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“Evaluacion del efecto de Rhodotorula sp. (Rh4) en la germinacion y crecimiento de la

raiz de Zea mays L. y Arabidopsis thaliana”

1 Resumen

Se ha demostrado que hongos y bacterias tienen estrechas relaciones con las plantas
hospederas gue las alojan y que esto permite la promocion del crecimiento de la planta, asi
como la proteccion de plantas patdgenas en los cultivos. La importancia radica en la
asociacion simbidtica que se establece entre las raices de la planta y los microorganismos,
donde estos actlan como fijadores de nitrogeno atmosférico, transportadores de nutrientes y
de agua a la planta, entre otros, ademas algunos juegan un rol muy importante en la
degradacion de plaguicidas usados cominmente en los campos de cultivo, factores que tienen
un gran impacto en la agricultura. Un ejemplo es la levadura Rhodotorula. La levadura
Rhodotorula sp. Rh4 aislada por Tapia 1., et al., 2020 de la planta Arenaria genus que habita
el crater del volcan Xinantécatl ha sido caracterizada como promotora del crecimiento
vegetal (PCV) para Solarum persicum ademas se caracterizO por su capacidad para
solubilizar fosfatos, y tener actividad de xilanasa, quitinasa, celulasa y proteasa.

Ya que no encontramos referencias sobre la capacidad de Rh4 como promotor de
crecimiento de maiz, nos propusimos como objetivo principal en este trabajo, evaluar el
efecto de Rhodotorula en maiz durante su germinacion, en el desarrollo post-germinacion y
en la respuesta hidrotropica. Aunque no se observo un efecto de Rhodotorula Rh4 sobre las
semillas mejorando la germinacion y en las plantulas de maiz en su respuesta el estrés hidrico
pudimos identificar mediante el cultivo de explantes en medio solido, que Rh4 sigue presente
en las plantulas después de 72h de germinacion y después de 24h de su exposicion al reto
hidr6topico. Lo anterior sugiere que hay una relacion simbiotica que pudiera ser de provecho
para el maiz en siguientes etapas de desarrollo.

La contradiccidn observada entre los resultados obtenidos entre plantulas de jitomate
y maiz, nos llevaron a evaluar los efectos de Rh4 en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
Rh4 tuvo un efecto negativo en el desarrollo post-germinacién en la raiz primaria de
A.thaliana al inhibir su crecimiento y modificar la orientacion de su crecimiento evitando el
area del inoculo comparado con el crecimiento vertical normal de las plantulas control. estos
resultados sugieren que diferentes factores como la acidificacion del medio y la produccion
de &cido indol acético tienen efectos distintos que dependen de la especie vegetal en la que
se ponga a prueba Rh4.



2 Introduccion

Desde que los ecosistemas originales naturales fueron transformados en ecosistemas
cultivados, fabricados y explotados por el hombre, la agricultura ha conquistado el mundo y
se ha convertido en el principal factor de transformacion de la ecosfera; ademas, su ganancia
en produccion y productividad ha influenciado respectivamente en el incremento del nimero
de personas Y el desarrollo de grupos sociales que no producen su propio alimento (Mazoyer
M. and Roudart L., 2006). La produccién mundial de alimentos agricolas debe impulsarse para
alimentara una poblacién en crecimiento. Laagriculturasostenible y rentable es un desafio global
que ha atraido cada vez mas atencidén entre los cientificos. La situacién actual ha motivado a los
cientificos a investigar microorganismos que exhiben rasgos promotores del crecimiento
vegetal (PGPM) y explorar las numerosas interacciones mutualistas entre las raices de las
plantas y el microbioma (Fernandez 1., et al., 2020). Los PGPM facilitan el crecimiento
vegetal através de diferentes mecanismos: fijacion de nitrdgeno, produccion de hormonas de
plantas como acido indol-3-acetico (IAA), mejoran la absorcion de nutrientes, solubilizacion
de minerales inorganicos, quelacion de hierro, produccion de amonio (NHs) o competencia
directa con otros microorganismos patogenos (Fernandez 1., et al., 2020). La mayoria de los
PGMP que han sido descritos son bacterias y poca atencién se ha dado a los hongos (con
excepcion de Trichoderma o Micorizae) y menos a los hongos extremofilos (Tapia |I., et al.
2020).

Algunos trabajos han descrito el potencial de las levaduras como PGPM, porque pueden
sintetizar compuestos como IAA, solubilizan fosfato inorganico, excretan sideréforos vy
producen enzimas funcionales con actividad fitopatogena (Tapia I., et al, 2020). Las
levaduras son hongos unicelulares que proliferan principalmente por medios asexuales y
crecen rapidamente en carbohidratos simples, a menudo a través de vias fermentativas vy
respiratorias. Como consecuencia de su preferencia nutricional, las poblaciones de levadura
son generalmente un orden de magnitud més altas en la rizosfera adiferencia que en la mayor
parte del suelo. Una diversa gama de levaduras exhibe caracteristicas promotoras del
crecimiento de las plantas, incluida la inhibicion de patdgenos, produccion de fitohormonas,
solubilizacion de fosfato, oxidacion de N y S, produccidn de siderdforos y la estimulacion de
la colonizacion de raices micorricicas (Amrayn K., et a.l, 2012). Un ejemplo de ello es
Rhodotorula que es una levadura ambiental comln que se encuentra en el aire, el suelo, los
lagos, entre otros, y que demostro promover el crecimiento de plantas de jitomate (Tapia I.,
et al, 2020).

Adicionalmente desde el nacimiento de la actividad agricola probablemente el hombre
tuvo que manejar los dafios provocados por las plagas y las enfermedades. Una manera de
prevenirlos fue mediante el uso de compuestos que afectaban a estas plagas: los plaguicidas
(Fernandez M., 2017). El uso indiscriminado que en el pasado se ha dado a estos compuestos,
ha propiciado que en la actualidad se detecten residuos de estos en el ambiente y se asocien
con riesgo potencial a la salud publica (Castrejon M., et al., 2019). Cuando los plaguicidas
se dispersan en el ambiente, se convierten en contaminantes de los sistemas bidticos y
abioticos, amenazando la existencia de plantas y animales ademas de representar un peligro
para la salud humana (Castrejon M., et al, 2019). Son necesarias tecnologias de remediacion



para removerlos parcial o completamente de la naturaleza, diferentes microorganismos han
sido reportados por tener capacidad de hidrolizar plaguicidas ademas de participar como
promotores de crecimiento vegetal durante su simbiosis con la planta hospedera.

Por ello ademéas de estudiar el efecto de Rhodotorula como promotor de crecimiento en maiz
y A. thaliana, realizamos una serie experimental para ver si Rh4 posee la capacidad de
degradar al paration y pueda ser considerado como un posible biorremediador.

