion da
como resultado la estabilizacién pero el hecho de que la trehalosa sea un azicar no reductor
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significa que no puede sufrir la tipica reaccion de apareamiento entre el grupo aldehido en
los azUcares reductores y los grupos amino en las proteinas. La reaccion de apareamiento
generalmente conduce a la desnaturalizacion de las proteinas y se ve favorecida con el
aumento de la temperatura (Elbein et al., 2003; Figueroa-Soto et al., 2004; Mascorro-
Gallardo et al., 2005; Pampurova et al., 2014; Suarez et al., 2015).

o

Hidratada

M A

Q Protcina & Agua QO Trehalosa

Alto contenido de trehalosa

AN\ Fosfolipidos QO Trehalosa

Figura 7. Modelo de osmoproteccién de la trehalosa. A) Modelo de proteccién de las proteinas
durante la desecacién. B) Modelo de proteccion de las membranas celulares durante la desecacién
(Tomada de Suérez et al., 2015).

7.2 Rutas de biosintesis y degradacién de la trehalosa

La o, a-trehalosa se puede sintetizar quimicamente utilizando la reaccion de adicion de 6xido
de ET entre 2, 3, 4, 5-tetra-O-acetil-D-glucosa y 3, 4, 6-tri-O-acetil-1, 2-Anhidro-D-glucosa.
La reaccién antes descrita también puede dar lugar a la formaciéon de otro anémero de
trehalosa (B-trehalosa o neotrehalosa), el cual no ha sido aislado de ningin organismo vivo,
aungue se identificd en un extracto de Aspergillus oryzae. El tercer anémero de trehalosa
denominado B, B-trehalosa o isotrehalosa tampoco se ha aislado de ningln organismo vivo,
pero se encontrd en los hidrolizados de almidon (Elbein et al., 2003). En 1982, fue
descubierta la degradacion de trehalosa por Luis F. Leloir y colaboradores en Saccharomyces
cerevisiae, quien reporto que a partir de una forma inactiva (zimogeno) de trehalasa (a, o-
trehalose-1-C-glucohidrolasa; EC 3.2.1.28) que se activa por fosforilacion dependiente de
AMP ciclico. Esta enzima al ser activada se localiza en el citoplasma, pero se identific una
segunda actividad de trehalasa en las vacuolas con actividad constitutiva. Al analizarlas se
determind que la enzima citoplasmica tenia un pH Optimo de 7, denominandose trehalasa
neutra. Mientras que la vacuolar tenia un pH de 4.5 y se le denomind trehalasa acida. Ambas
demostraron que catalizaban la hidrolisis de la trehalosa y era inactiva para otros sustratos
como celobiosa, maltosa, lactosa, sacarosa. La trehalasa &cida vacuolar ademas de la
diferencia del pH mostré una baja Km (4mM vs 35mM de la trehalasa neutra citosélica), su
eliminacion en el genoma conduce a la incapacidad de crecer en trehalosa como fuente de
carbono. Se sugiere que la trehalasa se traslada de su sitio de sintesis en el reticulo
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endoplasmico/aparato de Golgi al espacio periplasmico, uniéndose a la trehalosa exdgena
para internalizarla y escindirla en las vacuolas para producir glucosa libre (Muller et al.,
1995; Elbein et al., 2003; Mascorro-Gallardo et al., 2005; Suérez et al., 2015). La hidrolisis
de trehalosa parece ser un proceso esencial para las funciones de varios organismos por ello
se han identificado al menos cinco vias de biosintesis de trehalosa (Figura 8). La primera via
de biosintesis fue descubierta hace mas de 50 afios y es la mas estudiada, se encuentra
ampliamente distribuida en bacterias, arqueas, hongos, insectos y plantas. Esta via involucra
dos actividades enzimaticas catalizadas por la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS; OtsA
en E. coli; E.C. 2. 4. 1. 15) y trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP; OtsB en E. coli; E.C. 3. 1.
3. 12). La TPS cataliza la transferencia del UDP-glucosa (funge como donante glucosidico;
pudiendo emplearse ADP, GDP y CDP) a glucosa-6-fosfato (G6P) formando la trehalosa-6-
fosfato (T6P) y UDP. Posteriormente la TPP desfosforila a T6P formando trehalosa y fosfato
inorganico (Pi) (Figura 8A) (Muller et al., 1995; Elbein et al., 2003; Figueroa-Soto et al.,
2004; Escobedo et al., 2004; Mascorro-Gallardo et al., 2005; Avonce et al., 2006). La enzima
TPP es especifica para la T6P por lo que no tiene actividad con otros esteres de fosfato (G6P,
glucosa-1-fosfato, fructosa-6-fosfato, gliceraldehido-3-fosfato) (Elbein et al., 2003). En la
segunda via descrita, la enzima trehalosa sintasa (TreS), registrada por primera vez en
Pimelobacter sp. se encarga de realizar la isomerizacion o reordenamiento intramolecular del
enlace lo-4a de la maltosa a un enlace 1a-1a formando la trehalosa (Figura 8B) (Elbein et
al., 2003; Mascorro-Gallardo et al., 2005; Avonce et al., 2006; Suérez et al., 2015). La tercera
via reportada para arqueas termdfilas del género Sulfolobus, involucra la conversion de
maltodextrinas (maltooligosacaridos, glucdgeno y almidon) en trehalosa, por medio de dos
reacciones enzimaticas catalizadas por la enzima malto-oligosil-trehalosa sintasa (codificada
por el gen treY; 720 amino&cidos) que promueve la transglicosilacién del Gltimo resto de
glucosa en el extremo reducido de las maltodextrinas desde un enlace al-o4 a al-al
formando malto-oligosil trehalosa que presenta un resto de trehalosa al final del polimero.
Posteriormente, la enzima malto-oligosil-trehalosa hidrolasa (codificada por el gen treZ; 556
aminoacidos) cataliza la hidrolisis de la trehalosa (Figura 8C) (Elbein et al., 2003; Mascorro-
Gallardo et al., 2005; Avonce et al., 2006; Suarez et al., 2015). Se presentan tres genes en
esta via treX, treY y treZ, TreY y TreZ catalizan las reacciones descritas. Mientras que TreX
es una proteina de 713 aminoacidos que codifica una actividad de desramificacion del
glucégeno, elemental para producir maltodextrinas (Elbein et al., 2003). La cuarta via se
reporta en hongos, se presenta cierta incertidumbre debido a que la enzima trehalosa
fosforilasa (TreP) en la sintesis y degradacion de trehalosa solo se ha demostrado in vitro. La
TreP cataliza la hidrolisis reversible de la trehalosa en presencia de Pi. La transferencia de
una molécula de glucosa a un fosfato genera glucosa-1-fosfato (G1P) y libera el resto de la
glucosa (Elbein et al., 2003; Avonce et al., 2006). La reaccidn es reversible, por lo que las
células podrian dependiendo de la concentracion de reactivos y productos sintetizar trehalosa
a partir de G1P y glucosa libre (Figura 8D) (Elbein et al., 2003). Se identificd una via en el
arquea hipertermdfila Termococcus litoralis, implica a la enzima trehalosa glicosiltransferasa
sintasa (TreT) que cataliza la formacién reversible de trehalosa a partir de ADP-glucosa
(UDP y GDP-glucosa; menos eficientes) y glucosa. La TreT transfiere el resto de glucosa del
ADP-glucosa y lo une a la posicién 1 de otra molécula de glucosa para formar la trehalosa.
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La trehalosa se degrada por la trehalasa (TreH) en dos moléculas de glucosa (Figura 8E y
8F) (Avonce et al., 2006). Ademas de la tolerancia a sequia e incremento en la acumulacion
de trehalosa, aumenta la capacidad fotosintética y la produccion de biomasa, lo cual sugiere
gue mejora ademas la tolerancia ante salinidad, estrés hidrico y frio (Escobedo et al., 2004).

A) Via TPS/TPP  Bacterias, arqueas, hongos, insectos y plantas

UDP-Glucosa + Glucosa-6-Fosfato = Trehalosa-6-Fosfato + UDP = Trehalosa + Pi

Trehalosa-6-Fosfato sintasa Trehalosa-6-Fosfato fosfatasa
(TPS) (TPP)

B) ViaTS Bacterias
Maltosa = Trehalosa

Trehalosa sintasa
(TS)

C) Via TreY/TreZ Arqueas y bacterias

Malto-oligosacaridos = Malto-oligosil-trehalosa = Trehalosa + Glucosa
(Maltosa, almidon, glucogeno)

Malto-oligosil-trehalosa sintasa Malto-oligosil-trehalosa hidrolasa
(TreY) (TreZ)

D) Via TreP  Protistas, bacterias y hongos

Glucosa-1-Fosfato + Glucosa = Trehalosa + Fosfato inorganico (Pi)
é

Trehalosa fosforilasa
(TreP)

E) Via TreT Arqueas y bacterias

ADP-Glucosa + Glucosa = Trehalosa + ADP
&«

Trehalosa glicosiltransferasa sintasa
(TreT)

F) Via TreH Eucariontes y procariontes

Trehalosa = D-Glucosa + D-Glucosa

Trehalasa
(TreH)

Figura 8. Rutas de biosintesis y degradacion de trehalosa en los organismos. Rutas de biosintesis A)
Via TPS/TPP, B) Via TS, C) Via TreY/TreZ, D) Via TreP y E) Via TreT; F) Ruta de degradacion de
trehalosa, Via TreH (Tomada y modificada de Avonce et al., 2006).

7.3 Trehalosa en la interaccion con Selaginella lepidophylla

En plantas se propone que la sacarosa realiza las funciones que podria llevar a cabo la
trehalosa a pesar de no presentar la acumulacién de trehalosa poseen la enzima trehalasa, la

20



cual se encarga de hidrolizar a la trehalosa. Por lo que se cree que una planta con la capacidad
de acumular trehalosa podré tener un mejor rendimiento bajo condiciones de estrés (Muller
et al., 1995). Desde hace varios afios se sabe que en las interacciones simbiéticas y/o
patogénicas se ven favorecida o estan mediadas por la trehalosa, como en el caso de la
colonizacion por el hongo patdégeno Plasmodiophorea brassicae o en hongos simbidticos
como las micorrizas. La trehalasa puede ser modificada ante la presencia de trehalosa
procedente de microorganismos simbiontes. La mayoria de las plantas superiores sintetizan
bajos niveles de trehalosa, por lo cual las asociaciones con microrganismos proporcionaran
trehalosa exdgena aumentando los niveles en el contenido (Muller et al., 1995; Mascorro-
Gallardo et al., 2005; Suérez et al., 2015). En 1913, se detecto trehalosa en S. lepidophylla
por la técnica de cromatografia de gases en cantidades de hasta el 10% del peso seco, mientras
que en platas rehidratadas se encontré un contenido del 1% del peso fresco. A la par se
determiné el contenido de sacarosa mostrando la misma relacion, siendo la trehalosa un
azlcar elemental. Se detectaron bajas concentraciones de trehalosa en plantas que pudiesen
estar relacionadas con la interaccion de insectos y/o microorganismos (Muller et al., 1995).
S. lepidophylla es una planta tolerante a la desecacion que puede perder del 80 al 95% de su
agua protoplasmatica durante un periodo de sequia y revivir cuando el agua vuelve a estar
disponible. Se argumenta que S. lepidophylla puede sobrevivir a los ciclos de deshidratacién
— hidratacion — deshidratacion debido a la acumulacion de trehalosa que interactda con los
grupos OH de las proteinas y las cabezas polares de los lipidos de las membranas propiciando
el reemplazamiento de agua por trehalosa y de este modo protegen las membranas celulares.
Durante los ciclos de deshidratacion e hidratacion, la micréfila de S. lepidophylla se curvan
y se desenrollan. Los andlisis ultraestructurales y bioquimicos del comportamiento de las
microfilas durante el desenrollado en la rehidratacion mostraron que la integridad enzimatica
celular y basal de las microfilas desecadas se conserva. El contenido de trehalosa supera los
de sacarosa y glucosa. Debido al contenido muy bajo de trehalosa en la mayoria de las plantas
vasculares, se pensaba que habian perdido la capacidad de producir esta molécula y que fue
reemplazada por sacarosa. Sin embargo, la mayoria o todas las plantas vasculares intolerantes
a la desecacion como Arabidopsis thaliana y Oryza sativa albergan grandes familias de genes
para la biosintesis de trehalosa en sus genomas. Una hipétesis que puede soportar niveles
altos de trehalosa es debido a que el dominio N-terminal puede ser inhibido por una
proteina/metabolito o eliminado por una proteasa especifica, lo que resulta en una alta
actividad enzimatica. A partir de una biblioteca de cDNA de S. lepidophylla realizado en un
vector de expresion de levadura se lograron identificar varios genes que codifican para TPS,
los cuales mostraron una mayor homologia con TPS de origen fungico que con TPS de
plantas (Brighigna et al., 2002; Figueroa-Soto et al., 2004; Pampurova et al., 2014).
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8. Justificacion

Las plantas constantemente enfrentan diversos factores ambientales como el ataque de
patdgenos, falta de agua, concentracion de sales en el suelo y temperaturas extremas, 10s
cuales le propician dificultades en el crecimiento, desarrollo y productividad. Por lo que las
plantas han desarrollado estrategias para contender ante estas condiciones adversas, por
medio de cambios morfologicos, fisiologicos, metabdlicos y genéticos coordinados por una
amplia red de sefializacion. Una respuesta comun entre los organismos al estrés causado por
la sequia, salinidad y temperaturas extremas es la acumulacion de azucares y otros
compuestos compatibles que serviran como osmoprotectores. La trehalosa, es un disacarido
no reductor conformado por dos moléculas de glucosa unidas por un enlace a, a-1,1-
glicosidico, presenta funciones como fuente de energia, estructural, de transporte, regulador
del crecimiento y sefializacion, ademas de una funcidn fisioldgica importante como protector
durante el estrés abidtico en una amplia variedad de organismos como bacterias, hongos,
insectos y en plantas de resurreccion (Myrothammus flabellifolia, Sporobolus atrovirens y
Selaginella lepidophylla). Selaginella lepidophylla posee la capacidad para sobrevivir ante
la desecacion durante periodos prolongados y revivir cuando las condiciones son favorables
sin presentar dafio aparente. Dicha capacidad es atribuida a la alta acumulacion de trehalosa,
la cual es independiente del estado fisioldgico de la planta (estado hidratado y deshidratado).
En diversos trabajos de investigacion se han clonado e identificado genes que participan en
la biosintesis de trehalosa y que son altamente expresados durante la desecacion e hidratacion
en S. lepidophylla, pero en un trabajo relativamente reciente también se logré identificar
genes de origen microbiano involucrados en la sintesis de trehalosa. Estos hallazgos sugieren
que los altos niveles de trehalosa contenidos en la planta pueden deberse a la sintesis de
trehalosa proporcionada por microorganismos endofitos. Ademas, de que estos
microorganismos son necesarios también para el crecimiento normal de la planta, ya que
presentan mecanismos de asimilacion de diversos minerales y nutrientes importantes para el
adecuado desarrollo de la misma.

En el presente trabajo pretendemos aislar y caracterizar los endosimbiontes de S.
lepidophylla, particularmente bacterias enddfitas provenientes de su ambiente natural y
colectadas en dos diferentes épocas del afio (lluvias y estiaje), esto nos permitira determinar
el papel de la microbiota endéfita asociada a la planta de resurreccion en los estados naturales
de hidratacion y deshidratacion, su caracterizacion bioquimica y fisioldgica para tratar de
entender el papel o aporte fisioldégico y molecular a la planta, asi como determinar los niveles
de trehalosa producidos por los microorganismos endofitos.

9. Hipotesis

El aislamiento y caracterizacion de las bacterias endofitas asociadas a Selaginella
lepidophylla y la evaluacion de los parametros promotores de crecimiento vegetal nos
permitird entender su papel en el proceso de tolerancia a la desecacion.
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10. Objetivos

10.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar las bacterias endofitas de la planta de resurreccion Selaginella

lepidophylla.

10.2 Objetivos particulares
1. Aislar y caracterizar a las bacterias enddfitas de Selaginella lepidophylla en estado

hidratado y deshidratado.

2. Evaluar los parametros de promocion del crecimiento vegetal en los aislados

obtenidos.

3. Cuantificar los niveles de trehalosa en las bacterias endofitas.

11. Metodologia

111 Estrategia experimental

Para el cumplimiento de los objetivos del presente proyecto se llevo a cabo la estrategia
experimental mostrada en la Figura 9.

