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RESUMEN

La familia Orchidaceae cuenta con alrededor de 25,000 especies reconocidas, su extremada
especializacién y su relevancia en procesos biologicos hace dificil su propagacion. Stanhopea
tigrina es una orquidea endémica mexicana de gran valor cultural y se encuentra reportada en
la norma ecolégica NOM-059-SEMARNAT-2010 como una especie amenazada. La
identificacion de bacterias asociadas a esta orquidea con la capacidad de producir
fitohormonas, giberelinas, capaces de promover el crecimiento vegetal puede ser un excelente
método para ayudar a revertir el estado de amenaza en el que se encuentra esta especie. En
este estudio se recolectaron 3 plantas y una flor de Stanhopea tigrina de la Reserva “Jardin
Botanico Xoxotic” (Cuetzalan, Puebla, México) y se aislaron bacterias enddfitas, epifitas y
rizosféricas de diferentes tejidos de la planta empleando los medios Luria-Bertani (LB), medio
nutritivo (NUT) y medio minimo enriquecido (MM) con la finalidad de recuperar el mayor
nimero de bacterias. Obtuvimos un total de 1024 aislados bacterianos recuperados de
rizosfera, raiz, hoja, pseudobulbo y flor. Se observo que el tejido con una mayor abundancia
bacteriana fue el psuedobulbo, seguido por la raiz y la hoja. Al analizar la distribucién de los
aislados, identificamos el mismo numero de epifitos y endofitos en hoja y pseudobulbo,
mientras que en la flor se encontraron 3 veces mas epifitos que enddfitos. Se evalud
cualitativamente la capacidad de estos aislados para producir giberelinas y se obtuvieron 18
aislados positivos a la Técnica de Candau cuya produccion de GA3 y GA4 se determind por
HPLC-UV, se analizaron los cromatogramas obtenidos y se determinaron 8 aislados
bacterianos como los mejores productores de GA3 y GA4, a los que posteriormente se probd
su capacidad de promocion de crecimiento vegetal en un hibrido simple de Maiz var.
Legendario en condiciones de invernadero y camara de crecimiento, en ambas condiciones se
monitoreo el experimento hasta el estado vegetativo V4, se sacrificaron las plantas para medir
parametros como: longitud, peso fresco y peso seco de parte aérea y raiz. Por medio de un
andlisis estadistico se obtuvo que los aislados 42, 56, 79, 350 y 713 tienen un efecto de
elongacion de la parte aérea en las plantas de maiz en los primeros estadios vegetativos, sin
embargo este efecto se pierde a partir del estadio V3. Finalmente se amplifico el gen 16s para
determinar el género los aislados bacterianos que mostraron un efecto temprano de promocion
de crecimiento vegetal los aislados se identificaron como: 42 Pseudomonas fluorescens, 56
Lelliottia amnigena, 79 Pseudomonas synxantha y 713 Strenotrophormonas maltophila. Para
el aislado 350 de acuerdo a sus caracteristicas macro y microscopica se sugiere que pertenece
al género Bacillus.
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1. INTRODUCCION

Las orquideas pertenecen a la familia mas extensa de plantas angiospermas y se estima que
comprende alrededor de 20,000 a 35,000 especies y cinco subfamilias (Dixon et al., 2003). El
7% de las plantas con flores son orquideas lo cual las convierte en la familia botanica mas
extensa. Estas plantas se distribuyen en todos los continentes e incluso en algunas islas de la
Antartica, pero su mayor diversidad se concentra en las regiones tropicales, siendo
particularmente dominantes en habitats con pocos nutrientes. Dependiendo del lugar donde
crecen estas plantas presentan diferentes habitats: terrestres, litofitas, epifitas, semiacuaticas
y subterraneas, aunque mas de la mitad de las especies son epifitas. Las orquideas constituyen
una familia de plantas muy evolucionadas desde el punto de vista botanico debido a las
modificaciones de sus estructuras vegetativas y florales, asi como a los mecanismo de
polinizacién altamente especializados que emplea (Escamilla & Flores, 2007). Su ciclo vital
es complejo y puede asociarse con especies de hongos y polinizadores especificos. Es por esto
que las orquideas ofrecen una excelente oportunidad para el estudio de las interacciones entre
plantas, microorganismos y animales. Por otro lado, las orquideas son extremadamente
sensibles a los cambios ambientales, por lo que pueden emplearse como indicadores de la
salud de algin hébitat.

La palabra “orquidea” apareci6 por primera vez en un manuscrito del filésofo griego
Therphrastus (371-285 a.C.) y significa “testiculo” que hace alusion a los speudobulbos de
algunas especies (Freuler, 2007). La clasificacion de la familia es compleja por su gran
tamarfio, preferencia por habitats tropicales, la rareza de muchas de las especies, el intenso
interés horticola, y demasiada confianza en la morfologia floral.

Las orquideas son una de las plantas mas atractivas y han sido apreciadas desde la antigiiedad.
En Grecia se les atribuian propiedades curativas y afrodisiacas. Los mexicas y mayas
enriquecian una bebida espesa a base de cacao con la vainilla obtenida de la orquidea Vanilla
planifolia. Estas plantas poseen una considerable importancia econémica, en especial en
horticultura y floristeria, pero también en la industria farmacéutica y de las esencias. Sin
embargo, la sobre explotacion, la pérdida y fragmentacion del habitat, el desajuste en las
conexiones ecoldgicas con los polinizadores, asi como la introduccion de plagas y
enfermedades amenazan a la poblacion de orquideas a nivel mundial (Swarts & Dixon, 2009).
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1.1  Morfologia de las Orquideas

Las orquideas se componen de las siguientes partes estructurales: flor, pseudobulbo, tallo,
hojas y raices. Esta organizacion particular hace de la orquidea una planta muy llamativa a la
vista por sus espectaculares flores que tienen gran variedad de colores y formas, ademas de su
caracteristico aroma. A continuacion se presentan algunas de las caracteristicas que presentan
las diferentes estructuras de esta familia de plantas.