3 Marco te6rico

3.1 Zea mays, cultivo de interés econdmico en el mundo

El maiz, uno de los tres granos basicos que alimentan a la humanidad, tuvo su origen y
diversificacion inicial en las montafias y valles de México por medio de la intervencion de
los antiguos pobladores de este territorio en un proceso coevolutivo que condujo a la
formacion de una de las plantas cultivadas de mayor diversidad genética cuya riqueza ain se
mantiene en este pais, principalmente por los productores del medio rural (Yamakake K.,
2009). El maiz es la forma cultivada del género Zeay los investigadores involucrados en su
estudio han reconocido que el teocintle es su ancestro (Yamakake K., 2009). El género Zea
pertenece ala familia Poaceae que comprende méas de 600 géneros. Zea mays L., es la especie
a la que corresponde el maiz (forma cultivada del género), la cual debido a su estrecha
relacion biologica ha sido agrupada con los teocintles de las subespecies parviglumis y
mexicana. El maiz es una planta de porte robusto y de habito anual.

Esta monocotiledénea anual de variable altura, tamafio y forma puede llegar a medir hasta
cinco metros de altura; lo que dependera de su origen, etapa de desarrollo, finalidad vy
condiciones ambientales de crecimiento (Saenz, M., 2023 y Chaw, S., 2003). El tallo es
cilindrico y sin ramificaciones esta formado por una sucesion de nudos que varia entre 8y
25. Sus hojas nacen en dichos nudos alternadamente en dos filas a lo largo del tallo, pueden
llegar a medir 1.5m de largo y 10cm de ancho, se encuentran abrazadas al tallo mediante la
vaina que envuelve el entrenudo, y sus nervaduras son paralelas y distintivas de las
monocotileddéneas (Yamakake K., 2009 y Martines J, 2019). El maiz es el tercer ceral mas
importante después del arroz y el trigo, el cual se cultiva ampliamente en el mundo y es usado
como un alimento primario en muchos paises en desarrollo. Las practicas de gestion basadas
en la agricultura de conservacidn (labranza minima/cero) son las nuevas tecnologias
emergentes que atraen la atencion en todo el mundo debido a los mayores beneficios
econdmicos, la mejora en la salud del suelo y al ser mas amigables con el medio ambiental
reduciendo los gases de efecto invernadero (Hossain A., et al. 2020).

3.2 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una pequefia planta dicotiledonea con flores de la familia de las
brasicacéas, con un tiempo de generacién corto (cuatro a cinco semanas), la capacidad de
polinizacion cruzada o autopolinizacién, y un ndmero de cromosomas haploides de solo
cinco. Se ha utilizado en una serie de experimentos en genética clasica y bioquimica
(Leutwiler, L., 1984). En diversas investigaciones se ha hecho uso de esta planta ya que tiene
un genoma extraordinariamente pequefio (aproximadamente 7 x 107 pares de nucledtidos) y
poco ADN repetitivo. Esto confirma su potencial como organismo para su uso en la
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experimentacién genética molecular, y proporciona informacion basica como base para tales
estudios (Kornneef, M., 2004 y Leutwiler, L., 1984).

Los rasgos analizados hasta ahora describen importantes caracteristicas adaptativas de las
plantas, como la latencia de las semillas, la floracion y la tolerancia a factores abioticos y
bioticos, y son relevantes en ecologia y fitomejoramiento. Se espera que los métodos v el
conocimiento generados en Arabidopsis thaliana ayuden a acelerar el andlisis de rasgos y
genes similares en otras plantas, incluidas las especies de cultivos silvestres y domesticados
(Kornneef, M., 2004).

Las caracteristicas de Arabidopsis la hacen una buena fuente de estudio ensu interacciéon con
microorganismos de interes biotecnologico, un ejemplo es lo que reporta Pelagio, R. et al
2017 al estudiar el efecto de del hongo Trichoderma atroviride como detonante del
crecimiento temprano de raices laterales en Arabidopsis, reporta que la promocion del
crecimiento de Arabidopsis se observa claramente durante las primeras etapas de la
interaccion y que la acidificacion por T. atroviride juega un papel esencial en la interaccion
Trichoderma-planta. La acidificacion de la rizosfera por T. atroviride puede influir en la
respuesta del desarrollo de la raiz a las auxinas y otras moléculas bioactivas y estimular o
reprimir diferentes procesos de la planta de una manera especifica y dependiendo de las
caracteristicas del suelo (Pelagio, R et al, 2017)

3.3 Microorganismos promotores de crecimiento vegetal y su uso en cultivos de maiz
Diversas investigaciones repetidamente han demostrado que los hongos Y las bacterias tienen
estrechas relaciones con las plantas hospederas que las alojan y que esto permite la
promocion del crecimiento de la planta, asi como la supresion de plantas patdgenas en los
cultivos (Ortiz M., et al., 2014).

Muchas especies de hongos, particularmente los micorrizicos, se encuentran asociados con
la mayoria de las especies de plantas, cominmente se les encuentra en la mayoria de los
ambientes (Caballero J., 2006). Su importancia en la agricultura se fundamenta en la
asociacion simbiédtica que se establece entre las raices de las plantas y los microorganismos,
donde estos actlan como fijadores de nitrégeno atmosférico, transportadores de nutrime ntos
y de agua a la planta, y en la produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal,
factores que tienen un impacto ecoldgico y economico (Diaz A., et al., 2005).

Se han reportado incrementos significativos de biomasa y proteina soluble en las plantas de
maiz cuando se inoculan con hongos micorricicos. También se ha indicado que con la
colonizacién micorricica se ha incrementado el contenido de fosforo foliar, el peso radical y
el rendimiento de grano de maiz (Aguirre J., 2002).

Las plantas son sésiles y han desarrollado diferentes mecanismos que les permiten responder
a los cambios en su entorno (Wang Y., 2020). El crecimiento es fundamental en la vida de
las plantas (Cassab et al., 2013). Uno de estos mecanismos es el crecimiento dirigido de los
organos vegetales lejos de los estimulos ambientales. Las respuestas de las plantas a la
gravedad (gravitropismo) y la luz (fototropismo) se han estudiado ampliamente. El
hidrotropismo es otro mecanismo fundamental en las plantas que facilita que las raices



11

adquieran agua de manera efectiva en el suelo (Wang Y., et al., 2020). En nuestro grupo de
trabajo se ha fenotipificado la respuesta hidrotropica de la raiz de maiz usando un sistema
experimental disefilado con un gradiente de humedad generado por una solucion higroscopica
y un hidroestimulante.

3.4 Sistema de reto hidrotropico en raiz primaria de maiz

Aunado a las evidencias sobre promocion de crecimiento a plantas de maiz por parte de
hongos micorricicos, hay evidencia de que la punta de la raiz del maiz es la mas sensible a
un hidroestimulante y se produce una distribucion asimétrica de IAA en las raices
hidrotropicas antes de que ocurra una flexion de forma inesperada (Wang Y., et al., 2020).

Como reportan Eapen et al. 2015, el sistema de reto hidrotropico de raiz de maiz esta
adaptado del sistema de gradiente de humedad reportado por Takahashi y Scott. Este sistema
consiste de una caja acrilica transparente con tapa, dos hidroestimulantes adaptados a las dos
paredes laterales de la cAmara y carbonato de potasio como una solucion higroscépica en el
fondo de la cdmara (Figura 1.B), y para el sistema control se utiliza agua en el fonde de la
camara (Figura 1.A).