Colecta del material biologico

Aislamiento de bacterias endofit

as de la planta de S. lepidophylla

h

Analisis de las bacterias endofitas

h 4

Y

Caracterizacion fenotipica

Caracterizacion fisiologica

h 4

r

Analisis molecular

= Forma

= FElevacion
= Marge

= Tamaiio

Produccion de ATA
Solubilizacion de fosfatos
Fijacién biologica del nitréogeno
Cuantificacion de trehalosa

= Extraccion de DNA
= Analisis por ERIC-PCR

= Tonalidad
= Color
= Tiempo de crecimiento

Figura 9. Estrategia experimental.
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11.2 Colecta del material bioldgico

Se utilizaron cinco ejemplares de la planta S. lepidophylla para este proyecto. Las plantas se
colectaron en el poblado de San Andrés de la Cal en el municipio de Tepoztlan, Morelos
(18°57°22'E, 99°06°50""N, 1495 m.s.n.m.) durante las épocas de lluvias (julio, 2018) y
estiaje (marzo, 2019) (estado hidratado y deshidratado, respectivamente). El sitio de estudio
presenta un clima templado con diferentes tipos de vegetacion como el bosque de pino, de
oyamel, de encino, bosque meséfilo de montafa, matorral crasicaule y selva baja caducifolia.
Durante la colecta y hasta el procesamiento se tratd de que el tiempo no fuera mayor a 2h.

11.3 Aislamiento de bacterias endofitas de la planta de Selaginella lepidophylla

El procesamiento de las muestras se realizé en el Laboratorio de Fisiologia Molecular de
Plantas del Centro de Investigacion en Biotecnologia. Para eliminar el exceso de suelo se
enjuagaron con abundante agua corriente. Se pesé por separado un gramo de micrdfila y
rizoforo. Los tejidos vegetales se colocaron en frascos estériles en donde se desinfectaron,
para el tejido vegetal en estado hidratado se emple6 cloro comercial al 10% (cloralex 1L al
6.15% de hipoclorito de sodio) y tritdn X-100 al 0.05% durante 10 min. Para el tejido vegetal
en estado deshidratado se emple6 cloro comercial al 20% vy triton X-100 al 0.1% durante 20
min, toda la desinfeccion se realiz6 en la campana de flujo laminar. Para eliminar el
desinfectante, se enjuagd cada muestra con abundante agua destilada estéril y se eliminé el
exceso de humedad en una pieza de papel filtro estéril (Zinniel et al., 2002; Rives et al., 2007;
Torreblanca, 2017). Para el aislamiento de las bacterias enddfitas, se homogeneiz6 un gramo
de tejido de rizéforo y micréfila con ayuda de un mortero estéril adicionando 9 ml de sulfato
de magnesio (MgSO4) 10mM. Posteriormente, se realizaron diluciones seriales, tomando el
extracto inicial o stock como 10y se plated hasta la dilucion 103, Se sembraron 100 pl de
cada dilucion de los extractos obtenidos tanto del riz6foro como de la micréfila por separado
en los cuatro medios de cultivo; medio agar nutritivo (AN; 5 g/L peptona de caseina, 3 g/L
extracto de carne, 8 g/L cloruro de sodio, 15 g/L agar), medio Luria Bertani (LB; 10 g/L
peptona de caseina, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L cloruro de sodio, 15 g/L agar), medio
peptona extracto de levadura (PY; 5 g/L peptona caseina, 3 g/L extracto de levadura, 10 mL
de cloruro de calcio 0.7M, 15 g/L agar), medio agar papa dextrosa (PDA; 39 g/L). Para el
control de desinfeccion se tomd las impresiones de los tejidos antes del macerado, los cultivos
se incubaron a 30°C hasta la aparicién de colonias (Torreblanca, 2017).

114 Cuantificacion de la produccion de acido indolacético (AlA)

La deteccion y cuantificacion de los compuestos ind6licos particularmente AlA se lleva a
cabo por ensayos inmunoguimicos y por métodos colorimétricos (Rives et al., 2007; Flores,
2017). En este experimento se empled un método colorimétrico, para lo cual previamente
crecimos los aislados bacterianos en sus respectivos medios de cultivos solidos (AN, LB, PY
y PDA) durante 48h a 30°C, despues se inocularon en medios de cultivo liquidos durante 24h
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en agitacion durante la noche (O/N, overnigth) a 30°C. Se centrifugd el medio de cultivo a
14, 000 rpm durante 5 min, posteriormente se lavaron las células con 1 ml de MgSO4 10mM
y se centrifug6 durante 3 min. Finalmente, se resuspendié en un 1 ml de MgSOa4y se mezclo6
en vortex. Se determind la ODesoonm, para ello se coloco en la celda 980 pl de MgSQO4+ 20 pl
de las células, empleando como blanco 1 ml de MgSOs. Posteriormente se ajusté el indculo
a una ODeoonm de 0.1 en el medio de cultivo liquido Jain & Patriquin (JP) con y sin triptéfano
(Trp) durante 24 y 48h (Jain and Patriquin, 1984; Sanchez-Cruz et al., 2019). El medio de
cultivo contiene (g/L): acido succinico, 2.5; Fructosa, 2.5; KoHPOs, 6.0; KH2PO4, 4.0;
NH4Cl, 1.0; MgSO0s4, 0.20, NaCl, 0.10; CaClz, 0.02; FeCls, 0.01; NaMoOs, 0.002, KOH, 2.10
y Trp, 0.5, se ajust6 a un pH de 6.0 a 6.2. El reactivo de Salkowski (RS) contiene 61.4 ml
agua; 38.61 ml H2SOg4; 1.2 g FeCls (Jain and Patriquin, 1984). Una vez transcurrido el tiempo
se tomaron 500 ul del cultivo se centrifugd y se mezclo con 500 ul del RS, para ser incubado
durante 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad, se determiné la ODsaonm (Glickmann
& Dessaux, 1995). El desarrollo del color rosa indica la produccion de AIA debido a la
oxidacion de los compuestos inddlicos por las sales férricas. La cuantificacion de la
produccion de AlA se determiné con la curva patron del RS con diferentes concentraciones
(1,5, 10, 20 y 40 pg/ml) de AIA comercial (Ahmad et al., 2006; Islam et al., 2016).

115 Determinacién de la solubilizacion de fosfatos

Para determinar la capacidad de las bacterias endofitas para solubilizar fosfatos, previamente
se crecieron los aislados bacterianos en sus medios de cultivo sélidos y posteriormente en
medios de cultivo liquidos durante 24h en agitacion O/N a 30°C. Se centrifugé el medio de
cultivo a 14, 000 rpm durante 5 min, posteriormente se lavaron las células con 1 ml de MgSO4
10mM vy se centrifugd durante 3 min. Finalmente, se resuspendié en un 1 ml de MgSQOay se
mezcld con vortex 20s. Se determind la ODgoonm, Se colocaron en la celda 980 pl de MgSO4
+ 20 pl de las células, empleando como blanco 1 ml de MgSQas. Posteriormente se ajusto el
inéculo a una ODeoonm de 0.2 en 10 pl en el medio de cultivo sélido Pikovskaya's (PK). El
medio de cultivo contiene (g/L): extracto de levadura, 0.5; dextrosa, 10.0; Caz(POa)2, 5.0;
(NH4)2S04, 0.5; MgS04-7H20, 0.1; KCI, 0.2; MnSQOg4; 0.0001; FeSO4, 0.0001 y Agar, 15.0,
se ajustd a un pH 7.2. Se incub6 a 30°C durante 7 dias, monitoreandolos al dia 1, 2,6y 7, en
este ultimo se realiz6 la medicién del halo indicativo de la solubilizacion de fosfatos (Ahmad
et al., 2006; Goreti et al., 2014; Torreblanca, 2017). Para la determinacion numérica se
empleo la siguiente ecuacion, expresando el resultado en milimetros (mm):

Halo de la bacteria + Halo de la solubilizacion de fosfatos / Halo de la bacteria

11.6 Determinacion de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN)

Para la determinacion de la capacidad de FBN se empled el medio de cultivo semisélido NFb,
el cual es libre de nitrogeno y proporciona una gama de entornos desde aerdbicos hasta
anaeradbicos, permitiendo que el indculo crezca de acuerdo a sus caracteristicas. Este medio
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originalmente se desarroll6 para Azospirillum, posteriormente se modifico la fuente de
carbono, pH, concentracion osmotica, vitaminas, sales, aminoécidos para otros géneros
(Balbani et al., 2014). Previamente se cultivaron los aislados bacterianos en sus medios de
cultivo solidos respectivos durante 48h a 30°C. Posteriormente se in6culo una asada hasta el
fondo del tubo con el medio NFb. ElI medio de cultivo contiene (g/L): acido malico, 5.0;
K2HPOg4, 0.5; MgS04.7H20, 0.2; NaCl, 0.1; CaCl,. 2H20, 0.02. Solucion de micronutrientes
(CuS04.5H20, 0.04; ZnS04.7H20, 0.12; H3BO3, 1.4; NazM004.2H20, 1.0; MnSOa. H20,
1.175), 2 ml. Azul de bromotimol (5 g/L en KOH 0.2 N), 1.6 ml; FeEDTA (solucion 16.4
gL™), 4 ml. Solucién vitaminica (biotina, 10 mg; piridoxal-HCI, 20 mg), 1 ml. KOH, 4.5.
Ajustar el pH a 6.5. Agar de 1.6 a 1.8 g para el medio semisolido. Se monitoreo por 10 dias
observando el halo de crecimiento (pelicula bacteriana), asi como su altura y el cambio de
color del medio que viraba de azul a amarillo debido al cambio de pH. La altura del halo de
crecimiento es relevante debido a que la nitrogenasa al ser sensible al oxigeno necesita tener
condiciones un tanto anaerobias para su adecuado funcionamiento (Balbani et al., 2014).

11.7 Cuantificacién de los niveles de trehalosa

Para la extraccion de trehalosa de las bacterias endofitas, se crecieron los aislados bacterianos
en sus medios de cultivo sélidos y liquidos. Se centrifugd el medio de cultivo a 14, 000 rpm
durante 5 min, posteriormente se eliminé el medio de cultivo y se lavaron las células con 1
ml de MgSO4 10mM vy se centrifugd durante 3 min. Finalmente, se resuspendio en un 1 ml
de MgSOa4y se mezcl6 con vortex 20s. Se determind la ODsoonm, Se coloco en la celda 980 ul
de MgSOs + 20 ul de las células, empleando como blanco 1 ml de MgSQa. Posteriormente
se ajusto el indculo a una OD6oonm de 0.1 en el medio de cultivo liquido minimo adicionado
con 100 mM de NaCl durante 24h. EI medio minimo contiene (g/L): &cido succinico, 2.5;
Fructosa, 2.5; KoHPO4, 6.0; KH2PO4, 4.0; NH4ClI, 1.0; MgSOs, 0.20; NaCl, 0.10; CaCly,
0.02; FeCls, 0.01; NaMo0Og, 0.002; KOH, 2.10 y NaCl, 20 ml. Se ajustd a un pH de 6.0 a 6.2.
Transcurrido las 24h, se centrifugd el cultivo en tubos eppendorf de 1.5 ml, se decantd y se
guardd a -20°C. Las células fueron resuspendidas en 1ml de etanol absoluto al 85% (con agua
grado HPLC vy etanol absoluto) e incubadas a 85°C durante 15 min para la lisis celular.
Posteriormente, se centrifugd a 14, 000 rpm durante 5 min para transferir el sobrenadante
(aqui van los azlcares) a un tubo de 1.5 ml para ser incubado a 85°C con tapa abierta hasta
la evaporacion del alcohol. Para la cuantificacion del contenido de trehalosa se llevd a cabo
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas inglés), empleando
una columna SUPELCOSIL LC-NH2 (SIGMA-ALDRICH) y como fase mavil acetonitrilo
—agua 75::25 (v/v) a un flujo de 1 ml/min. Se realiz6 una curva patrén (1.25, 0.625, 0.325 y
0.156 pg/ml) empleando trehalosa (Sigma Chemical Co.) (Nova, 2009; Garcia et al., 2017).
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11.8 Analisis molecular para la clasificacion por patrones de ERIC-PCR
11.8.1 Extraccion de DNA de las bacterias endofitas

Los aislados bacterianos se crecieron en sus medios de cultivo sélidos durante 24 a 72h,
posteriormente se indculo en 5 ml de medio de cultivo liquido durante toda la noche en
agitacion a una temperatura de 30°C. Se tomo 100 pl de la suspension en tubos eppendorf de
1.5 ml y se centrifugd a 13, 000 rpm durante 5 min. Se adiciond 1 pl de lisozima en cada
tubo, se agito e incubd a 37°C durante 15 min. Posteriormente se afiadio 60 pl de la solucion
de lisis y se resuspendio, para incubarse a 80°C durante 5 min, después se afiadié 0.2 pl de
RNAsa se mezcl6 por inversion y se incub6 a 37°C durante 15 a 60 min. Transcurrido el
tiempo, se agregd 20 ul de la solucion de precipitacion de proteinas, agitdndose por 20s, se
centrifugo a 16, 000 rpm durante 3 min y se incubo en hielo durante 5 min. Despues se agrego
30 pl de PCI (Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico) agitandose vigorosamente durante 3
min, se transfirid a un tubo nuevo en donde se agregé 60 ul de isopropanol al 100%, se
mezcld por inversion, se centrifugo y se decantd el sobrenadante. Se afiadio 60 ul de etanol
frio al 70% vy se agit6 durante 1 min, se decant6 y se dejé secar el pellet durante 10 min.
Posteriormente se agreg6 10 ul de la solucién de hidratacion (Tris 10mM, EDTA 1mM pH
8.0; TE) para dejarse incubar a 65°C por 1h. Finalmente se cuantifico el DNA en un
NanoDrop 2000 y se visualizé su integridad en un gel de agarosa al 1%.

11.8.2 Analisis de secuencias consenso intergénicas repetitivas enterobacterianas
(ERIC-PCR)

Una de las técnicas moleculares mas empleadas en los Gltimos afios es la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) cuyo proposito es la identificacion, tipificacion bacteriana o
monitoreo de cambios en la poblacién microbiana (diversidad genética). Una de las
variedades del PCR es el Rep-PCR, el cual se encarga de la amplificacion de elementos
repetitivos. Esta técnica permite el estudio de los genomas bacterianos completos mediante
el analisis de patrones cepa especificos obtenidos durante la amplificacién y visualizados por
electroforesis en gel de agarosa expuesto a luz UV. El Rep-PCR comprende dos tipos de
elementos repetitivos, las secuencias palindrémicas extragénicas repetitivas (REP) y las
secuencias consenso intergénicas enterobacterianas (ERIC). EI ERIC-PCR se basa en la
tipificacion para el estudio de la relacion clonal de diversas bacterias Gram negativas y
positivas, debido a la presencia de DNA intergénico repetido a lo largo del genoma
bacteriano. Las secuencias ERIC comprende elementos de 126 — 127 pb que se encuentran
restringidos a regiones transcritas del genoma ya sea en regiones intergénicas de operones
policistronicos o en regiones no traducidas “rio arriba” o “rio abajo” de los marcos de lectura
abierta (ORF). Ademas, estas secuencias constituyen una clase de elementos de DNA
repetitivos con repeticion invertida central altamente conservada en el genoma bacteriano.
La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador bajo las siguiente condiciones
desnaturalizacion inicial de 1 ciclo a 94°C por 3 min; 35 ciclos con desnaturalizacion a 94°C
por 1 min, alineamiento a 46°C por 90s y elongacion a 72°C por 2 min; y un paso final de
extension de 72°C por 8 min. Los productos se visualizaron en geles de agarosa al 1.2%. Se
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emplearon los oligonucleotidos para ERIC-PCR mostrados en la Tabla 3. La reaccién de
PCR contuvo: agua inyectable 7.6 pl, Taq buffer KCI 1.5 ul (10X), dNTPs 1.2 pl (2mM),
MgCl> 0.9 ul (25mM), Taq polimerasa 1 pl (1U/ul), DNA 1 pl (50 ng/ul), ERIC-1R 0.9
(10 pmol/ul), ERIC-2 0.9 pl (10 pmol/ul); volumen total 15 ul (Versalovic et al., 1991;
Garcia et al., 2005; Wilson et al., 2006; Talavera et al., 2011; Herndndez-Cortez et al., 2012;
Souza et al., 2015; Liotti et al., 2018). Las bacterias endéfitas fueron agrupadas de acuerdo
con sus caracteristicas morfoldgicas, posteriormente por los diversos patrones cepa
especificos durante el ERIC-PCR, agrupandose de acuerdo con los tamafios obtenidos por
medio del sistema digital de imagen del fotodocumentador UV Multiple DOC-IT.

Tabla 3. Oligonucleétidos para el analisis de ERIC-PCR.
ERIC-1R 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3° 22pb
ERIC-2 5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3" 22 pb

11.9 Analisis estadisticos

Se realiz6 un andlisis de varianza completamente al azar (ANOVA) para cada experimento,
este andlisis permite evaluar y concluir estadisticamente que las diferencias que presentan las
medias de los experimentos son debido al tratamiento y no al azar o errores experimentales.
Ademas, debido a que este analisis no sefiala cual de las medias es la més afectada se realizd
una prueba poshoc para comparar las medias con una prueba de rangos multiples de Tukey
para corroborar cual es la media que es diferente en comparacion a las demas. Consideramos
tres datos fundamentales, el valor de F (FCalculada) la cual se obtiene de dividir el cuadrado
de la media del modelo entre el cuadrado de la media del error. El valor de Pr > F el cual es
la probabilidad del valor de F del modelo, este valor indica si un valor de FCalculada es o no
significativo sobre la base de los puntos de referencia de 0.05 y 0.01 usados generalmente en
investigacion. De tal forma que si Pr > F es menor o igual que 0.05 sera una F significativa,
si Pr > F es menor o igual que 0.01 el valor de F sera altamente significativo y si Pr > F es
mayor a 0.05 sera no significativa. Por ultimo, se considero el valor de alfa (o) de 0.05. Para
los analisis estadisticos se empleo el programa SAS (Statistical Analysis Software).