1.1.1 Flor

Las flores estan altamente especializadas en relacién a sus polinizadores. En las orquideas,
las flores presentan simetria bilateral, zigomorfa y cuentan con las siguientes estructuras, las
cuales se muestran en la figura 1: tres sepalos, tres pétalos y el pétalo de en medio o labelo
que sirve para que se posen los insectos (Freuler, 2007), contribuyendo asi a la polinizacion
de la planta. Los sépalos forman un circulo exterior en la flor y sirven de caliz, siendo los que
se observan en el botdn floral. Estos pueden ser distintos en forma y tamafio a los pétalos. Los
sépalos también pueden ser similares o distintos entre si e incluso pueden presentar colores
mas vistosos que los pétalos. El labelo es la parte més atractiva de la flor ya que presenta una
enorme cantidad de formas y colores, caracteristica Unica en todo el reino vegetal y la méas
distintiva delas orquideas, actuando como atractivo, indicador y plataforma para los
polinizadores.

Pétailo — \:L,ﬂ%lﬁ"-r‘\ &/ e e — Pétalo
- - r\‘ A . -

Sépalo

Sépalo

Columna Labala

Pétdlo modificedo)

Figura 1. Morfologia general de la flor en las orquideas. Se indican las principales partes que la
componen: 3 sépalos, 3 pétalos de los cuales uno de los cuales es modificado para el pose de los
polinizadores y se conoce como labelo, ademas de una columna donde se encuentran las estructuras
reproductivas.
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En cuanto a la disposicion de las flores, es comun que éstas se agrupen en inflorescencias, es
decir, sobre un tallo. Dependiendo del sitio de la planta en donde emergen las flores, ésta
puede considerarse como basal si la vara floral surge de la base del pseudobulbo, axilar cuando
la vara floral sale de entre el tallo y la hoja o apical (también llamada terminal) cuando la vara
surge de la punta del tallo o pseudobulbo (Fig. 2).

Aplcal

Figura 2. Agrupacion de las inflorescencias presentadas por las orquideas. Se puede observar
una diferente organizacion de las flores, dependiendo de lo cual la planta puede ser considerada
como basal, axilar o apical.

1.1.2 Pseudobulbo y rizomas

Las plantas simpodiales tienen un rizoma (tallo subterrdneo o aéreo) a partir del cual se
originan pseudobulbos, que son los 6rganos de reserva de alimento y agua. Los rizomas mas
jévenes llevan las hojas, son portadores de yemas auxiliares, dan origen a raices y en muchos
casos a las flores. En cuanto a su forma, los rizomas pueden ser cilindricos, fusiformes,
elipticos, ovalados, etc. (Fig. 3). Estas estructuras son caracteristicos de las orquideas y
relevantes para el mantenimiento de la salud y fisiologia de la planta.

»
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‘ \ ¥
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Cilindrico Fusforme Globoso Elpsoide  Comprimido bilateralmente

Figura 3. Tipos de pseudobulbos encontrados en orquideas. Estas estructuras pueden presentar
formas diversas su funcidn principal es de reserva.
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1.1.3 Hojas
Del rizoma o tallo nacen las hojas. Como las monocotiledoneas, las hojas presentan
nervaduras, que llevan agua y transportan los productos de fotosintesis, corren paralelas entre
si y al eje longitudinal (Fig. 4).

Lincar Eliptica Cblolanceolada Obovada

Acicular Oblonga Lenceolada Ovada Cordada

Figura 4. Tipos de hojas encontrados en plantas monocotiledoneas. La forma de las hojas puede
ser variable, pero todas presentan nervaduras de origen axial. Las hojas de especies que habitan en
lugares calurosos son cilindricas para evitar una rapida deshidratacién.

1.14 Raiz
En la mayoroa de las orquideas, las raices se observan gruesas apenas emergen del rizoma,
pseudobulbo o tallo y a veces se ramifican cuando son muy largas, generalmente se encuentran
cubiertas por un tejido que actia como una esponja, llamado velamen.

Las raices de las orquideas pueden ser diferentes dependiendo del género correspondiente,
dependiendo también del sustrato en el que se desarrolla. Por lo general, las orquideas epifitas
presentan raices que se encuentran al aire y tienen la caracteristica de tener un tipo de cofia en
la parte terminal y son revestidas por un tejido esponjoso llamado velamen qué, dotado de
clorofila, desarrolla la fotosintesis y absorbe el vapor hiumedo de la atmdsfera. Los géneros
mas conocidos de orquideas epifitas incluyen a Cattleya, Vanda, y Odontoglossum.

En el caso de las orquideas terrestres, las cuales prevalecen en los climas templados, las raices
se encuentran firmes en la tierra y a traves de ellas, la planta absorbe los elementos nutritivos.
En las orquideas terrestres podemos encontrar formaciones llamadas tubérculos las cuales se
forman por la fusion de algunas raices que presentan color negro cuando han alimentado el
botén del afio corriente o de color blanco cuando estan destinados a proveer sustancias
nutritivas al boton del afio siguiente. Ejemplos tipicos de estas orquideas son Cymbidium,
Cypripedium y Paphiopedilum.