A B
[

K,CO, Solution
25¢m

Figura 1. Representacion esquematica del sistema para analizar la respuesta hidrotrépica de la
raiz primaria de maiz. A) sistema control, en el cual se coloca agua en el fondo de la caja. La
flecha indica la direccién del vector de gravedad y la barra degradada de azul a blanco
ejemplifica el gradiente de humedad de mayor a menor y B) Sistema de reto hidrotropico con
carbonato de potasio (K,COs) para generar el gradiente de humedad en el cual se espera que las
raices crezcan hacia el hidroestimulante (espuma floral, representada con bloques verdes)
(modificado de Eapen et al., 2015).

3.5 Microorganismos degradadores de plaguicidas

La presencia de sustancias humicas, péptidos, azlcares y fenoles de la materia organica en
descomposicion permiten el crecimiento poblacional de organismos autoctonos y que
también es atractiva para otros de fuera o aldctonos, adaptados al cambio en los horizontes
superficiales del suelo. Otras de las adaptaciones de organismos que permiten aprovechar
Optimamente el recurso edafico son las simbiosis, como las asociaciones planta-hongo o
micorrizas, donde es eficiente el consumo de nutrientes minerales del suelo (Ortiz M., et al.,
2014). Los microorganismos del suelo juegan un rol muy importante en la degradacion de
los plaguicidas antes de que alcancen las aguas sub-superficiales (Sandoval F., et al., 2017).
Los plaguicidas son inevitablemente detectados en los suelos y aguas que son elementos
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fundamentales para la productividad primaria de los ecosistemas, de tal manera que muchos
de los elementos biologicos son, frecuentemente y de manera critica, contaminados con
plaguicidas organofosforados y carbamatos, por ello, es muy importante conocer la
interaccion que existe entre los microorganismos, el plaguicida y el suelo (Sanchez E., etal.,
2011, Badii M., et al., 2007).

3.6 Rhodotorula sp.

Rhodotorula es una levadura ambiental comdn que se encuentra en el aire, el suelo, los lagos,
el océano, la leche y el jugo de frutas. Las especies de Rhodotorula, parte del filo
Basidiomiceta, colonizan plantas, humanos Yy otros mamiferos. Rhodotorula produce
colonias de color rosa a rojo y blastoconidias que son unicelulares, sin hifas. Varios autores
describen el aislamiento de este hongo de diferentes ecosistemas, incluidos sitios con
condiciones desfavorables (Wirth F.y Goldani L., 2012).

Tapia 1., et al., 2020 aislaron algunas cepas de levadura de la planta Arenaria genus, que
habita el crater del volcan Xinantécatl, este ecosistema probablemente es una fuente de
microorganismos capaces de mostrar algunos rasgos particulares como la promocion del
crecimiento de las plantas, proteccion a baja temperatura e inhibir el ataque de fitopatdge nos,
entre otros (Tapia I., et al., 2020) algunas cepas de levadura que aislaron demostraron ser
promotoras de crecimiento vegetal, un ejemplo de ellas es la levadura Rhodotorula sp Rh4
que caracterizaron como una cepa psicrotolerante por tener un rango de temperaturas de 3-
37°C siendo 28°C su temperatura optima de crecimiento. Este ecosistema probablemente es
una fuente de microorganismos capaces de mostrar algunos rasgos particulares como la
promocion del crecimiento de las plantas, proteccion a baja temperatura e inhibir el ataque
de fitopatogenos, entre otros (Tapia 1., et al., 2020). Ademas, la cepa de Rhodotorula sp Rh4
ha sido caracterizada en cuanto a su capacidad para solubilizar fosfatos, producir hormona
de crecimiento vegetal &cido indol acético (IAA) y tener actividad de xilanasa, quitinasa,
celulasa y proteasa.

A pesar de que la levadura Rhodotorula fue aislada de plantas del volcan en un ambiente de
bajas temperaturas, ha demostrado tener efecto como microorganismo promotor de
crecimiento vegetal en plantas de chile. Rhodotorula también mejord la germinacion de
semillas de Solanum lycopersicum y estimuld el desarrollo de raices laterales y pelos
radiculares en Nicotiana benthamiana mediante la produccion de IAA. Ademas, se
comprobd su capacidad como biodegradador por tener actividad de proteasa, quitinasa Yy
xilanasa (Tapia I., et al., 2020, Fernandez 1., et al., 2020). Esto habla del gran potencial de
Rh para promover el crecimiento de plantas no relacionadas a la planta de la que se aisld
originalmente, que incluso son de uso comercial o de importancia mundial para la
alimentacion humana y de ganado. Es escasa la informacion sobre el papel de Rh4 en la
germinacion y crecimiento de plantas y nula sobre su efecto en la respuesta hidrotrdpica. Por
ello surge el interés de evaluar el efecto de Rh4 en maiz no s6lo durante su germinacion y
desarrollo post-germinacion, sino también si puede mejorar la respuesta hidrotropica de la
raiz de maiz mejorando su respuesta durante estrés hidrico. A la par de evaluar su potencial
como posible degradador de plaguicidas usados cominmente en cultivos de maiz.



13

4 Justificacion

El agua es vital para la vida y la falta de este recurso en cultivos agricolas trae consigo severas
consecuencias que en muchas ocasiones son irreparables, una consecuencia de este déficit es
el estrés hidrico, que puede llevar ala pérdida total de cultivos (Martinez J., 2019). Los suelos
agricolas experimentan condiciones de sequia severa o deficiencia de agua como resultado
del cambio climatico, afectando conello el crecimiento, desarrollo y rendimiento del cultivo
de maiz y las plantas naturalmente desarrollan estrategias genéticamente reguladas como la
respuesta hidrotropica robusta de la raiz; donde se redirige el crecimiento de la raiz en busca
de fuentes de agua, evadiendo bajos potenciales hidricos (Saenz M., 2023).

Aunque experimentos de nuestro laboratorio han mostrado que Rhodotorula sp. es un
promotor de crecimiento en tomate y chile, su papel como promotor de crecimiento en la
germinacion, desarrollo postgerminacion vy en la respuesta hidrotropica en plantas de maiz
no ha sido estudiado. Uno de los efectos por los cuales Rh4 puede actuar como promotor de
crecimiento vegetal, es influyendo en la respuesta hidrotropica de la raiz que también fue
estuidiado. Es por ello que en un sistema experimental establecido en el laboratorio (Eapen
et al., 2015), evaluaremos si la presencia de la levadura modifica el crecimiento diferencial
de las raices de Zea mays L. en favor de un gradiente de humedad.

5  Hipdtesis

H La cepa de levadura Rhodotorulasp. Rh4 tiene un efecto positivo en el desarrollo de la
raiz de Zea mays L.