Nuestra variable dependiente fueron los experimentos de la determinacién de los niveles y
consumo de AIA, asi como la solubilizacion de fosfatos. Para la determinacion de la fijacion
bioldgica de nitrdgeno se realizd de manera cualitativa, y para la determinacion de trehalosa
solo hubo una repeticion. La variable independiente fueron las bacterias enddfitas aisladas
de S. lepidophylla. Las unidades experimentales fueron los diversos medios de cultivo que
empleamos en los experimentos (Jain & Patriquin sin y con Trp, y Pikovskaya's). Las
repeticiones fueron de tres para cada aislado bacteriano para la determinacion de los niveles
y consumo de AlA, asi como la solubilizacion de fosfatos. Las réplicas solo se realizaron
para el consumo de AlA en cinco ocasiones.
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12. Resultados
12.1 Aislamiento de bacterias enddfitas de Selaginella lepidophylla

En la Tabla 4 se muestran los aislados bacterianos obtenidos en estado hidratado y
deshidratado para los tejidos vegetales (microfila y rizéforo) en los cuatro medios de cultivo.
Podemos destacar que se obtuvo una mayor cantidad de aislados bacterianos endoéfitos en el
estado hidratado con 124 (los aislados 73 y 112 se perdieron durante el crecimiento, solo se
determind hasta la produccion de AIA. Mientras que los aislados 99 y 124 se perdieron
tempranamente). El estado deshidratado se obtuvo 41 aislados bacterianos. Ademaés al
comparar la cantidad de aislados obtenidos en los diferentes medios de cultivo podemos
observar que el medio PY presentd una mayor cantidad de aislados tanto en la época de
[luvias como de estiaje. Respecto al tipo de tejido vegetal la mayor cantidad de aislados en
ambas épocas fue en la micrdfila, a excepcion del estado hidratado en el medio de cultivo
AN en donde observamos una menor cantidad de aislados en comparacion al rizoforo. Los
aislados bacterianos se individualizaron conforme aparecieron en los medios de cultivo y se
agruparon de acuerdo a su morfologia. Para la clasificacion morfologica (Tabla 5) se
considerd la forma, elevacion, margen, color (tonalidad), tamafio y el tiempo de crecimiento.

Tabla 4. Aislamientos bacterianos obtenidos de S. lepidophylla en estado hidratado y deshidratado.

Estado hidratado

Medios de cultivo AN LB PY PDA Subtotal
Microéfila (Mi) 8 14 24 17 63
Rizoforo (Ri) 20 7 22 12 61
Subtotal 28 21 46 29
Total 124
Estado deshidratado

Micrdfila (Mi) 5 7 9 4 25
Rizé6foro (Ri) 3 3 8 2 16
Subtotal 8 10 17 6
Total 41

Tabla 5. Nomenclatura para la clasificacion morfoldgica y abreviacion.

Forma Elevacion Margen Color Apariencia
Circular Ci | Convexa Co | Entero E | Amarillo A Agrupada Ag
Filamentosa F | Céncava Cc | Lobulado Lo | Beige Bg | Anillada An
Irregular | | Elevada El | Ondulado On | Blanca B Compacta Com
Puntiforme  Pn | Pulvinada Pu Tamafio Coral C Costra Cos

Plana Pl | Colonia + Durazno Dz | Cremosa Cr
mas ++ | Marfil M Definida De
pequefia  +++ | Naranja N | Densa D
Movil en MC | Negra Ng | Gelatinosa Gl
caja Rosa Rs | Grande G

Tonalidad Transparente T Lisa L
Blanquecino Bl Pequefia P
Claro Cl Redonda Rd
Fluorescente FI Rugosa R
Oscuro O Seca S
Tenue Tn Viscosa \%
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12.2 Preservacion y extraccion de DNA de las bacterias enddéfitas

Posterior a su clasificacion por caracteres morfoldgicos, se realizo el crecimiento en medios
de cultivo liquido y se prepararon los crioviales con glicerol al 20% para cada aislado
bacteriano, los crioviales fueron almacenados a -80°C. A partir del mismo cultivo se realizo
la extraccion de DNA gendmico. Se verifico su integridad por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% (Figura 10) y se determind la concentracion con ayuda de un NanoDrop 2000.
Posteriormente se utilizo para el anlisis de ERIC-PCR, la cantidad de DNA para la reaccion
fue 50 ng/ul para discernir que la intensidad de las bandas es debida a la amplificacion y no
a la cantidad de DNA. Los aislados bacterianos se agruparon de acuerdo a las caracteristicas
morfologicas para correr juntas las muestras. La amplificacion de ERIC-PCR permitio
analizar los diferentes patrones cepa especificos que se visualizaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1.2% (Figura 11; 11A estado hidratado y 11B estado deshidratado). Los
geles de agarosa se analizaron en el sistema digital de imagen del fotodocumentador UV
Multiple DOC-IT, el cual nos permitié analizar los diferentes tamafios de las bandas (Figura
12A) identificando 114 patrones de bandeo diferentes. La Figura 12B muestra la
comparacion de diversos histogramas de los patrones de bandeo para la agrupacion.

1 2.334.. 056 ~F =8 *9 *10

1) AN

)JIJl * 2 34 56 7.8 9 101R 1 8 9 10 11-12

Figura 10. Imagenes representativas del anélisis de integridad de DNA por electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Muestras de DNA de los aislados bacterianos que crecieron en 1) Agar nutritivo (AN);
2) Luria Bertani (LB); 3) Peptona extracto de levadura (PY); 4) Agar papa dextrosa (PDA).
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Figura 11. Amplificacién de las secuencias consenso intergénicas enterobacterianas (ERIC-PCR),
visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. A) ERIC-PCR de muestras en estado
hidratado: De izquierda a derecha M: marcador de peso molecular (Thermo Scientific™ GeneRuler
1 kb DNA); ERIC-PCR independientes 1) Agar nutritivo (AN); 2) Luria Bertani (LB); 3-4-5) Peptona
extracto de levadura (PY); 6-7) Agar papa dextrosa (PDA). B) ERIC-PCR de muestras en estado
deshidratado. De izquierda a derecha M: marcador de peso molecular; ERIC-PCR independientes.

Figura 12. Imagen representativa del anélisis de ERIC-PCR. A) Andlisis de los patrones de bandeo
obtenidos mediante ERIC-PCR. B) Comparacion de histogramas de los patrones para la agrupacion.

12.3 Parametros generales para la caracterizacion de las bacterias endofitas

La Tabla 6 presenta el aislamiento y caracterizacion de las bacterias endéfitas de Selaginella
lepidophylla obtenidos durante la época de lluvias (estado hidratado) y la época de estiaje
(estado deshidratado). Se muestra el nimero de aislado y su nombre, se les asigné un nombre
de acuerdo a la procedencia de la muestra: Selaginella lepidophylla (SI); el medio de cultivo
del aislamiento (AN-LB-PY-PDA); el tejido vegetal (micrdfila, Mi; riz6foro, Ri); el ejemplar
de la planta (1 0 2); la dilucion de la muestra (102, 102y 10®) y el nimero de la colonia. El
asterisco se utiliz6 para diferenciar aislamientos con el mismo nombre. Ademas, se muestra
el fenotipo y el tiempo de crecimiento de los aislados bacterianos. Los parametros generales
que se determinaron para la caracterizacion de los aislados bacterianos son el andlisis de
ERIC-PCR y otros parametros que se explican con detalle mas adelante como la produccion
de acido indolacetico (AIA) con Trp a las 24 y 48 horas, no se muestran los resultados sin
Trp debido a que no hubo produccion a excepcion del aislado 116 (SIPDARi101) a las 48h
(1.62 pg/ml). La solubilizacién de fosfatos (SP), fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) y la
cuantificacion de los niveles de trehalosa de los aislados bacterianos.
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Tabla 6. Aislamiento y caracterizacion de las bacterias endofitas de Selaginella lepidophylla.

AlA (ug/ml)
ConTrp SP FBN Trehalosa
Nombre ERIC-PCR  24h 48h  mm +/- pg/ml Fenotipo y tiempo de crecimiento
Azospirillum brasilense Cd Control 935 2698 - Positivo 2.58 ND
Pseudomonas lutea Control 2.09 0.7 ND ND ND ND
Arthrobacter chlorophenolicus Control ND ND ND ND 48.77 ND

Lista de cepas aisladas de Selaginella lepidophylla en estado hidratado.

Medio Agar Nutritivo (AN) micrdéfila

1. SIANMI1011 Patron 12 46.38 50.58 2.67 Positivo 11.82 Ci-Co-En-A CI-D; 24h
2. SIANMIi10?%1 Patrén 1 7.89 959 2.46 Positivo 4.8 Ci-Co-En-A O-P-Com-Cos; 24h
3. SIANMi2101 Patrén 9 0 9.04 - Negativo 4,03 Pn-Co-En-A CI-+P-Cr; 24h
4. SIANMIi21022 Patron 10 46.42 51.33 2.87 Positivo 21.25 Ci-Co-En-A O-De-Com; 24h
5. SIANMIi21023 Patron 4 10.16 19.29 25 Positivo 12.19 Ci-PI-En-A O-P-Com-De-Cos; 24h
6. SILANMIi10%1 Patron 105 2.77 13.15 2.31 Negativo 1.88 Ci-Co-En-Bg-P+++-Rd; 24h
7. SILANMIi1022 Patrén 106 0 0.58 2.37 Positivo 7.56 Ci-Co-En-N-P+++; 24h
8. SILANMI1013 Patron 107 0 16.02 X NC 3.38 Ci-Co-En-B-P+++; 24h
Medio Agar Nutritivo (AN) rizéforo
9. SIANRI1023.1 Patron 13 0 37.17 2.47 Negativo 4,72 Ci-Co-En-B/M-Cr-P; 72h
10. SIANRI11011 Patrén 17 3.44 249 244 Positivo 35.75 Ci-Co-En-Bg-Com-De; 24h
11. SIANRIi11012 Patron 15 1.05 44 3.29 Positivo 4.86 Ci-Co-En-M-Cr; 24h
12. SIANRIi11013 Patron 11 46,75 49.56 2.54 Positivo 25.01 Ci-Co-En-A O-Cr-R; 24h
13. SIANRI1104 Patron 8 0 0 2.73 Positivo 7.63 Ci-Co-En-N/Dz-S; 24h
14. SIANRIi11015 Patron 1 6.49 7.14 255 Positivo 6.42 Ci-Co-En-A O/N; 24h
15. SIANRIi110'6 Patron 4 0 0 2.19 Negativo 1.41 Ci-PI-En-A CI/T-L-S; 24h
16. SIANRIi11021 Patron 16 254 25.85 - Positivo 0.82 I-Pu-On-M-D-R-V; 24h
17. SIANRIi11022 Patron 14 0 0 - Negativo 1.41 Ci-Co-En-M-+P; 24h
18. SIANRIi11023 Patron 18 0 38.93 2.32 Positivo 7.32 Ci-Co-En-B/M-Ag-Com-Gl; 24h
19. SIANRI110%4 Patron 6 0 45.42 - Positivo 1.43 I1-Pu-On-B/M-Cos; 24h
20. SIANRIi110%5 Patron 6 1.33 4445 2.26 Positivo 5.95 Ci-Co-En-A/Bg-Gl-Ag; 72h
21. SIANRIi110%6 Patron 5 0 0 2.36  Positivo 7.71 Ci-Co-En-B/Bg-P; 72h
22. SIANRIi21021 Patron 2 5.33 0.3 - Positivo 18.31 I-El-Lo/On-T-MC; 72h
23. SIANRIi21022 Patron 2 5.87 0.05 - Positivo 18.73 I-El-Lo-T-MC; 72h
24. SIANRIi21023 Patron 7 0 453 351 Positivo 13.79 Ci-Co-En-A O-Cr; 72h
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25.
26.
27.
28.

29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44,
45,
46.
47.
48.
49.

50.
51.
52.
53.
54,
55.

SIANHRI3 Patrén 7 46.15 48.29 2.49 Positivo
SILANRI1021 Patrén 108 3.08 224 234 Positivo
SILANRIi1022 Patron 107 0 1.66 2.24 Negativo
SILANRi1023 Patrén 106 0 1529 X NC
Medio Luria Bertani (LB) microfila
SILBMi1022 Patron 3 6.83 553 252 Positivo
SILBMi110712 Patrén 28 1.39 5 2.2 Positivo
SILBMi11021 Patrén 26 0 3.28 2.38 Positivo
SILBMIi21022 Patr6n 24 2.57 0 2.25 Negativo
SILBMi21011 Patrén 31 0 3293 2.65 Positivo
SILBMi21022 Patrén 30 0 5.89 2.27 Positivo
SILBMIi210%6 Patr6n 29 485 0.03 - Negativo
SILBMi21021 Patrén 23 208 196 2.19 Positivo
SILBMi21022 Patrén 3 12.01 955 2.63 Positivo
SILBMi21023 Patrén 19 6.11 7.24 235 Positivo
SILBMi210%4 Patrén 27 024 881 226 Positivo
SILBMi21025 Patrén 25 0 0 2.27 Positivo
SILLBMi10%1 Patrén 111 0 1.45 2.37 Positivo
SILLBMi10%2 Patrén 111 0 3.11 2.19 Positivo
Medio Luria Bertani (LB) rizéforo
SILBRIi21021 Patrén 20 0 50.02 2.17 Positivo
SILBRIi21022 Patrén 21 4787 55.13 2.47 Positivo
SILBRIi21023 Patron 32 0 13.68 - Positivo
SILBRIi21024 Patron 22 16.43 16.07 2.17 Positivo
SILBRIi210%5 Patr6n 52 0.58 10.77 2.26 Positivo
SILLBRIi1021 Patrén 109 0 3.49 233 Positivo
SILLBRi1022 Patron 107 0 0 - Negativo
Medio Peptona Extracto de Levadura (PY) microéfila

SIPYMi1024 Patrén 56 0 3.62 - Positivo
SIPYMi1024.1 Patrén 57 0 3.04 2.33 Positivo
SIPYMiI1101 Patrén 70 0 0 247 Positivo
SIPYMIi11013 Patrén 61 4.16 0 - Positivo
SIPYMi1107'4 Patrén 57 0 0 2.22 Positivo
SIPYMIi11021 Patr6n 68 35.82 5153 242 Positivo

3.96
6.1
1.44
ND

15.52
5.22
4.29
1.48

11.32
6.04
0.67
7.86

ND
2.84
5.95
2.64
5.48
0.21

15.62
24.56
17.22
2.34
2.76
10.24
2.67

20.01
22.17
19.33
0.003
1.46
25.75

Ci-Co-En-A FI-GI; 72h
Ci-Co-En-N-P++-S-L; 24h
Ci-Co-En-Bg-Rd; 24h
Ci-Co-En-B-Rd-R-Cos-De; 24h

Ci-Co-En-N-Cr-P; 24h
Ci-Co-En-M-Cr-P; 24h
Ci-Co-En-A CI-Cos-S; 24h
Ci-Co-En-Bg-Cr-R-P; 24h
Ci-Co-En-B-GI-G; 24h
Ci-Co-En-M-+P; 24h
Ci-Co-En-Bg/M-++P-Cr; 24h
Ci-Co-En-N-Cos-G; 24h
Ci-Co-En-N-P; 24h
Ci-Co-En-C/N-GI-P; 24h
Ci-Co-En-Bg-Com-De; 24h
Ci-Co-En-C/Bg-Cr; 24h
Ci-Co-En-N-Rd-De; 24h
Ci-Co-En-Bg-P++; 24h

Ci-Co-En-N/Dz-++P; 24h
Ci-Co-En-N-Ag-Com; 24h
Ci-Co-En-B/T-Cr; 24h
Ci-Co-En-N-R-Com; 24h
Ci-Co-En-A-P; 24h
Ci-Co-En-N-Rd; 24h
Ci-Co-En-Bg-Rd-P+; 24h

Ci-Co-En-A Cl/Bg-P; 48h
Ci-Co-En-A-P; 48h
Ci-Co-En-B-Cr-L; 24/48h
Ci-Co-En-A/Bg-GI-P; 48h
Ci-Co-En-A-D; 48h
Ci-Co-En-A FI-Com; 24h
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56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.

74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.