Existen tambien orquideas semi-epifitas, correspondientes a plantas que viven sobre las ramas
y sobre los troncos de otras plantas, o bien litofilas o rupicolas qué viven sobre las rocas
cubiertas por una sutil capa de fragmentos vegetales, musgos y liquenes que tienen raices que
son intermedias entre las epifitas y las terrestres. Por ejemplo, las plantas del género Cattleya
pueden ser epifitas o semi-epifitas. Finalmente, algunas orquideas viven como parasitos y
pueden parecer desabastecidas de clorofila lo que conduce a una vida heterétrofa. Algunas
especies poseen raices infectadas por hongos, mientras que otras como la Corallorhiza no
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tienen raices, en donde la funcion de las raices es asumida por las ramificaciones del rizoma
que presenta un aspecto coralino.

1.2 Diversidad de Orquideas en México

México es un pais con gran diversidad bioldgica debido a diversos factores como su geologia,
ya que cuenta con una variada topografia que incluyen amplias serranias, cadenas volcanicas
y mesetas, asi como por su ubicacion geografica entre otros factores, lo que explica la variedad
de climas que se encuentran en su territorio, los cuales pueden ir desde calidos hiumedos hasta
frios alpinos. El conjunto de estos factores han generado en México las condiciones necesarias
para la presencia de la mayoria de ecosistemas reconocidos en el planeta (Semarnat, 2015).
En este sentido, México es uno de los 17 paises megadiversos, los cuales en conjunto retnen
entre el 65y 70% de la riqueza mundial de especies e inicialmente se estimd que México
poseia entre el 10 y 12% de la diversidad del mundo (Martinez-Meyer et al., 2014).

Ademas de la riqueza de especies, la proporcion de taxa endémicos de México se aproxima a
10% en el caso de géneros y 52% en especies, lo que indica que el territorio nacional ha sido
el sitio de origen y evolucion de un gran namero de linajes vegetales (Tellez-Velasco, 2011).

Orquideas Cacticeas mMamiferas
ITHR
T2% 29%
Reptiles Anfiblos ANES
17%
S6% EE&%
. Mo endémicas Endémicas

FUFlE:
Coordinaidn & infomacidn y sericios eoemos. Conabio. Méxion, 2005,

Figura 5. Endemismo en distintos grupos taxondémicos en México. Tomado de SEMARNAT
2015
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Se ha calculado que la familia Orchidaceae ocupa el tercer lugar a nivel nacional en lo
referente a las familias de plantas con mayor diversidad superada solo por las familias
Asteraceae y Fabaceae. En Meéxico las orquideas estan representadas por 170 generos y 1,260
especies, de las cuales el 37 % son endémicas (Fig. 5). Del total de las especies reportadas, el
60% son epifitas y se encuentran distribuidas principalmente en los bosques mesofilos de
montafia (bosques de niebla) donde encontramos del 50 al 60% de las especies de orquideas
del pais (Cox et al., 2016). Sin embargo, existen muchas especies que ain no han sido
descritas, por lo que posiblemente su diversidad se encuentre subestimada.

En México la colecta de orquideas esta regulada por la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010, que determina las especies y subespecies de flora y fauna terrestre y
acuatica que estan en peligro de extincion, amenazadas y sujetas a proteccion especial. En la
tabla 1 se muestra la distribucion de especies de orquideas con base a su estado de amenaza.
Cabe resaltar que alrededor del 40% de estas especies son endémicas de México.

Tabla 1. Situacion actual de las especies de orquideas en México. Modificado de Lopez

(2007).
Categoria Especies Reportadas Especies Endémicas
Probablemente extinta (E) 1 1
En Peligro de extincion (P) 15 5
Amenazada (A) 58 26
Sujeta a proteccion especial (Pr) 107 40
Total 181 72

En el siglo X VI, el estudioso Francisco Hernandez, bajo la encomienda de Felipe I, publico
los primeros dibujos de cinco orquideas mexicanas: Stanhopea, Laelia, Encyclia, Bletia y
Vanilla planifolia (Tellez-Velasco, 2011). Sin embargo, el cultivo de orquideas en nuestro
pais tiene mas de 500 afios, ya que los aristdcratas aztecas las cultivaban para sus colecciones
particulares. Actualmente, las orquideas son usadas para multiples aplicaciones, desde la
fabricacién de instrumentos, para los que se utilizan pseudobulbos de Laelia, Prosthechea y
Bletia, hasta remedios medicinales como el empleo de Catasetum integerrimum para el
tratamiento de tumores, entre otras actividades culturales y sociales.

1.2.1 Orquideas en Puebla

En Puebla, el conocimiento de la orquideoflora del estado proviene solo de los listados
disponibles a nivel nacional, en donde se ha reportado la presencia de 152 especies de
orquideas correspondientes a 58 generos, de las cuales 94 especies de localizan en el
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municipio de Cuetzalan (Perez-Bravo, 2010). Dentro de estos géneros encontramos como
endémico el género de Stanhopea.

1.2.2 Género Stanhopea

Este género esta integrado a la sub-tribu Stanhopeinae, la cual consta de aproximadamente 22
géneros morfolégicamente complejos con flores fragantes y arométicas que son polinizadas
por abejas macho euglosinas (Tellez-Velasco, 2011).