6 Objetivos

6.1  Objetivo general
Evaluar el efecto de la cepa de Rhodotorula sp. Rh4 en el desarrollo de la raiz de Zea mays
L.

6.2  Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de Rh4 en la germinacion, el crecimiento y respuesta hidrotropica
de la raiz de Zea mays L.
2. Evaluar el efecto de Rh4 en el desarrollo de Arabidopsis thaliana.
3. ldentificar la capacidad de degradacion de paration metilico por Rh4.
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7. Materiales y métodos

7.1 Microorganismos.

Se usO la cepa de levadura Rhodotorula Rh4, aislada por Tapia-Vazquez, et al., 2020 del
crater del volcan Xinantécatl. Se inicid con un pre-indculo en Caldo Papa Dextrosa (PDB)
incubado a 28°C durante 48h, midiendo Densidad Optica hasta [0.D(600 nm)]=0.4, después
se mantuvo en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y en refrigeracion a 4° C hasta su uso.

Como control positivo para la degradacion de paration metilico se usdé la cepa de
Burkholderia zhejiangensis CEIB s4-3, proporcionada por Dra. Patricia Mussali Galante,
usando Caldo de Triptona de Soya (TSB) y Agar Triptona de Soya (TSA) para su
crecimiento.

Se prepararon gliceroles de ambas cepas, en tubos eppendorf de 1.5mL con glicerol estéril al
50%, para almacenarse a -80° C.

7.2 Curva de crecimiento de Rh4.

A partir de una colonia aislada de Rh4, se prepard un pre-indculo, el cual se mantuvo en
incubacion a 28°C y 150 rpm durante 48h. Con este pre-indculo se prepararon 100mL de
cultivo en PDB de Rh4 y se ajustd a una OD = 0.1 a 600 nm. Enseguida, se repartié en tubos
de cultivo con un volumen de 5mL por tubo. Se dejaron los tubos en incubacion a 28°C y
agitacion de 150rpm, tomando un tubo cada lapso y se midid la OD a 600 nm, con estos
valores se realizd la curva graficando OD (600 nm) vs tiempo.

7.5 Zea mays L.
Se uso la linea de maiz ASH previamente caracterizada por tener respuesta hidrotropica débil.

7.6 Evaluacion del efecto de Rh4 en el crecimiento post-germinacion de la raiz.
Las semillas fueron hidratadas durante 2h, en agua destilada en un matraz con agitacion
constante a 24°C.

Posteriormente, se agregaron 50mL de hipoclorito de sodio al 15%, durante 3 minutos con
agitaciones pausadas y enseguida se desecho el hipoclorito. Después se hicieron 3 enjuagues
con agua destilada estéril, o hasta no percibir olor a cloro.

Previamente se prepararon dos charolas con papel absorbente, cubiertas con aluminio y se
esterilizaron durante 20 minutos a 120°C; estas charolas se usaron para la germinacién de la
semilla., Cada charola fue humedecida con 200mL de agua destilada esteril. Enseguida, en
una charola se colocaron las semillas que fueron inoculadas con colonias de Rh4 crecidas en
medio PDA durante 48h a 28°C; se inocularon en la coleorriza de la semilla, tomando el
indculo del centro de una colonia con un palillo estéril. Mientras que en la otra charola se
colocaron las semillas control, sin inoculo. Se mantuvieron en incubacion durante 72 h
tomando medidas de raiz primaria cada 24 h para ambas charolas. Este proceso se realiz6 por
triplicado utilizando la linea de maiz ASH.
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La evaluacién del crecimiento post-germinacion, se hizo midiendo la longitud de la raiz
primaria, el nimero de raices, y finalmente mediante la obtencion del peso seco de sistema
aéreo y raiz, lo cual se realizd 96 h postgerminacion.

Para la obtencion de peso seco de follaje y raices. El material vegetal se sec6 en un horno a
80°C hasta obtener peso constante.

7.7 Evaluacion de la respuesta hidrotropica de la raiz en presencia y ausencia de Rh4.
Conel fin de evaluar si Rhodotorula tiene efecto sobre la respuesta hidrotropica de la raiz de
maiz se llevo a cabo la metodologia descrita por Martinez J., 2019 modificada de Eapen et
al., 2015, en un sistema experimental diseflado con un gradiente de humedad generado por
una solucion higroscopica y un hidroestimulante. El sistema consta de una caja de acrilico
cerrada (20 x 25 x 10 cm), en la cual se colocan dos blogues de espuma floral [marca Oasis]
que participan como hidroestimulantes (este material tiene la capacidad de absorber hasta 40
veces su peso en agua) a los cuales se anclan las plantulas de maiz, y en el fondo de la caja
se depositan 200mL de una solucion de carbonato de potasio a densidad 1.5 g/cm?, que actua
como agente higroscopico o 400mL de agua como control. Se establecid la siguiente
clasificacion de la respuesta hidrotropica, en base al angulo de curvatura, de la manera
siguiente: Débil (con &ngulos de curvatura entre 10 y 39°), Robusta (crecimiento en direccion
a la fuente de humedad, angulos >40°), o Gravitropica (crecimiento en direccion al vector
de la gravedad, angulos < 9°).

Se usaron plantulas que fueron inoculadas desde semilla antes de germinacion, y otras sin
inocular como control.

7.8 Presencia de Rh4 en las plantulas después de germinacion y de reto hidrotrépico

Para saber si Rhodotorula estaba presente en las plantulas y esto sugeria su participacién
durante la germinacion o el hidrotropismo de la raiz primaria de maiz, se inocularon las raices
de las plantulas provenientes del experimento de evaluacién de la respuesta hidrotrépica en
medio PDA, después de cada proceso.

Se selecciond la raiz de una plantula después de 72 h de germinacion. Se coloc6 en una caja
Petri con medio agar papa dextrosa, después esta misma raiz se esterilizd con 3 lavados de
hipoclorito de sodio NaOCI al 5% durante 3 minutos cada uno, enseguida se realizaron 5
lavados conagua destilada estéril, después se trataron con etanol al 70% durante dos minutos,
seguido de 5 lavados con agua destilada estéril. Para comprobar que el lavado fue eficiente,
esa misma raiz se colocd en otra caja con medio PDA, después se molid la raiz con 500uL
de agua destilada estéril y de esta mezcla se colocaron 6 gotas en otra caja con medio PDA.
Esto también para verificar si Rhodotorula se internaliza en la raiz, o permanece en la
superficie. Esto se realizd por duplicado.

7.9 Pruebas in vitro de desarrollo de la raiz primaria de Zea mays en presencia de Rh4 en
medio semi solido

Con el objetivo de conocer el efecto de Rh4 en la fase inicial del desarrollo de las plantas, se
hicieron pruebas de germinacion y crecimiento de plantulas de maiz (Zea mays L.) y
Arabidopsis thaliana en placas de Petri. La inoculacion se hizo siguiendo los dos modelos



16

experimentales descritos por Tapia I., 2020, uno utilizando cajas cuadradas de 100 X 100 X
15 mm. y otro en cajas de Petri circulares de 80 X 15 mm de diametro con medio MS
(Murashige y Skoog). Para ambas se inoculd Rh4 proveniente de un cultivo liquidos ajustado
a DO 600 nm 0.2. por estriado con asa de platino. En las cajas cuadradas se inoculdé una linea
en la orilla inferior mientras que en las redondas fue de manera circular.