SIPYMi11022 Patrén 67 32.04 2048 - Positivo
SIPYMi11023 Patrén 69 2841 1965 - Positivo
SIPYMIi11024 Patron 57 2235 46.25 - Positivo
SIPYMi110723 Patrén 61 13.69 5228 - Positivo
SIPYMi21011 Patrén 61 8.82 49.69 - Positivo
SIPYMi21021 Patron 43 0.77 10.47 2.25 Positivo
SIPYMi21021.1 Patrén 74 0.82 525 28 Positivo
SIPYMi21022 Patrén 72 1.39 1 - Positivo
SIPYMi21023 Patron 61 8.6 1.25 - Positivo
SIPYMi21024 Patrén 43 0 1.22 241 Positivo
SIPYMi21032 Patrén 63 31.21 37.05 2.19 Positivo
SIPYMi21032.1 Patrén 63 40.57 38.84 2.43 Positivo
SIPYMIi2103%4 Patrén 54 21.03 4942 - Positivo
SIPYMi210%5 Patrén 58 1.35 36.55 2.98 Negativo
SIPYMi210%6 Patrén 59 141 36,5 2.33 Positivo
SILPYMi1021 Patrén 107 0 0 2.31 Positivo
SILPYMi1022 Patrén 107 1.37 4.29 - Positivo
SILPYMi1023 Patrén 110 016 035 X NC
Medio Peptona Extracto de Levadura (PY) rizéforo

SIPYRi110* Patrén 71 1024 1.29 - Positivo
SIPYRIi11022 Patron 65 2.93 13.73 2.37 Positivo
SIPYRIi110721 Patron 75 0 4.09 - Positivo
SIPYRi11022 Patr6n 60 0 1.26 - Negativo
SIPYRi11023 Patron 76 0 0 - Positivo
SIPYRi110%4 Patron 53 0 0 2.37 Positivo
SIPYRi11026 Patron 51 0 1.75 - Positivo
SIPYRIi110?7 Patron 62 0 6.93 - Positivo
SIPYRi11031 Patrén 73 0 2.16 - Negativo
SIPYRi110732 Patrén 55 0 6.16 - Negativo
SIPYRIi11024 Patrén 78 0 1.45 - Positivo
SIPYRIi11035 Patr6n 66 0 1.95 - Positivo
SIPYRi110* Patrén 49 0.53 0 - Positivo
SIPYRi11022 Patrén 49 0.11 0 - Positivo
SIPYRi110%1 Patrén 49 0.28 0.28 - Positivo

7.25
ND
4.27
6.52
1.84
7.12
7.03
ND
ND
29.5

1.18
2.9
0.36
ND

2.45
ND
ND

2.01
ND

0.88

ND
0.08
0.99

ND
ND
6.12

Ci-Co-En-A BI-P-Com-V; 24h
Ci-Co-En-A CI-Com; 24h
Ci-Co-En-A CI; 48h
Ci-Co-En-A/C-P; 48h
Ci-Co-En-N-Cr; 48h
Ci-Co-En-N/A O-Gl; 24/48h
Ci-Co-En-B-Com; 24/48h
Ci-Co-En-B-P-Com; 24/48h
Ci-Co-En-T/A-P; 24/48h
Ci-Co-En-B/A O-R-P; 24/48h
Ci-Co-En-A-++P-Com; 24/48h
Ci-Co-En-A-++P-Com; 24/48h
PI-En-N-S-L-Puntos; 48h
Ci-Co-En-Ng-P-Cr; 48h
Ci-Co-En-Ng-P-R; 48h
Ci-Co-En-A-Rd-De; 24h
Ci-Co-En-A-Rd; 24h
Ci-Co-En-B-P+++; 24h

Ci-Co-En-B/M-Cr-++P-Gl; 24h
Ci-Co-En-A-R-Com; 24h
Ci-Co-En-M-R-GI-Ag; 24h
Ci-Co-En-T/B-Rd-++P; 24h
Ci-Co-En-B-Com-Cr; 24h
Ci-Co-En-A O-R-Co0s-S-P; 24h
Ci-Co-En-M-Cr-Com-Gl; 24/48h
Ci-Co-En-A/B-P; 48h
Ci-Co-En-T/B-++P; 48h
PI-En-T/N-L-S; 48h
Ci-Co-En-B/M-Com; 48h
Ci-Co-En-A/N-P; 48h
Ci-Co-En-M-P-Com; 24h
Ci-Co-En-M-Com; 24h
Ci-Co-En-M-Rd-Com; 24h
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89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.

96.
97.
98.
99

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.
112.

113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.

SIPYRi110732 Patrén 64 19.37 1457 2.18
SIPYRIi11033 Patrén 112 0 2.52 -
SIPYRIi11034 Patrén 75 6.58 0 367
SIPYRIi110735 Patron 62 0 0 2.3
SILPYRIi11021 Patron 107 033 4.09 -
SILPYRIi11022 Patrén 110 0 0.99 -
SILPYRIi11023 Patrén 110 0 0 -
Medio Agar Papa Dextrosa (PDA) microfila
SIPDAMI1021 Patrén 33 1.25 3.8 -
SIPDAMI102%1.1 Patron 34 0 3.58 -
SIPDAMIi1032 Patron 40 0 65 29
NP NP NP NP NP
SIPDAMIi110%2  Patrén 35 091 1116 -
SIPDAMIi11023  Patrén 40 3.05 783 267
SIPDAMIi110%4  Patrén 42 0.17 502 3.08
SIPDAMI110°3  Patrén 35 10.39 0 -
SIPDAMI110°%4  Patrén 77 128 9.74 258
SIPDAMIi210%1  Patron 44 0 3.73 227
SIPDAMIi210%2  Patrén 41 5.59 0 -
SIPDAMIi21023  Patron 44 248 312 235
SIPDAMIi2102%4  Patr6n 36 068 159 296
SILPDAMIi1021  Patron 113 3.28 1293 246
SILPDAMI10!1  Patrén 65 892 1843 222
SILPDAMI1031  Patr6n 110 0 0.7 223
SILPDAMI1022  Patr6n 110 0 2.18 X
Medio Agar Papa Dextrosa (PDA) riz6foro
SIPDARI1011 Patrén 45 177 377 235
SIPDARIi1012 Patron 38 29.1 3434 3.42
SIPDARI1013 Patrén 46 17.07 2449 2.32
SIPDARIi1021 Patrén 47 3.05 651 267
SIPDARI1022 Patrén 37 0 2.56 -
SIPDARI21011 Patron 114 0.97 3.07 X
SIPDARIi21021  Patron 48 046 4.22 -
SIPDARIi21022  Patron 49 0 0.32 -

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo

Negativo
Positivo
Positivo
NP
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
NC

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
NC
Positivo
Positivo

1.9

11.45
431
ND
ND
ND

31.03
24.21
ND
NP
3.25
ND

ND
0.4
ND
ND
10.11

6.6
11
0.03
ND

5.51
12.88
ND

10.18
ND
15.78
ND

Ci-Co-En-A O-P-Rd; 24h
Ci-Co-En-B-Cr-GI-P; 48h
Ci-Co-En-B-P; 24h

Ci-Co-En-A 0O-Rd-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Rd; 24h
Ci-Co-En-A; 24h

Ci-Co-En-A/N Osc caja-G-V; 24h

Ci-Co-En-Bg/M-Cr-Gl; 24h
Ci-Co-En-M-Cr-Poca; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h

NP

Ci-Co-En-A-GI-Cr-An; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com-Ag; 48h
Ci-Co-En-A/Bg-GI-G; 48h
Ci-Co-En-A-P-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-B/M-V-An; 48h
Ci-Co-En-T centro B-V-GI; 24h
Co-En-T-V-GI-Cos; 24h
I-T centro B-GI-V; 24h

I-T centro B-GI-V; 24h

Ci-Co-En-A-P-Com; 48h
Ci-Co-En-Bg-V-GI-G-MC; 48h
Ci-Co-En-A-V; 48h
Ci-Co-En-B-S-R-P-Poca; 48h
Ci-Co-En-B-V-GI-MC; 48h

No creci6

Ci-Co-En-B-Ag-Rd; 48h
Ci-Co-En-B-Ag-Rd; 48h
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121. SIPDAHRI4 Patrén 50 3.07 0  3.83 Positivo 13.51 Ci-Co-En-B-Rd; 48h
122. SIPDAHRI16 Patrén 39 17.03 36.34 - Positivo 3.87 Ci-Co-En-B-V-GlI; 48h
123. SILPDARI1021 Patrén 49 0 2.08 - Positivo ND I-GI-V; 24h
124, SILPDARIi1022 NP NP NP NP NP NP I-GI-V; 24h
Lista de cepas aisladas de Selaginella lepidophylla en estado deshidratado.
Medio Agar Nutritivo (AN) microéfila Fenotipo y tiempo de crecimiento
1. 2SIANMI1011* Patrén 88 41,77 49.16 3.39 Positivo 13.14 Ci-Co-En-A/N-P-Ag-L; 24h
2. 2SIANMi1012* Patrén 84 24.39 4363 - Positivo 0.02 Ci-Co-En-B-P-Rd; 24h
3. SSIANMI1011 Patrén 90 39.29 46.78 2.74 Positivo 18.11 Ci-Co-En-A CI-Rd-P++; 24h
4. SSIANMI1012 Patron 100 269 3.83 - Positivo 19.3 Ci/lI-Co-En-B-Cr-V-Gl; 24h
5. SSIANMI1021 Patrén 98 1.05 117 234 Positivo 6.37 Ci-Co-En-A FI-P+++-L-S; 24h
Medio Agar Nutritivo (AN) rizéforo
6. 2SIANRIi10'1 Patron 99 0 0 - Positivo ND Ci-Co-En-A CI-P+++-S-L; 48h
7. SSIANRI1011 Patron 102 0 0 - Negativo ND Ci-Co-En-B/Bg-P+++-L-S; 24h
8. SSIANRI10712 Patrén 89 0 0 - Positivo ND Ci-Co-En-B-Cos-R-D-V-Gl; 24h
Medio Luria Bertani (LB) microfila
9. 2SILBMi10t1* Patron 101  44.44 50.73 3.18 Positivo 9.3 Ci-Co-En-A-G-Rd-Com-De-El; 24h
10. 2SILBMi1012 Patron 87 25.68 40.38 - Positivo ND Ci-Co-En-B/C-Rd-Ag-P-De-El; 24h
11. 2SILBMIi1013 Patr6n 79 1425 1873 2.41 Positivo - Ci-Co-En-A-P; 24h
12. 2SILBMi10%4 Patron 86 2441 1761 - Positivo 0.07 Ci-Co-En-B-P-Ag; 24h
13. SSILBMi10711 Patron 79 18.82 3492 - Positivo 0.59 Ci-Co-En; 24/48h
14. SSILBMi1012 Patron 101 1.24 30.02 2.26 Positivo ND Ci-Co-En-A-P+++; 24h
15. SSILBMi107'3 Patron 101 30.31 38.47 242 Positivo ND Ci-Co-En-A-P-Rd-Com-R-El
Medio Luria Bertani (LB) rizéforo
16. 2SILBRi10'1* Patron 83 10.88 26.49 -  Negativo - Ci-Co-En-A FI-P+++-S-Ag; 48h
17. 2SILBRi1012* Patr6n 74 - - X NC ND Ci-Co-En-B/T-P-Rd; 48h
18. 2SILBRiv1011 Patrén 15 9.3 18.33 - Positivo ND Ci-Co-En-Bg-G-V; 24h
Medio Peptona Extracto de Levadura (PY) microfila
19. 2SIPYMi1011* Patron 74 19.14 1152 - Positivo 0.04 Ci-Co-En-B-P-Com-D; 24h
20. 2SIPYMi1012* Patrén 79 10.34 3291 - Positivo ND Ci-Co-En-B-P-Com-D; 24h
21. 2SIPYMIi10'3 Patrén 94 0 0.71 - Positivo 5.53 I-Co-En-A FI-EI-Cos-Cr-V-Gl; 24h
22. 2S5IPYMi104 Patron 92 0 0 - Positivo ND Ci-Co-En-M-P-S-L; 24h
23. 2SIPYMIi1015 Patrén 93 0 11.04 - Positivo 0.42 Ci-Co-En-A/N FI-Cr-P+++; 24h
24. 2SIPYMi10'6 Patrén 96 0 0 - Positivo ND Ci-Co-En-Rs-P+++-L-S; 24h
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25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.
39.

40.
41.

2SIPYMIi1017 Patrén 74 1192 7.14 - Positivo
SSIPYMi107'1 Patr6n 96 34.69 4788 2.96 Positivo
SSIPYMi1021 Patron 87 41.66 4758 2.33 Positivo
Medio Peptona Extracto de Levadura (PY) rizéforo
2SIPYRIi1011* Patrén 81 8.27 41 - Positivo
2SIPYRIi10712 Patron 104 25.18 4587 -  Negativo
2SIPYRIi1013 Patrén 80 2496 417 - Positivo
2SIPYRIiv107'1 Patrén 82 0 4216 - Positivo
2SIPYRIiv10712 Patr6n 85 20.89 4352 - Positivo
2SIPYRIv1013 Patrén 87 - - X NC
2SIPYRin107'1 Patron 87 - - X NC
SSIPYRIi1011 Patr6n 87 0 6.38 - Positivo
Medio Agar Papa Dextrosa (PDA) microfila
SSIPDAMI1011 Patrén 90 566 17.22 2.37 Positivo
SSIPDAMI1012 Patrén 74 - - 2.32 NC
SSIPDAMI1013 Patrén 97 0 23.03 2.36 Positivo
SSIPDAMI104 Patrén 91 33.61 4185 229 Positivo
Medio Agar Papa Dextrosa (PDA) riz6foro
2SIPDARI1011* Patr6n 95 - - 2.97 Positivo
2SIPDARIiv10'1 Patrén 103 - - X NC

ND
15.66
13.97

1.35
0.21
0.32

0.02
ND
ND

0.03

ND
ND
5.32
ND

ND
ND

Ci-Co-En-M-P-El; 24h
Ci-Co-En-A CI-Rd-De-Com; 24h
Ci-Co-En-A-Rd-Gl; 24h

Ci-Co-En-B-P-V-GI-Com-Cr-D; 24h
Ci-Co-En-M/A-G-V-GI-R; 24h
Ci-Co-En-B-G-S-R-Com-D; 24h
Ci-Co-En-B-D-R; 24h
Ci-Co-En-B-Cr-V; 24h
Ci-Co-En-B/M-GI-Cr; 24h
I-Co-En-Bg-R-G-GI-Cr; 24h
Ci-Co-En-B-P++-Com-De; 24h

Ci-Co-En-A CI-P+++-L-S; 24h
Ci-Co-En-B/T-P++-Gl; 24h
Ci-Co-En-A-P+++-Gl; 24h
I-Co-En-Bg-R-GI-V-De-An; 24h

Ci-Co-En-B-P-S-L; 48h
Ci-Co-En-B-P-S-L; 24h

Notas de las abreviaciones de la tabla: NC: No crecio, ND: No determinada, NP: No presente.
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12.4 Determinacion de la produccion de acido indolacético (AlA) de las
bacterias endofitas

La determinacion de la produccion de AlA se realizd en el medio de cultivo Jain & Patriquin
(JP) con y sin triptéfano (Trp), midiendo la densidad Optima a las 24 y 48h para determinar
la cantidad de AIA producido o consumido por los aislados bacterianos. Se emple6 como
control la cepa Azospirillum brasilense Cd y Pseudomonas lutea, esta Gltima segun lo
reportado por Torreblanca, 2017 presenta alta produccion. La Tabla 7 presenta los aislados
que no crecieron, no producen y los productores de AIA asi como su porcentaje
correspondiente. La producciéon de AIA se encuentra detalladamente en la Tabla 6, a
continuacion se ejemplifican los aislados mas representativos para ambas épocas. Los 122
aislados bacterianos inoculados en medio JP sin Trp en época de lluvias para las 24 y 48h no
tuvo ningun productor a excepcion del aislado SIPDARi10721 (116) con 1.62 pg/ml a las 48h
(0.81% del total de los aislados) y el aislado SIPDARi210%1 (118) no crecid. Para los 41
aislados en época de estiaje a las 24 y 48h ninguno fue productor y 6 aislados no crecieron
(2SILBRIi1012*, 17s; 2SIPYRIiv1013, 33s; 2SIPYRin10'1, 34s; SSIPDAMI107!2, 37s;
2SIPDARIi1011*, 40s; y 2SIPDARIiv10711, 41s). De los 122 aislados bacterianos inoculados
en medio JP con Trp en época de lluvias a las 24h, 71 aislados producen AIA (58.19% del
total de los aislados). EI mayor productor fue SILBRi210722 (44) con 47.87 ug/ml y el menor
productor fue SIPYRi11022 (87) con 0.11 pg/ml. A las 48h, aumento el nimero de aislados
productores a 101 (82.78% del total de los aislados). EI mayor productor nuevamente es el
aislado 44 con 55.13 pg/ml y el menor productor fue SILBMi21076 (35) con 0.037 ug/ml.
Para los 41 aislados bacterianos en época de estiaje a las 24h, 25 aislados son productores de
AIA (60.97% del total de aislados). EI mayor productor fue 2SILBMi1011* (9s) con 44.44
ug/ml y el menor productor fue SSIANMI10721 (5s) con 1.05 pg/ml. A las 48h, aumento el
namero de productores de AIA a 30 (73.17% del total de los aislados). EI mayor productor
nuevamente es el aislado 9s con 50.73 pg/ml y el menor productor fue 2SIPYMi1013 (21s)
con 0.71 pg/ml. Al igual que en el medio JP sin Trp nuevamente 6 aislados no crecieron.

Tabla 7. Aislados bacterianos relacionados con la produccion de acido indolacético (AlA).