La descripcion botanica completa del género Stanhopea incluye las siguientes caracteristicas:
son plantas perennes, epifitas o litofitas; presenta seudobulbos agregados, conspicuos, de un
solo entrenudo, sulcados, unifoliados; sus hojas son perennes, pecioladas, plegadas, coriaceas,
con peciolo sulcado; muestran inflorescencia lateral, surgiendo de la base de los seudobulbos.
Esta especie es péndula, racemosa, de pocas flores, con grandes bracteas cartaceas; de flores
vistosas, generalmente suculentas, colgantes con sépalos libres, extendidos, semejantes entre
si en forma, amplios, concavos, de laterales a poco oblicuos, pétalos libres, generalmente
recurvados, mas angostos que los sépalos, ondulados; el labelo es suculento, ceroso, rigido,
complejo, dividido en tres porciones reconocibles: hipoquilo que usualmente es cimbiforme
y giboso, mesoquilo algo constrefiido, corto y por lo comun produce un cuerno suculento a
cada lado, y epiquilo entero o trilobado, frecuentemente recurvado. La columna es alargada,
arqueada, aptera o ampliamente alada, con un pie prominente; antera terminal, operculada,
incumbente, polinario formado por dos polinios, dorsiventralmente aplanados, estipite
laminar, viscidio apical; con fruto en forma de capsula, generalmente elipsoide.

El género Stanhopea esta presente en México con 13 especies reconocidas (Gerlach, 2009)
De acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010, de las 13 especies presentes en México, tres
se encuentran amenazadas: S. ecornuta, S. oculata y S. tigrina. Stanhopea tigrina es una de
las orquideas mas espectaculares del pais, endémica de México y se encuentra actualmente en
estado de amenaza.

1.2.3 Stanhopea tigrina

Stanhopea tigrina es una planta mediana, epifita o litofila de unos 50 centimetros de alto, con
pseudobulbos globosos y una sola hoja terminal, que produce una inflorescencia con una o
dos flores de hasta 15 cm de diametro color marfil con manchas color vino (Moreno-Martinez
& Menchada-Garcia, 2007). Esta planta posee un labelo complejo de tres piezas y con
terminacion en dos estructuras semejantes a cuernos, de ahi su nombre coloquial de “torito.”
Sus flores presentan un dulce y penetrante aroma que es ocasionado principalmente por la
presencia del compuesto acetato de feniletilo (Gerlach, 2009); esta fuerte fragancia atrae a su
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polinizador correspondiente a la abeja Euglossa viridissima, que son polinizadores muy
fuertes capaces de viajar grandes distancias (Fig. 6).

Figura 6. Stanhopea tigrina. Fotografia de una planta epifita de Stanhopea tigrina: se observan dos
flores colgantes mirando hacia abajo, sépalos crema o amarillos, con manchas color pdrpura a
purpura renegrido, pétalos amarillos con una gran mancha pdrpura en la base y otras mas
submarginales.

A continuacion se muestra la clasificacion taxondmica de Stanhopea tigrina.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendrideae
Tribu: Maxillarieae
Subtribu: Stanhopeinae
Género: Stanhopea
Especie: Stanhopea tigrina

Stanhopea tigrina se establece en la Sierra Madre Oriental (Fig. 7), crece en bosques de encino
himedos, en selva mediana perennifolia y en bosque de pino, encinos. Las regiones priotarias
en las que crece son: El Cielo, Sierra Gorda-Rio Moctezuma, Bosques mesofilos de la Sierra
Madre Oriental, Cuetzalan, Sierra Norte de Oaxaca-Mixe (Soto-Arenas et al., 2007). S. tigrina
es una planta tan apreciada que ha resultado emblematica de las orquideas de Mexico y es el
simbolo de la Asociacion Mexicana de Orquideologia. A.C.
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A nivel mundial las orquideas es uno de los grupos de plantas més vulnerables, debido a la
sobreexplotacion del medio silvestre, el trafico ilegal, la pérdida de hébitat, asi como el cambio
climatico; por otro lado, las caracteristicas bioldgicas inherentes de esta familia como sus
complicadas estrategias adaptativas, los altos niveles de especializacion-polinizador, las
minusculas semillas y la dependencia simbiotica con un hongo micorrizico para germinar
hacen dificil su supervivencia.

Figura 7. Distribucion de Stanhopea tigrina. S. tigrina se establece principalmente en la
Sierra Madre Oriental entre los estados de Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Veracruz. CONABIO 2007.

En el caso Stanhopea tigrina, las principales causas que ponen en riesgo la poblacion de esta
orquidea en los estados de Puebla y el centro de Veracruz son la deforestacion y fragmentacion
de su hébitat asi como la excesiva colecta de especimenes (Soto-Arenas et al., 2007). En este
sentido, es necesario buscar alternativas de conservacion como el estudio de su microbioma,
ya que es fundamental para la salud de la planta; la manipulacién de los microorganismos
asociados puede reducir potencialmente la incidencia de enfermedades, incrementar su
produccién y reducir el uso de insumos de origen quimico resultando en practicas agricolas
sustentables (Turner et al., 2013).

En algunos casos, principalmete para las orquideas terrestres, se ha descrito la importancia la
relacién orquidea-hongo (McKendrick, 2000) donde la asociacién micorrizica es necesaria
para la germinacion de sus semillas, principalmente con hongos basidiomicetos del grupo de
Rhizoctonia (Rasmussen, 1995). Si bien es indiscutible la importancia de la relacion orquidea-
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hongo para ciertas especies, es necesario explorar también la relacion orquidea-bacteria y la
importancia de esta interaccion para el crecimiento de la planta.