Se dejé crecer Rh4 en el medio MS durante 6 dias a 28°C, posteriormente se realizd la
siembra de semillas previamente desinfectadas y germinadas con raiz primaria de 2mm de
longitud. Para la siembra de la semilla se usaron tubos de cultivo esteriles para perforar el
medio de cultivo y colocar ahi la semilla, se dejaron en incubacion durante 72h a 28°C, con
diferentes angulos de inclinacion.

Lavado de la semillas
Para germinar 24h de
incubacién o hasta

2mm de raiz primaria ’

90° e

35° Incubadas
hasta 3 dias a
28°C

Figura 2. Modelos de inoculacion para Zea mayz L.
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7.10 Evaluacion de la respuesta de Arabidopsis thaliana en presencia de Rh4.
Se hizo el mismo proceso de preparacion de medio MS para evaluar el crecimiento de
Arabidopsis thaliana en presencia de Rh4.

JUJUO

Incubadas
hasta 6
dias a
28°C

90", R 90° 90" R

Semillas embebidas en inoculo
de 0.02 0D

Figura 3. Modelos de inoculacion para evaluar respuesta de Arabidopsis thaliana.

7.11 Toma de evidencias para andlisis de los resultados
Todas las fotos se tomaron con una cdmara de celular Xiaomi Redmi Note 9 de 48 MP, con
zoom de 1x y 1.6x. Como referencia de medida se us6 una regla de 15cmy las fotos a 30 cm
de distancia del objeto de estudio. Las fotos se analizaron en el programa ImageJ
(https//imagej.nih.goV/ij/download.html), usando la regla milimétrica como medida
conocida.

Las fotos del proceso de germinacion, fueron tomadas a las 24, 48, 72 y 96 h en un cuarto
oscuro con luz verde. Mientras que las fotos de las técnicas in vitro se tomaron en una
campana de flujo laminar.

7.3 Plaguicida Metil Paration.
Se usO metil paration (O, O-dimethyl O-4-nitrophenyl phosphorotioate) de grado analitico
con 98% de pureza Ultra Scientific, Analytical Standards, USA.

Las pruebas preliminares se realizaron con un metil paration de la marca comercial El
Matabichos que contiene paration al 2% (peso/vol).

7.4 Evaluar de degradacion de paration metilico en presencia de Rh4.

Se prepar6 medio minimo en cajas de Petri conteniendo paration metilico, a diferentes
concentraciones, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM y 0.5 mM, como Unica fuente de
carbono, después se inoculd la cepa Rh4, en condiciones de esterilidad. Se incubaron a28°C
por 48hr. Detectando la hidrolisis de Paration mediante aparicion de halos amarillos,
indicando la presencia de p-nitrofenol.

Se realizaron pruebas de espectrometria en cultivos liquidos para identificar la degradacién
de paration metilico.
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8. Resultados

8.1 Rhodotorula Rh.
A partir de un cultivo de Rh4 en caja Petri (Figura 1), se selecciond un borde del cultivo para
obtener colonias aisladas utilizando un asa de platino el cual se estri6 en medio PDA vy se
incubd por 48h (Figura 2). De este cultivo se selecciond otra colonia para asegurarnos de
tener un cultivo puro con colonias aisladas (Figura 3). Se seleccioné una colonia para
preparar un pre-inoculo Yy realizar una curva de crecimiento (Figura 4).

Figura 5. Cultivo de Rh4 en medio  Figura 6. Cultivo de Rh4 en medio
de colonias PDA, obtencion de colonias

aisladas.

Figura 4. Cultivo de Rh4 en medio

PDA, proporcionado por Dr. Jorge ~ PDA, obtencion
Folch. aisladas.

8.2 Curva de crecimiento de Rh4.
Desde la OD inicial en el tiempo cero hasta las 5h de cultivo, se mantuvo la fase de latencia.
Desde la hora 5, la levadura entro a la fase exponencial, aumentando su crecimiento hasta
llegar a una OD = 2.407 (a 600 nm) a las 35 h de cultivo (Figura 4), después de 7 dias de

incubacién, adn esta en fase estacionaria.

Curva de crecimiento
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Tiempo (horas)
Figura 7. Curva de crecimiento de Rh4 en medio PDB, cultivo en incubacion a 28°C y

150rpm.
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8.3 Recuento en placa.
Se eligié la OD = 0.4, después de 8 h de incubacion para realizar diluciones dobles seriadas
(Figura 6).

Figura 8. Diluciones dobles seriadas de Rhodotorula sp Rh4 en medio PDA, con incubacion
a 28°C durante 48h. A) control, B) dilucion 1:400, C) dilucién 1:800, D) dilucién 1:1600, E)
dilucion 1:3200, F) dilucion 1:6400.

8.5 Efecto post-germinacion:
Debido a la poca disponibilidad de material bioldgico, se optd por trabajar Unicamente con
la linea de maiz ASH hidrotropicamente débil. Se pusieron a germinar 50 semillas de maiz
inoculadas por contacto con una colonia de Rh4 en una charola y en otra charola el control
sin inoculo. Esto se realizd por triplicado.

No se ve efecto de Rh4 sobre las semillas durante los primeros dias de germinacion. A las
72h, hay un cambio observable en el crecimiento de la radicula; sin embargo, el porcentaje
de germinacion fue de 75% para ambos tratamientos.
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Control Inéculo Rh4

Figura 9. Semillas de maiz de la linea ASH. A) 24h de germinacion. B), 48h de germinacién
C), 72h de germinacién D), y 96 h de germinacion, mostrando en la primera columna el
control y en la segunda las semillas inoculadas con Rh4.

A las 97 h se sacaron las raices de germinacion, tanto el control como las inoculadas con
Rh4, y se tomaron fotografias para medir longitud de raiz primaria, numero de raices
embrionarias Y raices adventicias, ademas de medir peso fresco. Esto se realizd en cada una
de las raices y en cada réplica. Enseguida, las raices se colocaron en un horno a 80°C por
72hr para obtener peso seco hasta peso constante. Este estudio se hizo por triplicado.
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Control

Figura 10. Semillas de maiz de la linea ASH a las 96h de germinacion. A cada raiz se midid
longitud de raiz primaria, nimero de raices embrionarias Yy laterales, asi como el peso fresco
Y Peso seco.
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La Figura 10 muestra las evidencias de la primera réplica del experimento. Notando el
fenotipo de las raices se observa que no hay diferencias significativas entre las raices
inoculadas y las raices control, este comportamiento se conserva en las tres réplicas.

8.6 Evaluacion de la respuesta hidrotropica de raiz en presencia y ausencia de Rh4.

Con el objetivo de conocer el efecto de Rhodotorula Rh4 sobre la respuesta hidrotrépica de
la raiz de maiz se uso el sistema experimental de reto hidrotropico, se trabajé con 6 cajas
enlistadas en la siguiente tabla:

Tabla 1. Etiquetado de cajas acrilicas usadas para el sistema de reto

Numeracion de cada plantula
ASH C H.0 1,234
Sistema control ASH C K2COs3 56,7,8
ASH R K2COs3 9,10,11,12
Sistema con pléantulas ASH1 R K2COs3 13, 14, 15, 16
inoculadas. ASH R H20 17,18, 19, 20
ASH1 R H>0O 21,22,23,24

Este analisis se realizd por triplicado, obteniendo resultados muy similares en todas las
réplicas.