Epoca Jain & Patriquin  Tiempo No crecieron No producen Producen Porcentaje

Lluvias 24h 1 121 0 0%
Sin triptofano 48h 1 120 1 0.81%
Estiaje 24h 6 35 0 0%
48h 6 35 0 0%
Lluvias 24h 0 51 71 58.19%
Con triptéfano 48h 0 21 101 82.78%
Estiaje 24h 6 10 25 60.97%
48h 6 5 30 73.17%

Los aislados bacterianos se clasificaron de acuerdo a sus niveles de produccién de AIA
(Tabla 8) como bajas productoras (1.0 a 10.9 pg/ml), medianas productoras (11.0 a 20.9
png/ml) y altas productoras (21.0 a 30.9 pg/ml) (Ortega-Acosta et al., 2017). Los aislados
inoculados en medio JP sin Trp a las 24h no genero6 ningun productor, mientras que a las 48h
en época de lluvias solo un aislado presentd baja produccion. Los aislados bacterianos de la
época de lluvias en el medio JP con Trp fueron bajas productoras con 69.01% (0.11 a 8.92
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pg/ml) para las 24h y 62.37% (0.03 a 10.77 pg/ml) para las 48h. De acuerdo a los analisis
estadisticos se presentaron diferencias significativas obteniendo un valor de F=134.24 y F=
101.25 para las 24 y 48h respectivamente (Figura 13). Las medianas productoras con 12.67%
(10.16 2 19.37 pg/ml) para las 24h y 12.87% (11.16 a 20.48 pg/ml) para las 48h. De acuerdo
a los analisis estadisticos se presentaron diferencias significativas obteniendo un valor de F=
216.58 y F= 68.21 para las 24 y 48h respectivamente (Figura 14). Y las altas productoras
con 18.30% (21.03 a 47.87 pg/ml) para las 24h y 24.75% (22.4 a 55.13 pg/ml) para las 48h.
De acuerdo a los anélisis estadisticos se presentaron diferencias significativas obteniendo un
valor de F=928.53 y F= 743.69 para las 24 y 48h respectivamente (Figura 15).

Los aislados bacterianos de la época de estiaje inoculados en medio JP con Trp a las 24h
fueron bajas productoras con 32% (1.05 a 10.88 pg/ml) para las 24h y 13.33% (0.71 a 7.14
pg/ml) para las 48h. De acuerdo a los analisis estadisticos se presentaron diferencias
significativas obteniendo un valor de F=846.92 y F=83.27 para las 24 y 48h respectivamente
(Figura 16). Las medianas productoras con 20% (11.92 a 20.89 pg/ml) para las 24h 'y 23.33%
(11.04 a 18.73 pg/ml) para las 48h. De acuerdo a los anélisis estadisticos se presentaron
diferencias significativas obteniendo un valor de F= 262.4 y F= 235.02 para las 24 y 48h
respectivamente (Figura 17). Y las altas productoras con 48% (24.39 a 44.44 ug/ml) para
las 24h y 63.33% (23.03 a 50.73 pg/ml) para las 48h. De acuerdo a los analisis estadisticos
se presentaron diferencias significativas obteniendo un valor de F=586.38 y F= 703 para las
24 y 48h respectivamente (Figura 18). Se aprecia que en la época de lluvias se tiene un
mayor nimero de aislados con baja produccion y un menor nimero de aislados con alta
produccion de AlA. Mientras que en época de estiaje es lo contrario, es decir se presenta un
menor namero de aislados con baja produccién de AIA y un mayor nimero de aislados con
alta produccion de AlA. Este comportamiento se debe al sesgo por la diferencia en la cantidad
de aislados bacterianos. Sin embargo, en proporciones de altas productores se encuentran
muy similar en ambas épocas.

Tabla 8. Frecuencia de los aislados bacterianos de acuerdo a sus niveles de produccion de AlA.

Sin triptéfano Con triptéfano
48h 24h 48h

Niveles de AIA Lluvias  Estiaje Lluvias  Estiaje Lluvias Estiaje
Bajas productoras 1 0 49 8 63 4
(1.0 2 10.9 pg/ml) 100% 69.01% 32% 62.37% 13.33%
Medianas productoras 0 0 9 5 13 7
(11.0a 20.9 pg/ml) 12.67% 20% 12.87% 23.33%
Altas productoras 0 0 13 12 25 19
(21.0 2 30.9 pg/ml) 18.30% 48% 24.75% 63.33%
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Figura 13. Cuantificacion de los bajos productores de AIA con Trp a las 24 y 48h para los aislados
bacterianos de época de lluvias. Las barras representan el valor de la media, las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la bacteria control fueron determinadas con un analisis
ANOVA completamente al azar (Pr > F= <0.0001), seguido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las
medias con la misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de error indican la
desviacion estandar de tres repeticiones.

Aislados bacterianos con mediana produccién de AlA con Trp
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Figura 14. Cuantificacién de los medianos productores de AIA con Trp a las 24 y 48h para los
aislados bacterianos de época de lluvias. Las barras representan el valor de la media, las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la bacteria control fueron determinadas con un analisis
ANOVA completamente al azar (Pr > F= <0.0001), seguido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las
medias con la misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de error indican la
desviacién estandar de tres repeticiones.
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Aislados bacterianos con alta produccion de AlA con Trp
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Figura 15. Cuantificacion de los altos productores de AIA con Trp a las 24 y 48h para los aislados
bacterianos de época de lluvias. Las barras representan el valor de la media, las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la bacteria control fueron determinadas con un analisis
ANOVA completamente al azar (Pr > F= <0.0001), seguido de un analisis de Tukey (o= 0.05); las
medias con la misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de error indican la
desviacion estandar de tres repeticiones.
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Figura 16. Cuantificacion de los bajos productores de AIA con Trp a las 24 y 48h para los aislados
bacterianos de época de estiaje. Las barras representan el valor de la media, las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la bacteria control fueron determinadas con un analisis
ANOVA completamente al azar (Pr > F= <0.0001), seguido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las
medias con la misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de error indican la
desviacién estandar de tres repeticiones.
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Aislados bacterianos con mediana produccién de AlA con Trp
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Figura 17. Cuantificacion de los medianos productores de AIA con Trp a las 24 y 48h para los
aislados bacterianos de época de estiaje. Las barras representan el valor de la media, las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la bacteria control fueron determinadas con un analisis
ANOVA completamente al azar (Pr > F= <0.0001), seguido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las
medias con la misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de error indican la
desviacion estandar de tres repeticiones.
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Figura 18. Cuantificacion de los altos productores de AIA con Trp a las 24 y 48h para los aislados
bacterianos de época de estiaje. Las barras representan el valor de la media, las diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la bacteria control fueron determinadas con un analisis
ANOVA completamente al azar (Pr > F= <0.0001), seguido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las
medias con la misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de error indican la
desviacién estandar de tres repeticiones.
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La Figura 19 presenta a los consumidores de AlA producido a las 24h. De los 16 aislados
bacterianos presentes dos de ellos son control siendo A. brasilense Cd y P. lutea. La cepa de
A. brasilense Cd no es consumidora del AIA, mientras que P. lutea si es consumidora del
compuesto. El resto de los aislados bacterianos se colectaron en ambas épocas, 11 de ellos
para la época de lluvias y 3 para la época de estiaje. 13 aislados bacterianos, incluida P. lutea
consumen el AIA drésticamente con valores de consumo de 12.64, 10.82, 8.09, 7.28, 7.12,
3.72,2.92, 2.63, 2.57, 1.89, 1.65, 1.39 y 1.28 ug/ml para los aislados 2SIPYMi10*1*, 19s;
SIPDAMI11033, 103; SIPYMIi11013, 53; SIPYMIil11023, 57; 2SIPYMIil0'7, 25s;
SIPYMIi11022, 56; SIPYRIi11034, 91; SILBMi21021, 36; SIPYRi1107?, 86; SIPYRi11022,
87; 2SILBMi10%4, 12s; P. lutea y SILBMi1022, 29 respectivamente. Mientras que los 2
aislados restantes su consumo no fue mayor a 0.3 pg/ml, siendo de 0.25 y 0.08 pg/ml para
SIANRIi1101'1, 10; y SILBMi21022, 37, respectivamente. De acuerdo a los analisis
estadisticos se presentaron diferencias significativas obteniendo un valor de F=321.07 y F=
3144.64 para las 24 y 48h, respectivamente.

Consumo de AlA de los aislados bacterianos
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Figura 19. Consumo de AIA por parte de los aislados bacterianos en ambas épocas de colecta. Las
barras representan el valor de la media, las diferencias estadisticamente significativas con respecto a
la bacteria control fueron determinadas con un analisis ANOVA completamente al azar (Pr > F=
<0.0001), seguido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las medias con la misma letra no son
significativamente diferentes, y las barras de error indican la desviacion estandar de tres repeticiones.

12.5 Determinacion de la capacidad de solubilizacién de fosfatos de las
bacterias endofitas

Para determinar la capacidad de solubilizacion de fosfatos (SP) de los aislados bacterianos

se empleo el medio Pikovskaya’s (PK) y se monitore6 por 7 dias. Posteriormente se midio el

halo indicativo de la SP expresado en milimetros (mm), determinando el cambio del medio

de cultivo PK de blanco a transparente: (-) sin cambio de color; (£) <1.0; (+) 1.1 a 4.0; (++)

4.1a8.0y (+++) >8.1 mm (Milagres et al., 1999). En la Tabla 9 se presenta los aislados
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bacterianos que no crecieron, no solubilizan y los que solubilizan fosfatos asi como su
porcentaje correspondiente. En la época de lluvias 70 aislados solubilizaron el fosfato del
medio de cultivo lo cual corresponde al 57.37% del total de los aislados en un rango de entre
2.17 a 3.83 mm (+). El aislado SIPDAHRI4 (121) fue el mayor solubilizador de fosfato con
3.83 mm y el menor fue SILBRi210%4 (46) con 2.17 mm (Figura 20). De acuerdo a los
analisis estadisticos se presentaron diferencias significativas obteniendo un valor de F=
14.43. Mientras que en la época de estiaje 14 aislados solubilizaron el fosfato del medio de
cultivo siendo el 34.14% del total de aislados en un rango de entre 2.26 a 3.39 mm (+). El
aislado 2SIANMIi1011* (1s) fue el mayor solubilizador de fosfato con 3.39 mm y el menor
fue el aislado SSILBMi10*2 (14s) con 2.26 mm (Figura 21). De acuerdo a los anélisis
estadisticos se presentaron diferencias significativas obteniendo un valor de F= 6.69. La
Figura 22 presenta una imagen representativa de los aislados bacterianos en ambas épocas
de colecta (14 y 10 aislados bacterianos de lluvias y estiaje, respectivamente) con alta, media
y baja SP en comparacién con la cepa de A. brasilense Cd, la cual no presenta la capacidad
de solubilizar fosfatos. La Figura 22 presenta una imagen representativa de los aislados
bacterianos en ambas épocas de colecta (14 y 10 aislados bacterianos de lluvias y estiaje,
respectivamente) con alta, media y baja SP en comparacion con la cepa de A. brasilense Cd,
la cual no presenta la capacidad de solubilizar fosfatos.

Tabla 9. Aislados bacterianos relacionados con la solubilizacion de fosfato.

Epoca  Nocrecieron Nosolubilizan  Solubilizan Porcentaje
Lluvias 5 47 70 57.37%
Estiaje 4 23 14 34.14%
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Figura 20. Solubilizacién de fosfatos de los aislados bacterianos en época de lluvias. Las barras
representan el valor de la media, las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
bacteria control fueron determinadas con un analisis ANOVA completamente al azar (Pr > F=
<0.0001), seguido de un analisis de Tukey (o= 0.05); las medias con la misma letra no son
significativamente diferentes, y las barras de error indican la desviacion estandar de tres repeticiones.
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Figura 21. Solubilizacién de fosfatos de los aislados bacterianos en época de estiaje. Las barras
representan el valor de la media, las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
bacteria control fueron determinadas con un analisis ANOVA completamente al azar (Pr > F=
<0.0001), sequido de un analisis de Tukey (a= 0.05); las medias con la misma letra no son
significativamente diferentes, y las barras de error indican la desviacion estandar de tres repeticiones.
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Figura 22. Imagen representativa de la solubilizacion de fosfatos de los aislados bacterianos en
ambas épocas. Ab, A. brasilense Cd; aislados de la época de lluvias (121, 91, 24, 114, 11, 106, 13,
37,5, 65, 36, 66, 43 'y 46); aislados de la época de estiaje (1s, 9s, 3s, 15s, 115, 365, 38s, 5s, 39s y 14s).

12.6 Determinacion de la capacidad de fijacion biolégica de nitrogeno de las
bacterias endofitas

La inoculacion de los aislados bacterianos fue en el medio semisolido NFb, se monitore6 por
10 dias observando y agrupandose de acuerdo a la altura del halo de crecimiento (Figura
23A) y el cambio de color del medio (Figura 23B), el cual viraba de color amarillo a azul
(intenso, I; medio, M y bajo, B). Se compararon los resultados con la cepa fijadora de
nitrégeno A. brasilense Cd (Azul intenso 1). La Tabla 10 presenta los aislados bacterianos
con la capacidad de FBN. De los 163 aislados bacterianos el 81.59% (133 aislados) fueron
positivos para la FBN. La época de lluvias obtuvo el 81.96% (100 aislados) y la época de
estiaje el 80.48% (33 aislados). Se obtuvieron aislados no fijadores, siendo 17 aislados
(13.93%) para la época de lluvias y 3 aislados (7.31%) para la época de estiaje. Para ambas
épocas 5 aislados bacterianos no crecieron en el medio de cultivo semisélido NFb.
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Tabla 10. Aislados bacterianos relacionados con la fijacion bioldgica de nitrégeno.

Epoca
Color vs altura de halo  Lluvias Porcentaje Estiaje Porcentaje
Intenso 1 36 29.5% 7 17.07%
Intenso 2 2 1.63% 1 2.43%
Intenso 3 1 0.81% 0 0%
Medio 1 13 10.65% 3 7.31%
Medio 2 9 7.37% 5 12.19%
Bajo 1 8 6.55% 7 17.07%
Bajo 2 10 8.19% 6 14.63
Bajo 3 8 6.55% 0 0%
Bajo 4 0 0% 1 2.43%
Amarillo 3 7 5.73% 0 0%
Amarillo sin halo 1 0.81% 0 0%
Azul sin halo 5 4.09% 3 7.31%
Total de FBN 100 81.96% 33 80.48%
Amarillo negativo 17 13.93% 3 7.31%
No crecieron 5 4.09% 5 12.19%
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Figura 23. Fijacion biolégica de nitrégeno. A) Representacion de la altura del halo indicativo de
FBN en el tubo de ensayo. B) FBN de los aislados bacterianos. B1) Aislados fijadores de nitrgeno
de la época de lluvias. B2) Aislados fijadores de nitrégeno de la época de estiaje.

12.7 Cuantificacion de los niveles de trehalosa de las bacterias endéfitas
Se seleccionaron los aislados bacterianos de acuerdo a los parametros de PCV (AIA, SP y
FBN) y el andlisis de ERIC-PCR, siendo 97 aislados para la época de lluvias y 22 para la
época de estiaje (Tabla 11). Los aislados bacterianos fueron crecidos en medio minimo
adicionado con 100 mM de NaCl, posteriormente la cuantificacion de los niveles de trehalosa
se realiz6 por HPLC. Se emplearon dos especies control, la cepa A. brasilense Cd con un
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contenido de trehalosa de 2.58 ug/ml y Arthrobacter chlorophenolicus con 48.77 ug/ml, esta
ultima es una alta productora natural de trehalosa. En la época de lluvias se presento un
88.65% de productores de trehalosa con un rango de 0.0038 a 35.75 ug/ml. El aislado
SIANRIi1101 (10) fue el mayor productor de trehalosa y SIPYMi11013 (53) fue el menor
productor (Figura 24). En época de estiaje se presentd un 86.36% de productores de trehalosa
con un rango de 0.021 a 19.30 ug/ml. El aislado SSIANMi10*2 (4S) fue el mayor productor
de trehalosa y 2SIPYRiv1012 (32S) fue el menor productor (Figura 25).

Tabla 11. Aislados bacterianos relacionados con la produccion de trehalosa.

Epoca No presentan Presentan Porcentaje
Lluvias 11 86 88.65%
Estiaje 3 19 86.36%

Aislados bacterianos productores de trehalosa
Estrés salino - 100 mM de NaCl
Epoca de lluvia
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Figura 24. Cuantificacion de los niveles de trehalosa de los aislados bacterianos en época de lluvias.