1.3  Bacterias asociadas a Orquideas (BAO)

Las bacterias asociadas a orquideas (BAO) tienen la capacidad de colonizar tejidos
subterraneos de orquideas terrestres, lo cual se ha descrito para diveresas especies de
orquideas en Tailandia. Por otro lado, se ha demostrado que existe un patron estacional en el
cual los géneros identificados para las BAO varia de acuerdo a la época del afio. Ademas,
algunas BAO son capaces de promover una germinacion simbiética con Cymbidium goeringii,
Orchis miitaris, etc (Faria et al., 2013). Por lo que uno de los posibles métodos para la
conservacion y adaptacion de orquideas raras o en algun estado de amenaza puede venir de la
bacterizacion in vitro con especies promotoras de crecimiento vegetal. Sin embargo, la
informacidn acerca de las BAO es escasa Yy son pocos los grupos de investigacion dedicados
a este tema de estudio (Tsavkelova, 2011). Dentro de algunos géneros bacterianos que se han
encontrado asociados a orquideas podemos mencionar a Pseudomonas, Bacillus, Nocardia,
Streptomyces, Flavobacterium entre otros (tabla 2).
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Tabla 2. Géneros bacterianos asociados a raices de orquideas. Modificado de

Tsavkelova, E. 2011

Orquideas que crecieron en condiciones silvestres

Paphippedilum
appletoniaunum
(Orquidea terrestre)

Bacillus
Burkholderia
Erwinia
Nocardia
Pseudomonas
Streptomyces

Bacillus
Erwinia
Pseudomonas
Streptomyces

Pholidota articulata
(orquidea epifita)

Agrobacterium
Bacillus
Burkholderia
Chryseobacterium
Erwinia
Flavobacterium
Pantoea
Paracoccus
Stenotrophomonas
Pseudomonas

Bacillus
Flavobacterium
Pseudomonas

Orquideas epifitas crecidas en

invernadero

Dendrobium moschatum

Bacillus --
Flavobacterium
Microbacterium
Nocardia

Pseudomonas
Rhodococcus
Sphingomonas
Xanthomonas

Acampe papillosa

Bacillus
Flavobacterium
Micrococcus
Pseudomonas
Rhodococcus
Streptomyces
Xanthomonas

Bacillus
Flavobacterium
Pseudomonas
Rhodococcus
Xanthomonas
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1.3.1 BAO con efecto promotor de crecimiento vegetal

Las rizobacterias y bacterias endofitas tienen un gran impacto sobre el crecimiento y
desarrollo de la planta, por medio de diversos mecanismos que incluyen la fijacion de
nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos, la produccion de siderdforos, su participacion en el
biocontrol de patogenos de plantas, la captacion de nutritienes y la produccion de
fitohormonas como auxinas, citoquininas, acido abscisico y giberelinas. (Shahzad et al.,
2016).

Para el caso especifico de bacterias asociadas a orquideas, se sabe que algunas cepas de BAO
son capaces de promover la germinacion simbiotica de Pterostylis vittata por medio de la
produccion de sustancias promotoras de crecimiento en la rizésfera. En este sentido, se ha
demostrado que cepas de Pseudomonas putida, Xanthomonas maltophilia y Bacillus cereus
promovian una germinacion simbidtica en Pterostylis vittata debido, probablemente, a la
produccion de auxinas por estas BAO o por la induccion de la produccion de hormonas
enddgenas en la orquidea debido a la presencia de metabolitos producidos por estas cepas
(Wilkinson et al., 1994). En otro estudio, se obtuvieron 26 aislados bacterianos del rizoplano
de la orquidea Cattleya walkeriana, de los cuales 11 fueron epifitos y 15 endofitos y dentro
de ellos se seleccionaron los cuatro mejores productores de auxinas. Dichos productores
correspondieron a dos aislados epifitos y dos endoéfitos, los cuales se identificaron como
pertenecientes a los géneros Burkholderia sp., Curtobacteria sp., Enterobacter sp. y Bacillus
sp. De los cuatro productores, solamente los dos aislados bacterianos correspondientes a las
cepas de Enterobacter sp. y Bacillus sp fueron capaces de promover el crecimiento en
plantulas de Cattleya walkeriana durante su aclimatacion ex vitro en invernadero (Galindo-
Junior et al., 2011). De manera independiente, se ha reportado que dos bacterias endéfitas
pertenecientes al género Paenibacillus y aisladas de Cymbidium ebumeum promovian en
crecimiento vegetal en plantulas de Cattleya loddigesii (Faria et al., 2013). Finalmente, un
estudio reciente demostro que la cepa de Sphingomonas paucimobilis ZJSH1, asociada con
Dendrobium officinale, incrementaba el crecimiento en tallos y peso fresco en plantulas de
esta misma orquidea por medio de una combinacion de fitohormonas como &cido salicilico,
acido 3-indol acético, Zeatina y &cido absicico (ABA), asi como un incremento en la fijacion
de nitrogeno (Yang et al., 2014).

Como se menciond anteriormente, es escasa la informacion relacionada con las bacterias
asociadas a orquideas que puedan promover el crecimiento vegetal; sin embargo, los pocos
trabajos reportados se enfocan principalmente a bacterias endofitas debido a su potencial
biotecnoldgico. Hasta este momento podemos asumir que las BAO que promueven el
crecimiento vegetal, pueden hacerlo por combinacion de diferentes mecanismos como la
produccién de fitohormonas, empero, hasta el momento no hay reportes de bacterias asociadas
a orquideas productoras de giberelinas promotoras de crecimiento vegetal.
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1.4 Giberelinas

Las giberelinas son fitohormonas diterpenoides que poseen un anillo ent-gibberellano. Existen
dos tipos principales de giberelinas (Fig. 8), aquellas con 20 a&tomos de carbono, (C20-GAS) y
las que han perdido un atomo de carbono y poseen una lactona (C19 —GAs). Las GAs con
mayor actividad biol6gica en las plantas son las del tipo C19 (Srivastava, 2002).