Comparando el sistema con agua sin indculo v el sistema con agua y Rh4, se aprecian algunas
diferencias entre la longitud de la raiz primaria y la longitud de algunas raices adventicias.
Rhodotorula favorece el crecimiento de raices adventicias lo que nos indica un efecto en la
anatomia de la planta. Recordando que ésta es una linea de maiz caracterizada como de
respuesta hidrotropica debil y viendo su respuesta en el sistema de reto con carbonato de
potasio, se comprueba que durante el crecimiento de la raiz no se genera un angulo de
curvatura en favor de la fuente de agua al contrario se limita su crecimiento. Mientras que en
las raices en presencia de Rh4 que también fueron expuestas aestrés hidrico con el carbonato
de potasio se puede observar mayor longitud de la raiz primaria en algunas plantulas.
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Sistema control (H20) sin in6culo Sistema control (H,O) con Rh4

i

Sistema de reto (K2COs) sin indculo

Figura 11. Respuesta hidrotropica de plantulas
de maiz de la linea ASH, caracterizadas como
débil hidrotrépicamente. Se colocaron en el
sistema de reto con indculo de Rh4 que se
coloc6 después de la germinacion, las
plantulas control son sin indculo.
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8.7 Recuperacion de Rh4 de las plantulas después de la germinacion y del reto hidrotrépico.
Las plantulas de maiz se colocaron sobre medio PDA con el objetivo de verificar que Rh4 se
pueda recuperar de las plantulas tanto después de la germinacion como después del reto
hidrotropico. Todas las plantulas seleccionadas fueron inoculadas al inicio de la germinacién
con Rh4. Las cajas se nombraron desde R1 hasta R6, que corresponden a: R1= medio PDA
donde se puso en contacto una plantula después de 72h de germinacion; R2= medio PDA
donde se puso en contacto la misma plantula después de un lavado de tres minutos con NaOCI
al 5%, tres enjuagues con agua destilada, dos minutos con etanol al 70% y tres enjuagues con
agua destilada; R3= medio con 6 gotas de 20 pL cada una de la misma plantula triturada
durante 30s con 500uL de agua destilada estéril; R4= medio PDA donde se pusieron en
contacto dos plantulas seleccionadas provenientes del sistema de reto, una del control (con
agua) y la otra con K2COg3; R5= las mismas plantulas lavadas como se explica en R2 y
colocadas sobre el medio; R6= gotas de cada una de las plantulas trituradas como en R3 'y
colocadas en el medio. Las cajas se incubaron durante 72h a 28°C. Este proceso se realizo
por duplicado.

En todas las cajas se puede observar la aparicion de bacterias, cuyo origen se desconoce,
estas aparecieron desde las 24 h de incubacién, mientras que Rh4 no se observa; sin embargo,
alas 72 h ya se observa la presencia de colonias de Rh4. En R1 se observa que predomina el
crecimiento de colonias color beige brillante con textura viscosa de borde ondular y hay la
presencia de un pequefio barrido de colonias color rosa brillante que sugieren ser
Rhodotorula. En R2 se observa la presencia de colonias beige de diferentes diametros ademas
pocas colonias rosas a pesar de haberse realizado el lavado de la raiz. En R3 se ve el
crecimiento que se obtuvo de los goteos de la raiz triturada con agua destilada estéril y se
observan colonias rosas dentro de un halo de crecimiento color beige. No se puede asegurar
que estas colonias correspondan a colonias internas en la raiz, pero se hace la propuesta de
gue sean enddfitas debido a que es mayor la presencia de Rh4 en los goteos del triturado a
las obtenidas después del lavado de las raices.

En los medios inoculados con las raices que se obtuvieron del sistema de reto (Figura 21.
R4), se puede observar presencia de Rh4 de las raices que estuvieron en el sistema con KCOs
y las que estuvieron en agua, aunque el crecimiento de Rh4 es mayor en las de carbonato,
obteniendo lo mismo para R5 y R6, aunque de la misma forma se siguen observando estas
colonias después de los lavados de la raiz, se ven menos colonias que después del triturado
de la raiz, lo cual podria sugerir que Rh4 esta internalizindose en la raiz de maiz.
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Figura 12. Plaqueo de las raices obtenidas después de germinacién y de sistema de reto
hidrotropico. R1= plantula después de 72h de germinacion; R2= la misma plantula después
de un lavado de tres minutos con NaOCI 5% ; R3= 6 gotas de 20pL cada una de la misma
plantula triturada durante 30s con 500l de agua destilada estéril; R4=se seleccionaron dos
plantulas que estuvieron en el sistema de reto, una como control (con agua) y la otra con
K2CO3y se colocaron sobre medio; R5= se realizd el lavado como se explica en R2 y se
colocaron las plantulas sobre el medio; R6=cada plantula se trituro como en R3 y las gotas
se colocaron en el medio. Todas las cajas son de medio PDA y se dejaron en incubacion
durante 72h a 28°C. este proceso se realizd por duplicado.
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8.8 Evaluacién del desarrollo de la raiz primaria de Zea mays L. en presencia de Rh4 en

medio semi solido en diferentes angulos.
En cada caja de Petri se colocé una semilla de maiz con raiz primaria de 2mm para evaluar
el crecimiento postgerminacion. En las cajas cuadradas se coloco la semilla en un extremo
de la caja que ya tenia el indculo en el extremo opuesto de la semilla, mientras que en las
cajas redondas se coloco la semilla en el centro de la caja y el in6culo a manera de circulo
rodeando la semilla. Las cajas de prueba ya tenian un indculo de 6 dias de Rh4, las control
se manejaron sin indculo. Seis cajas cuadradas (tres controles y tres prueba) se colocaron a
35° de inclinacion, otras seis se colocaron a 90° de inclinacién y las 6 cajas redondas se
colocaron sin inclinacion, esto se realizd por triplicado.

En este modelo in vitro es dificil observar un cambio entre el crecimiento de las plantulas en
presencia del indculo debido al tamafio de las semillas y la rapidez de crecimiento de la raiz
primaria; ademas de que el crecimiento de todas las plantulas es muy variado adn en el
control. Como ejemplo, algunas semillas colocadas a 90° de inclinacion (Figura 24) se caen
del sistema desde el primer dia.
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Semillade maizcon2mm
de raiz primaria

Medio MS
edio despuésdebde
incubaddna 28°C

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 13. Prueba de germinacién de Zea mayz L. 1A, 2A, 3A) Control negativo; 1B, 2B, 3B) Medio
con indculo de Rh4 en la orilla inferior. Se mantuvieron en oscuridad y 28°C con 35° de inclinacion
durante 72h.