Aislados bacterianos productores de trehalosa
Estrés salino - 100 mM de NaCl
Epoca de estiaje
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Figura 25. Cuantificacion de los niveles de trehalosa de los aislados bacterianos en época de estiaje.
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12.8 Candidatos para la amplificacion y secuenciacion del gen ribosomal 16S
De acuerdo a la informacion previamente mencionada y detallada para cada uno de los
experimentos y contenida en la Tabla 6, la cual engloba los pardmetros generales para la
caracterizacion de las bacterias endofitas. Identificamos candidatos para la amplificacion y
secuenciacion del gen RNAr 16S, considerando para ambas épocas de colecta 3 condiciones
(Tabla 12). 1) El contenido de trehalosa (20 aislados bacterianos), 2) el contenido de
trehalosa, la produccion de AIA y la solubilizacién de fosfatos (32 aislados bacterianos), y
3) caracteristicas Unicas (9 aislados bacterianos). Proponiendo en total a 61 aislados
bacterianos para ambas épocas de colecta, de los cuales para la época de lluvias se
consideraron 46 aislados y para la época de estiaje 15 aislados.

Tabla 12. Aislados bacterianos para la amplificacion y secuenciacion del gen RNAr 16S.
Epoca de lluvias
Condicion Nombre y nimero del aislado bacteriano Subtotal

Condicion 1 SIANMI21022, 4; SIANRIi110'1, 10; SIANRIi110'3, 12; 10
SILBRIi21022, 44; SIPYMi1024, 50; SIPYMil1024.1, 51;
SIPYMIi11021, 55; SIPYMi21032.1, 67; SIPDAMIi10?%1, 96 y
SIPDAMIi1021.1 97.

Condicion 2 SIANMI10'1, 1; SIANMI102%1, 2; SIANMI21023, 5; 28
SILANMI1021, 6; SIANRIi1023.1, 9; SIANRIi110%2, 11;
SIANRi11075, 14; SIANRi11023, 18; SIANRIi110%5, 20;
SIANHRI3, 25; SILANRIi1021, 26; SILBMil0?%2, 29;
SILBMIi11012, 30; SILBMi210'1, 33; SILBMIi21021, 36;
SILBMIi21024, 39; SILBRIi2102%4, 46; SILBRIi210%5, 47;
SIPYMi21021, 61; SIPYMi21021.1, 62; SIPYRIi11032, 89;
SIPDAMI11034, 104; SIPDAMI21023, 107; SILPDAMI10
21, 109; SILPDAMI10%1, 110; SILPDAMI1031, 111,
SIPDARI1071, 113 y SIPDARIi1072, 114.

Condicion 3 SIANRIi21023, 24; SILBMIi21023, 38; SILBMIi21025, 40; 8
SIPYMIi11033, 59; SIPYMIi21035, 69; SIPYMIi21036, 70;
SIPDAMI21022, 106 y SIPDARi1021, 116.

Total df: aislados bacterianos 46
Epoca de estiaje
Condicién 1 2SIANMI1011*, 1; SSIANMI1011, 3; SSIANMI10712, 4; 10

SSIANMI1021, 5; 2SILBMIi10%1*, 9; 2SIPYMIi1073, 21;
SSIPYMi1071, 26; SSIPYMIi1021, 27; 2SIPYRi10'1*, 28 y
SSIPDAMI103, 38.

Condiciéon 2 SSILBMi102, 14; SSILBMi1013, 15; SSIPDAMIi1071, 36 y 4
SSIPDAMIi10%4, 39.

Condicion 3 2SILBMi10*2, 10. 1

Total de aislados bacterianos 15
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13. Discusion

Para obtener un incremento de la productividad de los suelos agricolas para la alimentacion
de la poblacion mundial, ha sido necesario el uso de fertilizantes quimicos. Sin embargo, el
uso prolongado de este tipo de compuestos ha ocasionado el deterioro y contaminacion de
los suelos, asi como un decremento de la diversidad bacteriana. Diversas estrategias son
necesarias para revertir el efecto nocivo ocasionado a los suelos, por lo que en los Ultimos
afios se ha buscado el fortalecimiento de los campos de cultivo por medio de diversos
métodos. Una estrategia recientemente utilizada es el uso de microorganismos asociados a
plantas que promueven ventajas directas e indirectas. Las bacterias endofitas Gram negativas
estan asociadas generalmente al control biolégico, mientras que las Gram positivas a laPCV,
dentro de los principales géneros descritos en la literatura encontramos a Bacillus,
Azospirillum y Pseudomonas (Trivedi et al., 2017). Una de las vias para incrementar la
sustentabilidad de los suelos es el uso de microorganismos movilizadores de nutrientes para
reducir la necesidad y la dependencia de los fertilizantes quimicos. Los enddéfitos bacterianos
colonizan los tejidos vegetales sin causar dafios a las plantas y establecen asociaciones
benéficas con su hospedero. Las plantas que poseen la capacidad de crecer en ambientes
extremos portan un microbioma que incrementa la biomasa durante los periodos de estrés.
En el presente trabajo nos dimos a la tarea de aislar y caracterizar la microbiota bacteriana
existente en la planta de resurreccion Selaginella lepidophylla, de la cual se obtuvieron 165
aislados bacterianos (Tabla 4) de los cuales 124 fueron para la época de lluvias y 41 para la
época de estiaje. La composicion de las poblaciones microbianas dependerd de diversos
factores como la época del afio (lluvias y estiaje), la especie, la etapa del desarrollo, las
caracteristicas genéticas, las interacciones ambientales, el tipo de tejido vegetal (microfilay
rizéforo) asi como del propio endéfito (Madhava, 2006; Covarrubias, 2007; Shao et al., 2008;
Trivedi et al., 2017). La abundancia de bacterias endéfitas durante la época de lluvias, las
cuales pudiesen estar dentro de la planta debido a su participacion en la tolerancia al estrés o
por su futura participacion en la sintesis, acumulacion, degradacion y/o asimilacion de
compuestos para la época de estiaje. No necesariamente una gran cantidad de endofitos
significa que estén cooperando con la planta, algunos se encontraran momentaneamente
(refugiandose) y otros prevalecen en ambas épocas. El tejido vegetal que presentd un mayor
numero de aislados fue la micréfila, y puede deberse a la expansion o mayor area de tejido
en comparacion del rizéforo y pudiesen utilizarlo para protegerse del exterior, ademas de que
la integracion de los compuestos sintetizados y asimilados por las bacterias endéfitas hacia
la planta pueda ser mejor y con ello llevar a cabo 6ptimamente la sefializacion y respuesta de
la planta.

El AlA es el encargado de regular maltiples funciones como la division y expansion celular,
diferenciacion vascular, desarrollo de raiz lateral, fototropismo, gravitropismo, dominancia
apical y la defensa de las plantas. El Trp es el principal precursor para la biosintesis de AIA
en bacterias y el principal exudado de las raices de plantas (Vega-Celedon et al., 2016).
Cuando las rizobacterias se encuentran adheridas a las semillas o raices emplean el Trp de
los exudados para colonizar y proliferar, asi como sintetizar y liberar AlA, de este modo se
presentan niveles de AIA exogeno y enddgeno que estimularan a la planta en sus diferentes
mecanismos de crecimiento y desarrollo (Loredo-Osti et al., 2004; Esquivel-Cote et al.,
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2013; Jetiyanon, 2015). En la literatura se menciona que alrededor del 80% de las
rizobacterias son capaces de producir AlA, lo cual es un valor similar al obtenido de los
aislados bacterianos (Tabla 7) para la época de lluvias (82.78%) y estiaje (73.17%). La
interaccion planta — endofito puede traer efectos positivos y/o negativos en cuanto al
desbalance de las AUX ya que interfiere en el crecimiento y desarrollo. Las bacterias
productoras interfieren en la incorporacion de AlA en las plantas, por lo cual debe de tener
la capacidad para tolerar e incorporar los niveles de AIA enddgenos y exdgenos, ademas su
sensibilidad debe de ser dptima ante los cambios en la concentracion del compuesto debido
a que la interaccion puede causar toxicidad en la planta (Spaepen et al., 2007; Spaepen et al.,
2011; Vega-Celedodn et al., 2016; Sanchez-Cruz et al., 2019). Los aislados bacterianos se
agruparon de acuerdo a sus niveles de produccion de AIA. En el medio de cultivo con Trp a
las 48h (Tabla 8) para la época de lluvias se tiene un mayor nimero de aislados con baja
produccién (62.37%) y un menor numero de aislados con alta produccién (24.75%). Mientras
que en época de estiaje se presenta un menor nimero de aislados con baja produccién
(13.33%) y un alto nimero de aislados con alta produccién (63.33%). Este comportamiento
podria deberse a que durante la época de estiaje se necesita un mayor nimero de aislados
altos productores debido a que este compuesto podria estar colaborando con la tolerancia a
la desecacion. Ademas, se identificaron 13 aislados bacterianos que consumian el AIA
producido a las 24h, incluyendo a la bacteria control P. lutea. Este comportamiento pudiese
ser una forma de regulacion de los niveles del AIA debido a los efectos positivos y negativos
tanto en la planta como en el propio endofito. Diversos investigadores han realizados estudios
en la PCV relacionados con la produccion de AlA en el medio de cultivo Jain & Patriquin a
diferentes concentraciones de Trp, la adicion del Trp se debe a que ayuda a visualizar el
compuesto y dar una idea acerca de la ruta de biosintesis que en este caso seria dependiente
del Trp. En nuestro trabajo los aislados bacterianos productores de AIA a las 48h para la
época de lluvias presentaron un rango de 0.037 a 55.13 pg/ml y para la época de estiaje de
0.71 a 50.73 pg/ml (Tabla 6). Los autores que a continuacion se mencionan proponen a sus
aislados bacterianos como promotores del crecimiento vegetal dptimo para los cultivos
agricolas, nuestro trabajo presenta similitudes en cuanto a la produccion del compuesto
sugiriendo que serian candidatos ideales para la PCV. Castro-Gonzalez et al., 2011,
estudiaron la diversidad de especies del género Burkholderia asociadas a plantas de cafia de
azucar donde realizaron diversas pruebas de PCV, dentro de la produccion de AlA registraron
un rango de 0.03 a 56.8 ug/ml pertenecientes a 26 cepas de 4 especies de Burkholderia (B.
unamae, B. tropica, B. caribensis y B. vientamiensis). Luna et al., 2013, determinaron la
produccién de AlA de 4 rizobacterias aisladas de plantas de tomate (MA04, MA06, MA12 y
MAZ17) obteniendo bajos niveles de produccion (2.3 a 6.8 mg/L™!) con una concentracion de
Trp mayor (1 g/L) a la de este trabajo. En el trabajo de Fernandes-Junior et al., 2015, aislan
16 bacterias PCV de la planta de resurreccion Tripogon spicatus, presentando una produccion
de 5.8 a 87 pg/ml. Estos autores emplean una concentracion 4 veces menor de Trp que en
nuestro trabajo, sin embargo, adicionan NaCl generando estrés salino y por ende propicia la
mayor produccion AlA sugiriéndose que funge como una estrategia de proteccién ante el
estrés. De acuerdo con lo reportado por Ortega-Acosta et al., 2017, donde aislan 12
fitobacterias endéfitas de la planta acuatica Lemna gibba en dos épocas del afio (4 bacterias
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para lluvias y 8 bacterias para estiaje), empleando una concentracion de Trp muy inferior (1,
2 'y 5 mg/L) a la nuestra obtuvieron una excelente produccién del AlA, agrupandolas como
bajas y altas productoras (Epoca de lluvias: 22.41 a 49.43 pg/ml; 22.8 a 49.92 ug/ml; 23.54
a 54.58 ug/ml. Epoca de estiaje: 1.6 a 74 ug/ml; 1.14 a 56.9 ug/ml; 2.62 a 74.29 ug/ml; con
1, 2 y 5 mg de Trp, respectivamente). En nuestro trabajo de los 163 aislados bacterianos
obtenidos en ambas épocas de colecta solo 131 aislados eran productores de AlA (Tabla 7).
El 24.75% de ellos (25 aislados) son altos productores para la época de lluvias y el 63.33%
(19 aislados) para la época de estiaje (Tabla 8). Nosotros obtuvimos un mayor nimero de
aislados con diferentes niveles de produccion de AIA clasificados en tres grupos (bajos,
medianos Yy altos productores). EI menor productor a las 48h en la época de lluvias fue el
aislado SILBMi210-16 (35) con 0.037 pg/ml y el mayor productor fue SILBRi21022 (44)
con 55.13 pg/ml. Para la época de estiaje el menor productor fue el aislado 2SIPYMi1013
(21S) con 0.71 pg/ml y el mayor productor fue 2SILBMi1011* (9S) con 50.73 pg/ml (Tabla
6). En el trabajo de Hassan, 2017 aisla 7 bacterias endofitas de la planta medicinal Teucrium
polium L., la mayor productora de AlA fue Tp. 1B (Bacillus cereus) con un rango de 4.1 a
23.4 ug/ml, la produccion incremento conforme aumentaba la concentracion de Trp (1,2y 5
mg/ml). Nuestros mejores productores fueron SILBRi210722 (9S) y 2SILBMi101* (44) con
una produccion de 50.73 y 55.13 pg/ml, respectivamente.

El fosfato organico esta involucrado en el desarrollo de raices, semillas y flores, constituye
parte de los fosfolipidos de las membranas celulares y del material genético, participa en el
metabolismo energético, en la fotosintesis, la glucdlisis, la respiracion, la sefializacion y la
sintesis de acidos grasos (Corrales et al., 2014). El fosforo constituye mas del 0.2% del peso
seco de las plantas y en bacterias del 1.5 a 2.5% (Beltran, 2014; Corrales et al., 2014). Las
plantas adquieren el fosforo de forma inorganica soluble como fosfatos mono (H2POs?) y
dibasicos (HPO42) en un pH de 6.5 (Beltran, 2014; Goreti et al., 2014). Debido a la baja
disponibilidad de este elemento las plantas y microorganismos compiten por las cantidades
limitadas de este mineral a través de procesos de precipitacion, solubilizacién, absorcion y
desorcion (liberacion del fosforo adsorbido). Las BPCV con capacidad para solubilizar
fosfatos movilizan el fosfato inorgénico insoluble desde la matriz mineral hasta el suelo
donde es asimilado por las raices como compuestos solubles, posteriormente la planta
suministra los compuestos carbonados que son metabolizados para el crecimiento
microbiano. El principal mecanismo de solubilizacién de fosfatos es la disminucion o
acidificacion del pH del medio extracelular debido a la liberacion de acidos organicos (acido
butirico, oxalico, succinico, malico, gluconico, tartarico, acético, lactico, citrico, fumarico,
glucdnico y 2-cetogluconico) de bajo peso molecular que actan sobre los compuestos
insolubles de fosfato inorganico como el fosfato tricalcico Cas(PQOa4)2. Por medio de quelar
los iones metalicos (Ca*?, Mg*?, Fe*® y AI*®) que favorecen la formacion de complejos
insolubles (fosfato insoluble) y son transformados en fosfato asimilable para la planta.
Diversos factores como las sales, pH y temperatura afectan la capacidad de las fosfobacterias
para solubilizar fosfato (Beltran, 2014; Corrales et al., 2014; Goreti et al., 2014; Jetiyanon,
2015; Moreno et al., 2018; Sanchez-Cruz et al., 2019). En la literatura mencionan que del 1
al 50% de las bacterias son capaces de solubilizar fosfatos y del 0.1 a 0.5% en los hongos
(Beltran, 2014; Moreno et al., 2018). Esto es muy similar a lo que nosotros encontramos para
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los aislados enddfitos bacterianos y fungicos (comunicacion personal con Laura Dector). La
determinacion de la capacidad de solubilizacion de fosfatos dio como resultado que para
ambas épocas de colectas el 51.53% (84 aislados bacterianos) solubilizaron fosfato, siendo
un 57.37% (70 aislados) para la época de lluvias cuyo indice oscilaba entre 2.17 a 3.83 mm
y un 34.14% (14 aislados) para la época de estiaje con un indice de 2.26 a 3.39 mm (Tabla
6y 9). Los siguientes trabajos mencionan que de acuerdo a los rangos de solubilizacion de
fosfatos que presentan las bacterias son capaces de PCV. Castro-Gonzélez et al., 2011,
obtuvieron un rango de solubilizacién de 2.9 a 5.0 mm pertenecientes a las especies
Burkholderia caribensis y B. unamae. Goreti et al., 2014, analizaron 75 cepas de
Pseudomonas con potencial en la solubilizacion de fosfatos, de los cuales 8 aislados (P10,
P11, P17, P24, P25, P26, P38 y P42) eran efectivas (>10 mm), siendo la mejor P42 con 15
mm y 38 aislados eran pobres solubilizadores de fosfato. Fernandes-Junior et al., 2015,
reporté un indice que oscilaba entre 1.1 a 2.1 mm para 4 bacterias endofitas (25% del total
de los aislados). Mientras que nuestros aislados presentan una mayor solubilizacién y un
mayor numero de bacterias endofitas. Hassad, 2017 report6 un indice de solubilizacién de
fosfatos de 3.3 a 7.7 mm para 4 bacterias endofitas (57.14% del total de los aislados), nuestros
resultados se asemejan en cuanto al porcentaje de aislados solubilizadores de fosfato. Garcia
et al., 2017 analizaron cinco cepas nativas de Azospirillum (Az3, Az8, Az19, Az39 y Az63)
para corroborar la PCV. La solubilizacion de fosfatos solo la realizaba la cepa Az19, mientras
que Az63 y Az39 lo hacian débilmente.