HsC' CBOHCOOH

CZO'GA Clg'GA

Figura 8. Estructura General de las Giberelinas. Existen dos principales estructuras de las GAs,
las C20-GAs y las C19 —Gas, ambos grupos presentan el anillo ent-giberelano caracteristico de estos
compuestos.

Las giberelinas fueron descubiertas por Ewiti Kurosawa en 1926, aisladas del hongo
Gibberella fujikuroi, sin embargo, su efecto habia sido observado mucho tiempo atras por los
agricultores de arroz de Asia, donde una enfermedad hacia que las plantas de arroz crecieran
altas y sin semillas. En Japon esta enfermedad se conocia con el nombre de la “planta loca” o
“bakanae” (Taiz, 2006). Las principales funciones de las giberelinas son la interrupcion del
periodo de latencia de las semillas haciéndolas germinar, la induccion del desarrollo de yemas
y frutos, asi como la regulacién del crecimiento longitudinal del tallo y la elongacion de
organos axiales como peciolos, pedunculos, etc. Los principales usos comerciales de las
giberelinas son el aumento de rendimiento en la produccion de cafia de azucar, la obtencion
de uvas sin semillas, la elongacion de manzanas y el retraso de la senescencia en citricos
alargando el periodo comercial.

Las giberelinas se forman a partir de la ciclacion del geranil geranil difosfato (GGPP), con lo
que se produce ent-kaureno. En plantas superiores, la ciclacién ocurre en dos pasos que
requieren dos enzimas: copalil difosfato sintasa (CPS) que produce ent-copalil difosfato (ent-
CPP) y ent-kaureno sintasa (KS), que genera el producto final (Fig. 9). En hongos y en el
musgo Physcomitrella patens la ciclacion de dos pasos del GGPP al ent- kaureno es catalizada
por una diterpeno sintasa bifuncional (CPS/KS). Subsecuentemente, el ent-kaureno es
convertido en 4cido ent-Kaurenoico por la enzima P450 en ambos organismos. El paso final
de la ruta biosintética consiste en la formacién de giberelinas bioactivas, la cual se lleva a
cabo por una dioxigenasa dependiente de 2 oxogluarato (20DDs) en plantas, mientras que los
hongos dependen de enzimas P450 para la generacion de estas mismas moléculas (Morrone
et al., 2009).
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Aunque historicamente las giberelinas fueron descubiertas en hongos, actualmente se
encuentra bien establecido que estas fitohormonas no son solo producidas por hongos y
plantas superiores, sino que también son producidas por diversas especies de bacterias.
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Figura 9. Ruta biosintetica de Giberelinas en plantas superiores y hongos. La ruta empieza a
partir de la ciclacion del geranil geranil difosfato (GGPP), para la cual las plantas superiores utilizan
dos diferentes enzimas (CPS y KS), mientras que en hongos y en algunos musgos se lleva a cabo
por una diterpeno sintasa bifuncional (CPS/KS). GGPP: Geranil-geranil difosfato, CPS: Copalil
difosfato sintasa, KS: ent-kaureno sintasa, CPS/KS: diterpeno sintasa bifuncional (Tomado de
Morrone et al., 2009).
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1.4.1 Bacterias productoras de giberelinas

El primer reporte de la produccion de giberelinas por bacterias se realiz6 en 1988, cuando
Atzorn y colaboradores detectaron la presencia de estas sustancias en cultivos de Rhizobium
phaseoli por medio de la cromatografia liquida de alta definicion (HPLC), en donde GA:1 y
GA4 fueron las giberelinas detectadas en mayor concentracion (Atzorn, 1988). En 1989,
Bottini y colaboradores identificaron a GA1 y GAz en cultivos de Azospirillum lipoferum
utilizando espectofotometria de masas acoplada a cromatografia capilar de gases (GC-MS);
afios después estos mismos investigadores demostraron también la presencia de GAs, GAg Yy
GAz en A. lipoferum (Botinni et al., 1989; Piccoli et al., 1996).

Las giberelinas biologicamente activas corresponden principalmente a GA1 y GAs, las cuales
se han identificado por medio de GC-MS en cultivos de Acetobacter diazotrophicus y
Herbaspirillum seropedicae, ambas bacterias promotoras del crecimiento en gramineas
(Bastian et al., 1998). A continuacion se enlistan en la tabla 3 las especies bacterianas
productoras de giberelinas que han sido reportadas hasta este momento.

Tabla 3. Bacterias reportadas como productoras de giberelinas. Modificado de Kang et

al., 2014.
Bacteria Giberelinas aisladas REEEE
Acetobacter GAs Moreno-Ramirez et al.,
diazotrophicus 2014
GA1YyGA 4 Atzorn, 1988

Acinetobacter GA{, GA3, GA4, GAg, GA, GA1s, Kang et al., (2009)
calcoaceticus GA19, GA2, GA2Yy GAs3
Arthronacter koreensis ~ GA1, GAs Piccoli et al., 2011
Azospirillum lipoferum  GA:y GA3 Bastian et al., 1998
Azospirillum brasilense  GA1, GAs, GA4, GAg y GA20 Botinni et al., 1989;