29

' Semilla de maiz con 2mm

Medio MS de raiz primaria

N— Inéculo de Rh4,
después de 6 de
incubacion a 28°C

4

24 h

Figura 14. Prueba de desarrollo de raiz primaria de Zea mays L. 1A, 2A, 3A) Control negativo; 1B,
2B, 3B) Medio con inoculo de Rh4 en la orilla inferior. Se mantuvieron en oscuridad, 28°C y a 90° de
inclinacion durante 72h
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Indculo de Rh4,
' después de 6 de

Medio MS
— j incubacion a 28°C_

Semilla de maiz con
2mm de raiz primaria

Figura 15. Prueba de desarrollo de raiz primaria de Zea mays L. 1A, 2A, 3A) Control negativo; 1B,
2B, 3B) Medio con inoculo de Rh4. Se mantuvieron en oscuridad, 28°C y sin inclinacién durante 72h
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8.9 Evaluacién del desarrollo de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana en presencia de

Rh4 en medio semi solido
En las pruebas A y B (Figura 16) para cada caja de Petri se colocaron 10 semillas de
Arabidopsis thaliana, el modelo B con semillas embebidas en un preinéculo de 0.020D y
para el C se colocaron plantulas con raiz primaria de 2cm para evaluar germinacion y el
crecimiento postgerminacion. En las cajas cuadradas se colocaron las semillas en un extremo
de la caja y el indculo en el extremo opuesto. Las cajas prueba ya tenian un indculo de 6 dias
de Rh4, las control se manejaron sin indculo. Se colocaron a 90° de inclinacion.

En este modelo in vitro se puede observar la inhibicién de crecimiento para A. thaliana en el
modelo Ay C donde se observd como las raices primarias de las plantulas en presencia de
Rh4 formaron un angulo de curvatura evitando el indculo; ademas, su longitud es menor en
comparacion con el control. Para el modelo B se observa la inhibicion de crecimiento para
las semillas embebidas en Rh4.

N

VREARBRELLE

A

Figura 16. Semillas de Arabidopsis thaliana, primer fila controles y segunda fila inculo de Rh4,
sembradas sobre medio MS. A) Plantulas después de 6 dias de germinacion con indculo en el extremo
opuesto de las semillas. B) Semillas embebidas con preindculo de Rh4 ajustado a 0.020D. C) Plantulas

colocadas 2 dias post-germinacion con indculo de Rh4 en el extremo opuesto a las semillas.
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8.4 Metil paration.

Debido ala dificultad para encontrar el Metil Paration de grado analitico con 98% de pureza,
se optd por usar Paration Metilico comercial con una concentracion de 2%. Hasta los 4 dias
de incubacion a28°C, se ve muy poco crecimiento de la cepa Rh4 en las diferentes cajas con
concentraciones diferentes del agroquimico, al igual que en el medio minimo. Mientras que
se observa buen crecimiento por parte de la cepa en PDA usado como control de crecimie nto

(Figura 17).
BO
| .
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Figura 17. Estriado de la cepa de Rh4 en medio de cultivo. A) control, medio PDA; B) medio
minimo; C) medio minimo adicionado con metil paration 0.1 mM; D) mm + metil paration
0.2 mM, E) mm + metil paration 0.4 mM y F) mm + metil paration 0.5 mM.

El Dr. Alexis Jovani Rodriguez del Centro de Investigacion en Biotecnologia nos
proporciond 500pL de una dilucion de metil paration con concentracion de 20 mg/mL, los
cuales fueron usados para preparar medio minimo conteniendo metil paration a diferentes
concentraciones (1mM, 0.5mM, 0.2mM).

También se prepar6é medio minimo con metil paration comercial “El Matabichos” con una
concentracion del 2% de metil paration, para comparar el efecto de la cepa control y de
Rhodotorula con este agroquimico en estas dos diferentes presentaciones. La preparacion de
medio minimo con “El Matabichos” se realizd a las mismas concentraciones que con el
paration grado reactivo, 0.2, 0.5y 1.0 mM.
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Se usaron como control negativo de crecimiento de las cepas medio minimo sin fuente de
carbono y como control positivo medios ricos PDA'y TSA para Rhodotorula y Burkholderia,

respectivamente.

Para el inoculo, a partir de un pre-inoculo de 0.4 OD a 600 nm, para ambas cepas Se
prepararon diluciones seriadas en base 10 (10°, 10-1, 102,103,104, 10°) y se inocularon en

los medios antes descritos por goteo.

Figura 18. Inoculacion por goteo de las cepas de
Burkholderia, A) Medio minimo, B) Medio rico
TSA; C), E), G) Medio minimo mas metil
paration, a diferentes concentraciones 0.2 mM,
0.5 mM y 1.0 mM respectivamente. D-H) Medio
minimo mas metil paration ElI Matabichos a
diferentes concentraciones de metil paration
0.2mM, 0.5mM y 1.0 mM, respectivamente.

Figura 19. Inoculacion por goteo de las cepas
Rhodotorulaa, A) Medio minimo, B) Medio rico TSA;
C), E), G) Medio minimo mas metil paration, a
diferentes concentraciones 0.2 mM, 0.5 mM y 1.0 mM
respectivamente. D-H) Medio minimo mas metil
paration ElI Matabichos a diferentes concentraciones
de metil paration 0.2 mM, 0.5 mM y 1.0 mM,
respectivamente.
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El preinoculo se hizo en medio rico para ambas cepas, eso sugiere el crecimiento de ellos ain
en medio minimo, pero no se observa degradacion de paration en ningin caso. Se observa
también como disminuye el crecimiento de la bacteria y la levadura a medida que aumenta
la concentracion del paration.

9. Discusion

En este trabajo se hipotetizd que Rhodotorula tendria un efecto positivo en el desarrollo de
la raiz primaria de maiz, se trabajoé sobre el objetivo de evaluar el efecto de la levadura
Rhodotorula sp Rh4 como promotor de crecimiento en maiz, se evalud su efecto desde la
germinacion, desarrollo postgerminacion y efecto sobre la respuesta hidrotropica de la linea
de maiz ASH con un fenotipo reportado de respuesta hidrotrépica débil, esto se realizd con
la metodologia que se establecid en el laboratorio para el maiz, y segin los resultados Rh4
no tiene un efecto positivo en las etapas evaluadas, ya que no hay diferencias con los
resultados en el control pero se comprobd que la cepa sigue presente en la plantula después
de 72h de germinacion y 24h de reto hidrotropico sin afectar el desarrollo de la planta, lo que
sugiere una interaccidn planta-microorganismo que pueda ser de provecho para la planta en
etapas posteriores de crecimiento.