El nitrégeno (N) es una molécula vital debido a su participacion en la formacion de &cidos
nucleicos, aminoglucidos, urea, poliaminas, vitaminas, nitratos, nitritos, proteinas y los
responsables de proporcionar energia (ATP y GTP) asi como del potencial reductor (NAD,
NADP y FAD (Calvo, 2011). La fijacién de nitrégeno es una reaccion de 6xido — reduccion
para formar amonio (ion amonio, NH4"; nitrito, NO2; nitrato, NO3") u 6xidos (NO2). La
fijacién bioldgica del nitrégeno es realizada por microorganismos diazotréfos capaces de
reducir el nitrogeno atmosférico (N2), dentro de los que se encuentran las bacterias que
colonizan los nddulos de las raices de leguminosas y otros vegetales para generan compuestos
asimilables para otros seres vivos (Ruiz et al., 2008; Calvo, 2011). Esta capacidad se debe al
complejo de la nitrogenasa, son enzimas oxioreductasas constituida por dos componentes
fundamentales la proteina Fe-M, en donde M es un metal (molibdeno, Mo la mas abundante
y eficiente; vanadio, V; hierro, Fe). La proteina Fe-Fe es sensible al oxigeno por lo que es
inactivado irreversiblemente, la proteina leghemoglobina es la encargada de regular las
concentraciones de oxigeno y por ende proteger a la nitrogenasa (Loredo-Osti et al., 2004;
Ruiz et al., 2008; Calvo, 2011; Balbani et al., 2014; Moreno et al., 2018). Los factores que
ayudan en la especificidad de la enzima son la cantidad de N2, los aminoacidos que rodean
al cofactor los cuales ceden H para despues donarlos al N2 en la reduccion, el tipo de
nitrogenasa (Fe-Mo, Fe-V, Fe-Fe) y el alto flujo de electrones que favorecen la reduccién del
N2, ya que un bajo flujo da como producto H: (Ruiz et al., 2008). Para formar la nitrogenasa
activa se requiere de dos componentes, una molécula del componente | (Fe-M) y dos
moléculas del componente Il (Fe-Fe) (Loredo-Osti et al., 2004; Ruiz et al., 2008; Calvo,
2011). La reaccion principal del complejo de la nitrogenasa es reducir N2 + 8H™ + 8e- + 16
ATP - 2NHs + H> + 16 ADP + 16Pi, esta reaccion presenta un alto costo energético (16
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ATP =225 kcal/mol) debido a la ruptura del triple enlace de la molécula de N. La nitrogenasa
Fe-Mo es la més estudiada y se sugiere que su mecanismo puede ser aplicable para todos los
tipos de nitrogenasa. EI mecanismo sugiere que ocurre un cambio en la configuracion o el
estado de oxidacion de la proteina Fe-Mo debido a la transferencia de electrones de la
proteina Fe-Fe a los cumulos P del cofactor, estos electrones son almacenados vy
posteriormente empleados en la reduccion del N, este proceso es compensado por la
hidrolisis de ATP de la proteina Fe-Fe (Ruiz et al., 2008). Diversos estudios han revelado
que la FBN viene acompariada de mas parametros de PCV como la solubilizacién de fosfatos,
actividad de la ACC desaminasa, biosintesis de AlA, e inclusive de control bioldgico y
biorremediacion (Castro-Gonzélez et al., 2011). Los resultados obtenidos de la FBN (Tabla
10) mostraron que posiblemente 133 aislados bacterianos (81.59%) fijaban nitrégeno, para
la época de lluvias fue un 81.96% (100 aislados) y para la época de estiaje 80.48% (33
aislados) los cuales presentan diferentes niveles de fijacion de nitrégeno esto al ser
relacionados con la intensidad del color y la altura del halo de crecimiento. Al obtenerse un
alto porcentaje de bacterias fijadoras de nitrdgeno nos hace pensar el experimento esta
sobreestimando las poblaciones diazotréficas, debido a que inicialmente las bacterias fueron
crecidas en un medio de cultivo rico pudiesen tener las reservas necesarias para crecer en el
medio de cultivo libre de N, por lo que se plantea resembrar para descartar que lleven reservas
para el crecimiento.

Las células vegetales tienen la capacidad de sintetizar diversos componentes metabdlicos
para el crecimiento, desarrollo y defensa ante el estrés como los azlcares, lipidos,
aminoécidos y metabolitos secundarios. Los azlcares y aminoécidos son los principales
reguladores de las diferentes vias de transduccion de sefiales. Las BPCV ademas de presentar
los parametros de PCV ya mencionados pueden producir, secretar o exudar polisacaridos que
conllevan a la estabilidad del suelo para optimizar las condiciones del entorno y prevenir
cambios bruscos que ponga en peligro a la planta (Griffiths et al., 2016; Moreno et al., 2018).
Particularmente, la produccion de solutos compatibles como la trehalosa ayuda a contener
este tipo de estrés (Secks et al., 2009; Griffiths et al., 2016; Garcia et al., 2017). Adams et
al., 1990 determinaron el contenido de azlcares de S. lepidophylla en estado deshidratado e
hidratado corroborando que la trehalosa es el principal azlcar seguido de la sacarosa. Secks
et al., 2009 realizaron un estudio en plantas de festuca con el hongo enddéfito N.
coenophialum, el cual le ayuda en la tolerancia al frio, sequia y al ataque de patdgenos. Las
plantas fueron sometidas con y sin estrés hidrico para registrar los cambios en los perfiles de
carbohidratos mediante cromatografia de gases. Al comparar los dos tratamientos no se
aprecian diferencias significativas en los perfiles de carbohidratos fingicos (arabitol, manitol
y fructosa), mientras que en las plantas si (sacarosa, glucosa y trehalosa). Los bajos niveles
de trehalosa indican que no estaria relacionado como osmoprotector, pero si sabe de su
participacion en la estabilidad de membranas lipidicas y proteinas en otros organismos. En
este caso, la intervencion de los demas azucares pudiese estar llevando la tolerancia al estres
hidrico, ademaés se sugiere que la trehalosa pueda tener otro tipo de funcion como la de
sefializacion. Garcia et al., 2017, determinaron el contenido de trehalosa, en donde
sometieron a las cepas de Azospirillum a tres diferentes condiciones de estrés hidrico
empleando sorbitol, PEG y sequia, observando que las cepas Az39 y Az19 eran las
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mayormente tolerantes. Sin embargo, durante el estrés osmético se comportan de manera
diferente particularmente, la cepa Az19 presentd mayor tolerancia. Este comportamiento
ayuda a comprender los mecanismos de osmoadaptacion asi como la interaccion planta —
bacteria en condiciones de estrés hidrico. En el contenido de trehalosa, la cepa Az19 presento
una produccion con 388% maés que la cepa Az39, inclusive excedio los niveles de la cepa
Na5 mutante EMS derivada de Az39 que sobreproduce este compuesto. Estos resultados
permiten relacionar la tolerancia al estrés osmatico con la produccion de trehalosa. Mientras
que un comportamiento similar de las cepas Az19 y Az39 en condiciones menores con PEG
puede deberse a otros mecanismos independientes de la trehalosa como el glutamato o glicina
betaina que también fungen como osmoprotectores. En nuestro trabajo determinamos los
niveles de trehalosa de manera similar a los realizados por Garcia et al., 2017, analizamos
119 aislados bacterianos para ambas épocas de los cuales solo 105 aislados producian
trehalosa (Tabla 11). Para la época de lluvias se encontraron 86 aislados productores
(88.65%) con un rango de 0.0038 a 35.75 ug/ml y para la época de estiaje 19 aislados
productores (86.36%) con un rango de 0.021 a 19.30 pg/ml (Tabla 6). Griffiths et al., 2016,
ha relacionado la concentracidn de trehalosa con la sacarosa. Se ha documentado que durante
condiciones adversas como bajas temperaturas, sequia, salinidad y déficit de nutrientes
ocurre el aumento de azucares como la sacarosa, lo que lleva a la formacién de hexosas como
la trehalosa y a través de sefales de la T6P se detectan los niveles de azucares en la planta.
Este mecanismo permite la adaptacion a condiciones adversas. Se ha demostrado que la T6P
promueve el crecimiento en ausencia de condiciones limitantes debido a su participacion en
la compleja via de sefializacion que involucra a la sacarosa y a diversas fitohormonas.

El analisis de ERIC-PCR ayuda a discriminar a las bacterias endofitas por medio de los
diferentes patrones de bandeo, agrupandolas de acuerdo a ello. De esta manera se reduce el
numero de bacterias que se utilizan posteriormente para la evaluacion de los parametros
promotores del crecimiento vegetal. Se obtuvieron 114 patrones de bandeo diferentes para
163 bacterias endofitas, de los cuales 28 patrones agrupaban a 77 bacterias endoéfitas
similares, mientras que 86 patrones diferentes albergaban independientemente al resto de las
bacterias. Dentro de los 28 patrones que albergaban a las 77 bacterias enddéfitas, 9 patrones
de bandeo presentaban practicamente el mismo comportamiento en cuanto a produccion de
compuestos (AlA, SP, FBN y Trehalosa) siendo los patrones 2 (aislados 22 y 23), 40 (98 y
101), 44 (105 y 107), 49 (86, 87, 88, 120 y 123; este ultimo tenia variacion en la produccion
de AlA), 63 (66 y 67), 65 (75 y 110), 79 (13S y 20S; pero no el 11S), 107 (49y 71; 72y 93,;
pero no el 8 y 27) y 111 (41 y 42). Ademas, se encontraron aislados que presentaban un
comportamiento un poco similar pero algin miembro del grupo de bandeo era muy diferente,
siendo los patrones 57 (aislados 51 y 54; pero no el 58), 61 (59 y 60; pero no el 53 y 64), 74
(19S y 25S; pero no el 37S, 17S y 62). Dentro de los diferentes patrones de bandeo para las
86 bacterias endofitas restantes algunos aislados presentaban un comportamiento similar en
la produccion de compuestos, siendo los patrones 5 y 8 (aislados 21y 13), 10y 11 (4 y 12),
26y 27 (31y 39),58y59 (60y 70),67y69 (56y57),80y81(30Sy28S),84y85(2Sy
32S). El andlisis funcional de la diversidad de las bacterias endofitas con relacion a sus
atributos PCV han permitido la caracterizacion optima dependiendo al papel que desempefian
en la interaccion con la planta y el entorno (Ortega-Acosta et al., 2017).
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14. Conclusiones

La amplia diversidad de bacterias endofitas dentro de una gran variedad de plantas sugiere el
papel elemental que llevan en la fisiologia y funcionamiento de las mismas. Los estudios
muestran lo beneficiosos que resultan las bacterias enddfitas en los cultivos agricolas en
relacion a su crecimiento, desarrollo, rendimiento y adaptabilidad ante el estrés biotico y
abiotico empleando los diversos mecanismos de promocion del crecimiento vegetal. Se
presenta una diversidad de mecanismos. Sin embargo, la contribucion de uno solo puede no
tener una gran relevancia, mientras que multiples mecanismos en una accion sinérgica pueda
lograr marcar una relevancia significativa. Las combinaciones de BPCV utilizadas en un
indculo podrian dar mejores resultados en el desarrollo, rendimiento y adaptabilidad de los
cultivos agricolas. Sin embargo, es necesario seguir realizando mas investigacion sobre las
diversas BPCV que producen efectos sinérgicos y su aplicacion para promover el crecimiento
de las plantas.

Algunos aislados bacterianos producian una alta concentracion de AIA (SILBRi21022, 44 y
2SILBMIi1011*, 9S; lluvias y estiaje) lo cual podria resultar perjudicial para la planta
actuando como un herbicida. Altas concentraciones de AlA se logran en el laboratorio gracias
a la adicién del Trp, pero es poco probable que mencionado aminoacido se encuentre en
grandes cantidades en el suelo o en los exudados de las raices por lo que naturalmente los
niveles de AIA sean menores. Ademas, con bajos niveles del compuesto (SILBMi21076, 35
y 2SIPYMIi10713, 21S; lluvias y estiaje) se puede tener un efecto dptimo en la planta. Se
identificaron aislados bacterianos consumidores del AIA, pudiendo ser una forma de
regulacion del compuesto debido a los efectos positivos y negativos.

El porcentaje de aislados bacterianos enddfitos productores de AIA y solubilizadores de
fosfato concuerda con lo reportado en la literatura. Estos son mecanismos de adaptacion
empleados por diversos microorganismos ante las limitantes y para la interaccion con la
planta que le ayudaran en la supervivencia.

El alto porcentaje de bacterias enddfitas fijadoras de nitrdgeno, nos sugiere que se podria
estar sobreestimando las poblaciones diazotréficas de los tejidos vegetales (micréfila y
rizoforo). Por ello, se debe de considerar el tipo de estudio que se requiera y buscar el método
que se adecue mas al del estudio y agregar nuevas formas de monitoreo.

Debido a que Selaginella lepidophylla presenta una alta acumulacion de trehalosa, conocer
los niveles de trehalosa de las bacterias enddfitas asociadas a esta planta nos permite
relacionarlo con la tolerancia a la desecacion, sugiriendo que la acumulacion de este
disacérido es por parte de la propia planta como de las bacterias endéfitas.
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15. Perspectivas

Identificar molecularmente los aislados bacterianos mediante herramientas
moleculares.

Identificar las vias de biosintesis del AIA en las bacterias enddfitas.

Analizar la relacion de las BPCV con la enzima ACC desaminasa.

Determinar cuantitativamente la solubilizacion de fosfatos inorganico.

Determinar la fijacion bioldgica de nitrogeno por cromatografia de gases mediante el
ensayo de reduccion de acetileno.

Amplificacion de los genes nifH.

Cuantificar el contenido de trehalosa de Selaginella lepidophylla en estado hidratado
y deshidratado y en condiciones libres de endéfitos.

Evaluar la capacidad promotora del crecimiento vegetal de las bacterias endofitas
aisladas de Selaginella lepidophylla en plantas de Arabidopsis thaliana y Solanum
lycopersicum.
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Anexo de tabla
Tabla del aislamiento y caracterizacién de las bacterias enddfitas de Selaginella lepidophylla en estado hidratado y deshidratado
clasificados por patrones de ERIC-PCR.

Tabla del aislamiento y caracterizacion de las bacterias endoéfitas de Selaginella lepidophylla.

AlA (ug/ml)
ConTrp SP FBN Trehalosa
Nombre ERIC-PCR 24h 48h mm +/- pg/ml Fenotipo y tiempo de crecimiento
Azospirillum brasilense Cd Control 935 26.98 - Positivo 2.58 ND
Pseudomonas lutea Control 2.09 0.7 ND ND ND ND
Arthrobacter chlorophenolicus  Control ND ND ND ND 48.77 ND
Lista de cepas aisladas de Selaginella lepidophylla en estado hidratado y deshidratado
SIANMIi1021 Patrén 1 7.89 959 246 Positivo 4.8 Ci-Co-En-A O-P-Com-Cos; 24h
SIANRI1105 Patron 1 6.49 7.14 255 Positivo 6.42 Ci-Co-En-A O/N; 24h
SIANRI210%1 Patron 2 5.33 0.3 - Positivo 18.31 I-EI-Lo/On-T-MC; 72h
SIANRi210%2 Patron 2 5.87 0.05 - Positivo 18.73 I-El-Lo-T-MC; 72h
SILBMi1022 Patron 3 6.83 553 2.52 Positivo 15.52 Ci-Co-En-N-Cr-P; 24h
SILBMi21022 Patron 3 1201 955 263 Positivo ND Ci-Co-En-N-P; 24h
SIANMIi21023 Patron 4 10.16 19.29 2.5 Positivo 12.19 Ci-PI-En-A O-P-Com-De-Cos; 24h
SIANRi1106 Patron 4 0 0 2.19 Negativo 1.41 Ci-PI-En-A CI/T-L-S; 24h
SIANRI1102%6 Patrén 5 0 0 2.36 Positivo 7.71 Ci-Co-En-B/Bg-P; 72h
SIANRI110%4 Patrén 6 0 45.42 - Positivo 1.43 I-Pu-On-B/M-Cos; 24h
SIANRi110%5 Patrén 6 1.33 4445 2.26 Positivo 5.95 Ci-Co-En-A/Bg-Gl-Ag; 72h
SIANRi210%3 Patron 7 0 453 3.51 Positivo 13.79 Ci-Co-En-A O-Cr; 72h
SIANHRI3 Patron 7 46.15 48.29 2.49 Positivo 3.96 Ci-Co-En-A FI-GI; 72h
SIANRI11014 Patr6n 8 0 0 2.73 Positivo 7.63 Ci-Co-En-N/Dz-S; 24h
SIANMI2101 Patrén 9 0 9.04 - Negativo 4.03 Pn-Co-En-A Cl-+P-Cr; 24h
SIANMIi210722 Patrén 10 46.42 51.33 2.87 Positivo 21.25 Ci-Co-En-A O-De-Com; 24h
SIANRI11013 Patron 11 46.75 4956 2.54 Positivo 25.01 Ci-Co-En-A O-Cr-R; 24h
SIANMI1011 Patron 12 46.38 50.58 2.67 Positivo 11.82 Ci-Co-En-A CI-D; 24h
SIANRi10%3.1 Patrén 13 0 37.17 2.47 Negativo 4.72 Ci-Co-En-B/M-Cr-P; 72h
SIANRI11022 Patrén 14 0 0 - Negativo 1.41 Ci-Co-En-M-+P; 24h
SIANRI11012 Patron 15 1.05 4.4 3.29 Positivo 4.86 Ci-Co-En-M-Cr; 24h
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2SILBRiv10™'1
SIANRI110%1
SIANRIi11071
SIANRi11023
SILBMi210%3
SILBRi2101
SILBRIi2102
SILBRIi2104
SILBMi2101
SILBMi21022
SILBMi210%5
SILBMi1101
SILBMi2104
SILBMi110*2
SILBMi2106
SILBMi21022
SILBMi210*1
SILBRIi2103
SIPDAMI10%1