Piccoli et al., 1996
Bacillus sp GA1Yy GA3 Janzen et al. 1992
Bacillus licheniformi GA4, GAg y GAz4 Kang et al., 2015
Bacillus GA¢, GAs, GA7, GAg, GAg, GA12, Radhakrishnan & Lee,
methylotrophicus KE?2 GA19, GA20, GA24, GAzs Y GAs3 2016
Bacillus pumilus GA1, GAs, GA4y GAz Gutiérrez-Mariero, 2001
Bacillus GA2, GAss, GA2, GAs4, GAss, Shahzad etal., 2016
amyloliguefaciens GAg, GA19, GAs, GA12 Yy GAg
Bradyrhizobium GAo Méndez et al., 2014
japonicum
Burkholderia sp. GA1, GAs, GAsy GA2 Gutiérrez-Mariero, 2001
Enterococcus faecium GA¢, GA3z, GA4, GAg, GA1, GA15, Kang et al., 2009

GA20 GA24
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Herbaspirillum GA¢, GAs, GA7, GAg, GAg, GA12, Leeetal., 2015

seropedicae GA19, GA20, GA2 Yy GAs3

Leifsonia soli GA1Yy GA3 Bastian et al., 1998

Sphingomonas sp. GA1, GA4, GA7, GAg, GAg, GA12, Kangetal.. 2013
GAu19, GAu, GAzs y GA 53

Rhizobium phaseoli GA4, GAg, GAx Latif-Khan et al., 2014

Pseudomonas GAs Kapoor et al., 2016

fluorescente

Promicromonosporasp. GA:1 , GA4, GAg, GA1, GAw, Kangetal., 2012
GA2, GAzy GA 53

1.4.2 Ruta biosintetica de giberelinas producidas por bacterias

Hasta hace poco no habia suficiente informacion para elucidar la ruta biosintética que utilizan
las bacterias para la produccion de estas fitohormonas. La primera evidencia clara sobre el
mecanismo utilizado por las bacterias fue la identificacion de un cluster que codifica para
citocromo P450 conformado por los genes CYP112, CYP114 y CYP117 en Bradyrhizobium
japonicum (Tully et al., 1998). Ademas, también en B. japonicum se demostrd la existencia
de genes putativos que codifican para la enzima ent-copalil difosfato sintetasa (CPS) y ent-
kaurene sintetasa (KS) (Monrroe et al., 2009). Adicionalmente se han encontrado homologos
para los genes mencionados en otras rizobacterias como Sinorhizobium fredii, Mesorhizobium
loti y Rizobium etli, las cuales han resultado también ser productoras de giberelinas y han
demostrado la capacidad de producir ent-kaurene a partir de geranil geranil difosfato (Hersey
et al., 2014). Hasta estas observaciones se sugeria que la ruta biosintética que utilizaban las
bacterias para la produccion de giberelinas se asemejaba mas a la utilizada por las plantas.

Posteriormente se elucidd la ruta biosintética de GAs en Bradyrhizobium japonicum y
Sinorhizobium fredii. Para identificar la funcion asociada a cada gen; se generaron mutantes
mediante “genetic knock-out” para cada uno de los genes sin caracterizar que se encontraban
dentro del operdn identificado en B. japonicum y S. fredii (Fig.10). Por otro lado, se
expresaron los genes correspondientes al oper6n putativo para la sintesis de GAs de S. fredii
NGR234 en la bacteria estrechamente relacionada Sinorhizobium meliloti 1021, la cual no
contiene el operdn. Finalmente, se monitore6 la biosintesis de GAs mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS) para las diferentes mutantes
obtenidas. De esta manera se demostré que CYP117 actuaba como una ent-kaureno oxidasa
(KO) convirtiendo evicientemente al alcochol (2), aldehido (3) y acido carboxilico (4) sin
depender de la co-expresion de Fdea . Al incubar el compuesto 4 en células que expresaban
CPY114, éstas eran convertidas al &cido ent-7a-hidroxikaurenoico (5) y aldehido (6). Para
esta trasformacion se coexpresaba Fdca, implicando que este gen era necesario para la
completa funcionalidad de CYP114. Cuando se expresaba Fdca el compuesto 6 era convertido
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eficientemente en 7 (oxidando C7), otorgandole la funcion a Fdeca como una GA 7-oxidasa.
Cuando se expresaba CYP112, el compuesto 7 se convertiaen GA1s (8), GA24 (9) y finalmente
en GAo (10), todo en ausencia de Fdca, demostrando que CYP112 actia como una GA 20-
oxidasa.

Esto indica que la ruta biosintetica que siguen las bacterias es una tercera ruta diferente de lo
observado en plantas y hongos, puesto que las bacterias emplean un grupo de enzimas distinto
para realizar transformaciones relevantes, ya que éstas comparten poca o ninguna homologia
con las enzimas correspondientes a los analogos funcionales en plantas y hongos (Nett el at,
2017).
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Figura 10. Ruta biosintetica de giberelinas en bacterias. El simbionte de soya
Bradyrhizobium japonicum contiene un operdn que codifica una isoprenoide sintasa (IDS), 2
diterpeno cilcasas putativas y 3 monooxigenasas del citocromo P450 (CYP112. CYP114y
CYP117) una ferredoxina (Fdga) y una dehidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDRga)
(Tomado de Nett et al, 2017).