Se planted analizar el efecto de la germinacion y desarrollo de la raiz primaria in vitro, con
las condiciones ideales para el microorganismo teniendo el punto de referencia el trabajo de
Tapia 1., et al., 2020 y de igual forma no se observa promocioén de crecimiento para la linea
de maiz. A diferencia de lo que reporta Tapia I., et al., 2020, donde es clara la promocion de
germinacion y crecimiento por parte de Rh4 en plantas de jitomate ya que desde el inicio
mejora la germinacion de las semillas. Llama la atencion este resultado diferente entre Zea
mays L. y Solanum lycopersicum, una de las diferencias entre estas dos plantas es que la
primera es una planta monocotiledénea mientras que jitomate esdicotileddénea, posiblemente
esto sea la razén de los efectos desiguales. Por ello se propuso usar a A. thaliana, al ser una
planta dicotiledénea ademéas de ser considerada como una planta modelo importante en el
estudio de interacciones planta-microorganismo (Poveda J., 2022), el efecto que Rh4 pueda
tener sobre su crecimiento sugiere una mejor comparacidn con el efecto reportado en
jitomate. El estudio in vitro mostré resultados muy interesantes; las semillas embebidas en
Rh4 germinaron y después se inhibid su crecimiento (Figura 16B), en el caso de las semillas
que se colocaron en el medio semisélido conel indculo previo de Rh4 (Figura 16A), despues
de la emergencia de la raiz primaria se modifico la direccion de crecimiento de esta, mientras
que en el control se conserva la direccion vertical con raices mas largas, lo mismo sucedio
con las plantulas colocadas en el medio semis6lido con un inoculo previo de Rh4 (Figura
16C), las raices primarias modificaron su direccién de crecimiento y se observa mayor
emergencia de raices laterales, mientras que en el control la raiz primaria sigue su crecimiento
en direccion vertical. Este resultado difiere del obtenido por Tapia 1., et al., 2020 en semillas
de jitomate ya que no s6lo no promueve el desarrollo de la raiz de A. thaliana sino que inhibe
su crecimiento. En 2017 Pelagio et al reportan su trabajo con un microorganismo altamente
estudiado en la interaccién con las plantas y que ademéas ha comprobado ser promotor de
crecimiento vegetal, Trichoderma atroviride. Ellos demuestran que T. atroviride y su
acidificacion gradual del medio juega un rol esencial en la interaccion planta-
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microorganismo, sus resultados sugieren que el pH podria ser detectado por las raices para
activar una cascada de sefializacion que modula el crecimiento de la raiz y su orientacion, y
posiblemente, para activar la iniciacion de la raiz lateral, sus resultados ademas indican que
las plantas pueden sentir los cambios graduales en el pH 'y ajustar el crecimiento de sus raices
para escapar de condiciones fuertemente &cidas. Este resultado podria explicar el efecto de
Rh4 sobre Arabidopsis, aunque no se sabe si Rh4 esta acidificando el medio, pero se ve una
clara inhibicion de crecimiento y modificacion de la direccion de crecimiento de la raiz
primaria.

Los mecanismos de degradacion de compuestos organofosforados han sido muy estudiados
debido a la necesidad de cultivos limpios que no afecten la salud humana, entre estos
mecanismos resaltan la hidrolisis de estos compuestos por parte de microorganismos. Segun
lo reportado por Castrejon (2019), se conoce de muchos microorganismos que degradan
paration metilico, un ejemplo es Burkholderia zhejiangensis CEIB S4-3, que es capaz de
degradar metil paration en medio liquido en 1h. Esta cepa fue usada como nuestro control de
degradacion, pero debido a que se us6 medio solido no fue posible observar la degradacién
de paration por esta cepa, pasé lo mismo con las pruebas para Rh4 donde se observa el
crecimiento de ambas cepas en todas las concentraciones de paration metilico puestas a
prueba, igual que en todas las concentraciones de indculo usadas para ambas cepas,
sugiriendo que estan usando el paration como fuente de carbono; sin embargo, no se logra
apreciar el halo de degradacion del paration.

10. Conclusiones
- Evaluando el efecto de la inoculacion de Rhodotorula sp Rh4 en la germinacién de semillas
de maiz, se comprobd que no hay efecto por parte de Rh4 al no haber diferencias
significativas en las medias de longitud de raiz primaria, nimero de raices secundarias y peso
seco de raiz primaria y parte aérea.

- En el sistema de reto hidrotropico, Rh4 no demostrd ser promotor de crecimiento vegetal
en maiz ya que no se ven diferencias significativas en la respuesta hidrotropica de la raiz de
Zea mays L.

-Rh4 se mantiene en las raices después de 72h de germinacion y después de 24h en el sistema
de reto hidrotrépico, comprobando la simbiosis entre planta-microorganismo.

- Rhodotorula tiene efecto sobre semillas y plantulas de Arabidopsis thaliana. Con el analisis
desarrollado en el laboratorio, se obtuvo un efecto negativo, ya que Rh4 inhibe el desarrollo
de la raiz primaria y modifica su direccién de crecimiento.

- No se puede asegurar que Rhodotorula sp Rh4 esté degradando paration metilico en medio
solido, se observo que lo usa como fuente de carbono, aunque no se detecto la presencia de
P-nitrofenol.

11. Perspectivas del proyecto
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Asislar los microorganismos presentes en suelos de cultivo de maiz, también de sus
raices y otros tejidos, y evaluar si su presencia tiene algin efecto positivo en la
respuesta hidrotrépica de la raiz primaria de lineas de maiz con fenotipo de respuesta
débil.

Realizar una prueba de acidificacion del medio MS por parte de Rhodotorula, a la
par, caracterizar los compuestos o metabolitos de Rh4 que puedan estar inhibiendo o
promoviendo el crecimiento en plantas de interés agricola y biotecnolégico, como
Zea mays y Arabidopsis thaliana.

Poveda J., 2022 reporta un sistema llamado AtCube descrito como libre de
contaminacién, completamente  controlado, autosuficiente,  reproducible 'y
estandarizado para ver el efecto de la interaccion de Arabidopsis con patogenos.
Todas estas caracteristicas hacen el sistema AtCube una metodologia que facilita
considerablemente la estandarizacion y reproducibilidad de los ensayos de infeccidn
de racies de A. thaliana (Poveda J., 2022). Usar el sistema AtCube para ver la
interaccion entre Arabidopsis y Rhodotorula después de mas dias de crecimiento de
la plantula.
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GKBXUgSZ9hWM3sdrXb8aWMs8jgdw2rCerY UWMOM/eE0OYtSdq6u30+pB87yew==

JOSE DE JESUS ARELLANO GARCIA | Fecha:2023-06-14 18:14:12 | Firmante
aljsPdxv8wATanNf+DW4B+z7XVzMnRB1urptiCHgaxujGOBA/I9QXBxP5qGp1HhfpGYcczym9UvGZ3UxyymuQPGs/DCYccQwow7YBNGQIVCQ/MN7xXF7qUipXNtnb4mFGCnGr
KRUQMXGV9vrfliHNmqipZBNUJjjX9jWtj/raf2TiE28yEbuuMO03i+upylraRO0OmMOPD/s1dyKPTq3TR1paYCx/CO1SU+KPRIaFbJO+IVYhmdfgBO9//73K/UmYa9tA3w7MZRRyzzhXwp
SaEqgUxR+MXnx5DZ/OqvBfPi7lli+/q7zTpB+gx3vidpcafWxNeUTFmfCQhIY6311vwBNOZw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

mXiAnBljs

https://efirma.uaem. mx/noRepudlo/YepAUIGMEZmUEKU|Ht4Dchln4UIxnf7

Una unlv



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/YepAUI6MEZmUEKuiHt4DQyc1n4Ulxnf7