SIPDAMIi1021.1

SIPDAMIi110%2
SIPDAMI11033
SIPDAMI210%4
SIPDARIi1022
SIPDARIi1012
SIPDAHRI16
SIPDAMI1032
SIPDAMI11023
SIPDAMI21022
SIPDAMIi1104
SIPYMi21021
SIPYMi21024
SIPDAMI21021
SIPDAMI21023

Patron 15
Patron 16
Patron 17
Patron 18
Patron 19
Patron 20
Patron 21
Patron 22
Patron 23
Patron 24
Patrén 25
Patron 26
Patron 27
Patrén 28
Patrén 29
Patron 30
Patrén 31
Patrén 32
Patron 33
Patron 34
Patrén 35
Patron 35
Patron 36
Patron 37
Patrén 38
Patron 39
Patron 40
Patron 40
Patron 41
Patron 42
Patron 43
Patron 43
Patron 44
Patron 44

9.3
2.54
3.44

6.11

47.87
16.43
2.08
2.57

0.24
1.39
4.85

1.25

0.91
10.39
0.68

29.1
17.03

3.05
5.59
0.17
0.77

2.48

18.33
25.85
2.49
38.93
7.24
50.02
55.13
16.07
1.96

3.28
8.81

0.03
5.89
32.93
13.68
3.8
3.58
11.16

1.59
2.56
34.34
36.34
6.5
7.83

5.02
10.47
1.22
3.73
3.12

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

ND
0.82
35.75
7.32
2.84
15.62
24.56
2.34
7.86
1.48
2.64
4.29
5.95
5.22
0.67
6.04
11.32
17.22
31.03
2421
3.25
ND

10.18
12.88
3.87
ND
ND
ND

6.52
ND
ND

10.11

Ci-Co-En-Bg-G-V; 24h
I-Pu-On-M-D-R-V; 24h
Ci-Co-En-Bg-Com-De; 24h
Ci-Co-En-B/M-Ag-Com-Gl; 24h
Ci-Co-En-C/N-GI-P; 24h
Ci-Co-En-N/Dz-++P; 24h
Ci-Co-En-N-Ag-Com; 24h
Ci-Co-En-N-R-Com; 24h
Ci-Co-En-N-Cos-G; 24h
Ci-Co-En-Bg-Cr-R-P; 24h
Ci-Co-En-C/Bg-Cr; 24h
Ci-Co-En-A CI-Cos-S; 24h
Ci-Co-En-Bg-Com-De; 24h
Ci-Co-En-M-Cr-P; 24h
Ci-Co-En-Bg/M-++P-Cr; 24h
Ci-Co-En-M-+P; 24h
Ci-Co-En-B-GI-G; 24h
Ci-Co-En-B/T-Cr; 24h
Ci-Co-En-Bg/M-Cr-Gl; 24h
Ci-Co-En-M-Cr-Poca; 48h
Ci-Co-En-A-GI-Cr-An; 48h
Ci-Co-En-A/Bg-GI-G; 48h
Ci-Co-En-B/M-V-An; 48h
Ci-Co-En-B-V-GI-MC; 48h
Ci-Co-En-Bg-V-GI-G-MC; 48h
Ci-Co-En-B-V-Gl; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com-Ag; 48h
Ci-Co-En-N/A O-Gl; 24/48h
Ci-Co-En-B/A O-R-P; 24/48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
Ci-Co-En-A-Com; 48h
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SIPDARIi10*1
SIPDARIi10*3
SIPDARIi1021
SIPDARIi210%1
SIPYRIi110*
SIPYRi11022
SIPYRIi110°1
SIPDARIi210%2
SILPDARIi1021
SIPDAHRI4
SIPYRIi110%6
SILBRi21025
SIPYRi11024
SIPYMi210%4
SIPYRIi110%2
SIPYMil1024
SIPYMi102%4.1
SIPYMi110%4
SIPYMil1104
SIPYMi2103%5
SIPYMi210%6
SIPYRi11022
SIPYMi11013
SIPYMi11033
SIPYMi210*1
SIPYMi21023
SIPYRi11027
SIPYRi11035
SIPYMi21032
SIPYMi21032.1
SIPYRi11032
SIPYRi11022
SILPDAMI101
SIPYRi1105

Patron 45
Patron 46
Patron 47
Patron 48
Patron 49
Patron 49
Patron 49
Patron 49
Patron 49
Patron 50
Patrén 51
Patron 52
Patron 53
Patrén 54
Patrén 55
Patron 56
Patrén 57
Patrén 57
Patron 57
Patron 58
Patrén 59
Patron 60
Patron 61
Patron 61
Patron 61
Patron 61
Patron 62
Patron 62
Patron 63
Patron 63
Patron 64
Patron 65
Patron 65
Patron 66

1.77
17.07
3.05
0.46
0.53
0.11
0.28
0
0
3.07
0
0.58
0
21.03

[eoNeNeNe]

22.35
1.35
141

4.16
13.69
8.82
8.6

o o

31.21
40.57
19.37
2.93
8.92
0

3.77
24.49
6.51
4.22
0
0
0.28
0.32
2.08
0
1.75
10.77
0
49.42
6.16
3.62
3.04
0
46.25
36.55
36.5
1.26
0
52.28
49.69
1.25
6.93
0
37.05
38.84
14.57
13.73
18.43
1.95

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

5.51
ND

15.78
ND
ND
6.12
ND
ND

1351

2.76
0.88

20.01
22.17
1.46
7.25

1.18
2.01
0.003
ND
4.27
7.03
ND
4.31
ND
29.5
1.9
ND
11

Ci-Co-En-A-P-Com; 48h
Ci-Co-En-A-V; 48h
Ci-Co-En-B-S-R-P-Poca; 48h
Ci-Co-En-B-Ag-Rd; 48h
Ci-Co-En-M-P-Com; 24h
Ci-Co-En-M-Com; 24h
Ci-Co-En-M-Rd-Com; 24h
Ci-Co-En-B-Ag-Rd; 48h
I-GI-V; 24h

Ci-Co-En-B-Rd; 48h

Ci-Co-En-M-Cr-Com-Gl; 24/48h

Ci-Co-En-A-P; 24h
Ci-Co-En-A O-R-Co0s-S-P; 24h
PI-En-N-S-L-Puntos; 48h
PI-En-T/N-L-S; 48h
Ci-Co-En-A CI/Bg-P; 48h
Ci-Co-En-A-P; 48h
Ci-Co-En-A-D; 48h
Ci-Co-En-A ClI; 48h
Ci-Co-En-Ng-P-Cr; 48h
Ci-Co-En-Ng-P-R; 48h
Ci-Co-En-T/B-Rd-++P; 24h
Ci-Co-En-A/Bg-GI-P; 48h
Ci-Co-En-A/C-P; 48h
Ci-Co-En-N-Cr; 48h
Ci-Co-En-T/A-P; 24/48h
Ci-Co-En-A/B-P; 48h
Ci-Co-En-A O-Rd-Com; 48h
Ci-Co-En-A-++P-Com; 24/48h
Ci-Co-En-A-++P-Com; 24/48h
Ci-Co-En-A O-P-Rd; 24h
Ci-Co-En-A-R-Com; 24h
Co-En-T-V-GI-Cos; 24h
Ci-Co-En-A/N-P; 48h
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SIPYMi110%2
SIPYMi11021
SIPYMi11023
SIPYMi110*1
SIPYRi110*
SIPYMi21022
SIPYRIi110°1
SIPYMi21021.1
2SILBRi1012*
2SIPYMi1011*
2SIPYMIi1017
SSIPDAMIi1072
SIPYRi11021
SIPYRIi110%4
SIPYRIi11023
SIPDAMI1103*4
SIPYRIi110%4
2SILBMi10*3
SSILBMi1071
2SIPYMi1012*
2SIPYRi1013
2SIPYRIi1011*
2SIPYRIiv1071
2SILBRIi10'1*
2SIANMi1012*
2SIPYRIiv1072
2SILBMi10*4
2SILBMi1012
SSIPYMIi1021
2SIPYRIiv1073
2SIPYRIin10'1
SSIPYRIi107*1
2SIANMI1011*
SSIANRI1012

Patron 67
Patron 68
Patron 69
Patron 70
Patron 71
Patron 72
Patron 73
Patron 74
Patron 74
Patron 74
Patron 74
Patron 74
Patron 75
Patrén 75
Patrén 76
Patron 77
Patrén 78
Patrén 79
Patron 79
Patron 79
Patrén 80
Patron 81
Patron 82
Patrén 83
Patron 84
Patron 85
Patron 86
Patron 87
Patron 87
Patron 87
Patron 87
Patron 87
Patron 88
Patron 89

32.04
35.82
28.41

10.24
1.39

0.82

19.14
11.92

20.48
51.53
19.65

1.29

2.16
5.25

11.52
7.14

4.09

9.74
1.45
18.73
34.92
3291
41.7
41
42.16
26.49
43.63
43.52
17.61
40.38
47.58

6.38
49.16

2.42

2.47

2.32
3.67
2.58

241

N
X X w ! 1 1 1 1 1 1 1 1o
w

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
NC
Positivo
Positivo
NC
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
NC
NC
Positivo
Positivo
Positivo

25.75

19.33
2.45
7.12
0.08
1.84

ND
0.04
ND
ND
ND
11.45
ND
0.4
0.99

0.59
ND
0.32
1.35

0.02
0.02
0.07
ND
13.97
ND
ND
0.03
13.14
ND

Ci-Co-En-A BI-P-Com-V; 24h
Ci-Co-En-A FI-Com; 24h
Ci-Co-En-A CI-Com; 24h
Ci-Co-En-B-Cr-L; 24/48h
Ci-Co-En-B/M-Cr-++P-Gl; 24h
Ci-Co-En-B-P-Com; 24/48h
Ci-Co-En-T/B-++P; 48h
Ci-Co-En-B-Com; 24/48h
Ci-Co-En-B/T-P-Rd; 48h
Ci-Co-En-B-P-Com-D; 24h
Ci-Co-En-M-P-El; 24h
Ci-Co-En-B/T-P++-Gl; 24h
Ci-Co-En-M-R-GI-Ag; 24h
Ci-Co-En-B-P; 24h
Ci-Co-En-B-Com-Cr; 24h
Ci-Co-En-A-P-Com; 48h
Ci-Co-En-B/M-Com; 48h
Ci-Co-En-A-P; 24h

Ci-Co-En; 24/48h
Ci-Co-En-B-P-Com-D; 24h
Ci-Co-En-B-G-S-R-Com-D; 24h
Ci-Co-En-B-P-V-GI-Com-Cr-D; 24h
Ci-Co-En-B-D-R; 24h
Ci-Co-En-A FI-P+++-S-Ag; 48h
Ci-Co-En-B-P-Rd; 24h
Ci-Co-En-B-Cr-V; 24h
Ci-Co-En-B-P-Ag; 24h
Ci-Co-En-B/C-Rd-Ag-P-De-El; 24h
Ci-Co-En-A-Rd-Gl; 24h
Ci-Co-En-B/M-GI-Cr; 24h
I-Co-En-Bg-R-G-GI-Cr; 24h
Ci-Co-En-B-P++-Com-De; 24h
Ci-Co-En-A/N-P-Ag-L; 24h
Ci-Co-En-B-Cos-R-D-V-Gl; 24h
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SSIANMI1071
SSIPDAMI1071
SSIPDAMI10%4
2SIPYMIi10*4
2SIPYMi105
2SIPYMIi1013
2SIPDARIi10%1*
2SIPYMi106
SSIPYMIi1071
SSIPDAMI1073
SSIANMI10%1
2SIANRI1011
SSIANMI1012
2SILBMi1011*
SSILBMi1072
SSILBMi1073
SSIANRI1011
2SIPDARIiv1071
2SIPYRIi1012
SILANMIi1021
SILANMIi1022
SILANRIi1023
SILANMIi1013
SILANRIi1022
SILLBRi1022
SILPYMi1021
SILPYMi1022
SILPYRi11021
SILANRIi1021
SILLBRIi1021
SILPYMi1023
SILPYRi11022
SILPYRIi11023
SILPDAMI10°1

Patrén 90
Patron 90
Patron 91
Patron 92
Patrén 93
Patron 94
Patrén 95
Patrén 96
Patron 96
Patron 97
Patrén 98
Patron 99
Patron 100
Patron 101
Patron 101
Patron 101
Patron 102
Patrén 103
Patron 104
Patron 105
Patrén 106
Patron 106
Patron 107
Patron 107
Patron 107
Patron 107
Patron 107
Patron 107
Patron 108
Patron 109
Patron 110
Patron 110
Patron 110
Patron 110

39.29
5.66
33.61

[N eNoNe]

34.69
1.05

2.69
44.44
1.24
30.31

25.18
2.77

OO OO OOo

1.37
0.33
3.08
0.16

0

46.78
17.22
41.85

11.04
0.71

47.88
23.03
11.7

3.83
50.73
30.02
38.47

45.87
13.15
0.58
15.29
16.02
1.66

4.29
4.09
22.4
3.49
0.35
0.99
0
0.7

2.74
2.37
2.29

2.97
2.96
2.36
2.34

3.18
2.26
2.42

2.31
2.37

2.24

2.31

2.34
2.33

2.23

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
NC
Negativo
Negativo
Positivo
NC
NC
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
NC
Negativo
Negativo
Positivo

18.11
ND
ND
ND
0.42
5.53
ND
ND
15.66
5.32
6.37
ND
19.3
9.3
ND
ND
ND
ND
0.21
1.88
7.56
ND
3.38
1.44
2.67
2.9
0.36
ND
6.1
10.24
ND
ND
ND
0.03

Ci-Co-En-A CI-Rd-P++; 24h
Ci-Co-En-A CI-P+++-L-S; 24h
I-Co-En-Bg-R-GI-V-De-An; 24h
Ci-Co-En-M-P-S-L; 24h
Ci-Co-En-A/N FI-Cr-P+++; 24h
I-Co-En-A FI-EI-Cos-Cr-V-Gl; 24h
Ci-Co-En-B-P-S-L; 48h
Ci-Co-En-Rs-P+++-L-S; 24h
Ci-Co-En-A CI-Rd-De-Com; 24h
Ci-Co-En-A-P+++-Gl; 24h
Ci-Co-En-A FI-P+++-L-S; 24h
Ci-Co-En-A CI-P+++-5-L; 48h
Ci/l-Co-En-B-Cr-V-Gl; 24h
Ci-Co-En-A-G-Rd-Com-De-El; 24h
Ci-Co-En-A-P+++; 24h
Ci-Co-En-A-P-Rd-Com-R-El
Ci-Co-En-B/Bg-P+++-L-S; 24h
Ci-Co-En-B-P-S-L; 24h
Ci-Co-En-M/A-G-V-GI-R; 24h
Ci-Co-En-Bg-P+++-Rd; 24h
Ci-Co-En-N-P+++; 24h
Ci-Co-En-B-Rd-R-Cos-De; 24h
Ci-Co-En-B-P+++; 24h
Ci-Co-En-Bg-Rd; 24h
Ci-Co-En-Bg-Rd-P+; 24h
Ci-Co-En-A-Rd-De; 24h
Ci-Co-En-A-Rd; 24h
Ci-Co-En-A-Rd; 24h
Ci-Co-En-N-P++-S-L; 24h
Ci-Co-En-N-Rd; 24h
Ci-Co-En-B-P+++; 24h
Ci-Co-En-A; 24h

Ci-Co-En-A/N Osc caja-G-V; 24h
I-T centro B-GI-V; 24h
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SILPDAMIi10%2
SILLBMi1021
SILLBMi1022
SIPYRIi110°3
SILPDAMI10%1
SIPDARI21011
99
SILPDARI10%2

Patron 110
Patron 111
Patron 111
Patron 112
Patron 113
Patron 114
NP

NP

0
0
0
0
3.28
0.97

NP
NP

2.18 X
145 237
311 219
2.52 -
12.93 2.46
3.07 X
NP NP
NP NP

NC
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

NC

NP

NP

ND
5.48
0.21

6.6

ND

NP

NP

I-T centro B-GI-V; 24h
Ci-Co-En-N-Rd-De; 24h
Ci-Co-En-Bg-P++; 24h
Ci-Co-En-B-Cr-GI-P; 48h
Ci-Co-En-T centro B-V-Gl; 24h
NC

NP

I-GI-V; 24h

Notas de las abreviaciones de la tabla: NC: No crecid, ND: No determinada, NP: No presente.
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