Por otro lado, se ha identificado un operén homologo en el patdégeno de arroz Xanthomonas
orizae pv. Orizicola que de igual forma codifica para la produccion de CPS y KS que son
capaces de producir ent-kaurene. Esta cepa produce un diterpenoide ent-kaureno como factor
de virulencia y en mutantes Knockout de CPS y KS se observé una reducida virulencia esto
es consistente con el hecho que las giberelinas son antagonistas del sistema de defesa de las
plantas mediadas por JA, sin embargo aun con esta informacién no es claro el papel que tiene
la produccion de giberelinas en rizobias simbidticas (Lu et al., 2015)
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2. ANTECEDENTES

A pesar de la informacion disponible sobre los microorganismos asociados a orquideas, ain
existe un nimero elevado de éstas que no han sido estudiadas y para las cuales no se tiene
informacion sobre los microorganismos asociados a dichas plantas. Por otra parte, no existen
estudios que describan los microorganismos asociados a las orquideas endémicas de México.
Dentro de estas orquideas tenemos el caso particular de Stanophea tigrina para la cual no
existen reportes acerca de los microorganismos epifitos y endofitos asociados a la misma, por
lo que realizar este tipo de estudios puede proporcionar informacion muy valiosa que ayude
en la comprension de la biodiversidad presente en diferentes nichos ecoldgicos, asi como
brindar la oportunidad de identificar microorganismos que pueden ser fuente de una variedad
de metabolitos bioactivos con un gran potencial para diferentes aplicaciones.

Al inicio de este trabajo, se tomaron muestras del jardin botanico Xoxoctic localizado en los
alrededores de Cuetzalan del Progreso, Puebla (México). Es importante recalcar que el jardin
botanico Xoxoctic es méas bien una reserva natural, esto quiere decir que las plantas de
Stanhopea tigrina que fueron recolectadas y empleadas para este trabajo se desarrollaron en
su ambiente natural.

Durante el proceso de muestreo, se recolectaron tres plantas de la orquidea Stanhopea tigrina,
las cuales fueron identificadas por el Bidlogo Raul Alvarez Mora, del mencionado jardin.
Estas plantas fueron colocadas en bolsas plasticas con cierre hermético, rotuladas y colocadas
en hieleras para su transporte al laboratorio en donde fueron procesadas al siguiente dia. Las
plantas fueron procesadas en el laboratorio de ecologia microbiana del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiologicas (BUAP) para el aislamiento de bacterias
enddfitas y epifitas de los siguientes tejidos: hoja, flor, raiz, pseudobulbo y rizésfera. Para
asegurar la recuperacion del mayor nimero de cepas, se utilizaron los siguientes medios:
Medio Luria Bertani (LB), Medio Nutritivo (NUT) y Medio minimo enriquecido con sales y
vitaminas (MM). A partir del muestreo inicial, se recuperaron diversos aislados bacterianos
epifitas y enddfitas las cuales se han purificado gradualmente.
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3. JUSTIFICACION

Stanhopea trigrina es una de las especies endémicas méas espectaculares de Meéxico. La
deforestacion, la fragmentacion de su hébitat y la excesiva colecta en Puebla y Veracruz
colocan a S. tigrina en estado de amenaza, lo que indica que esta especie se encuentra en
peligro de desaparecer a corto o mediano plazo.

En la actualidad se conoce que la microbiota asociada tiene un gran impacto sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas a través de diversos mecanismos incluyendo la
produccién de fitohormonas, por lo que uno de los posibles métodos para la conservacion y
adaptacion de orquideas amenazadas puede venir de la asociacion con bacterias que presenten
efectos benéficos sobre la planta.

A la fecha la relacion orquidea-bacteria ha sido poco estudiada y se desconoce la microbiota
bacteriana presente en S. tigrina. Con este estudio se pretenden identificar bacterias presentes
en S. tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal que pudieran ser empleadas en el
futuro para la conservacion de esta y otras especies.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina del
jardin botanico Xoxoctic (Cuetzalan, Puebla) con efecto promotor de crecimiento vegetal.

4.1  Objetivos particulares

I.  Obtener aislados bacterianos puros de origen epifito y enddfito a partir de diferentes
tejidos de Stanhopea tigrina.
Il.  Evaluar de manera cualitativa y cuantitativa la produccion de giberelinas para los
aislados bacterianos obtenidos.
[1l.  Probar el efecto promotor de crecimiento vegetal para los aislados bacterianos con
mayor produccion de giberelinas.
IV. Realizar la identificacion molecular de los aislados bacterianos productores de
giberelinas con efecto promotor de crecimiento vegetal.
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5. METODOLOGIA

5.1  Diagrama general de trabajo
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5.2  Aislamiento de cepas bacterianas

Para este estudio se recolectaron 3 plantas de Stanhopea tigrina, a partir de las cuales se
obtuvieron primoaislamientos en diferentes medios de cultivo. Para cada procedimiento y bajo
condiciones de esterilidad se realizaron diluciones seriadas 1:10 colocando 100 ul de la
solucion de lavado en un tubo eppendorff con 900 ul de soluciénn salina isotonica (SSI)
estéril. Se tomaron 100ul de cada una de las diluciones 101, 102, 10° y 10 para sembrarse
en los medios: Luria Bertani (LB), medio minimo enriquecido con sales y vitaminas (MM) y
medio nutritivo (NUT). Ver anexo 1. A partir de este aislamiento se comenzo la purificacion
de los aislados, en base a las diferencias morfoldgicas observadas.

Una vez purificadas las cepas, se identificaron de la siguiente forma:

= Numero de planta

» Tejido : bulbo (B), flor (F), rizosfera (R), Hoja (H), suelo (S), Rizoma (T)

= Localizacion: epifito (x) o enddfito (y)

= Dilucion: Directo (dir), 10? (-2), 103 (-3), 10* (-4)

* Medio de aislamiento: Medio Luria Bertani (LB), Medio Nutritivo (NUT) y Medio
minimo enriquecido con sales y vitaminas (MM)

= Numero de colonia

Por ejemplo: La cepa 3Fx-4-MM(1), es la cepa epifita numero 1 aislada de flor de la planta
nimero 3, obtenida del medio MM dilucion 10,

A continuacion se describe el procedimiento empleado para el aislamiento a partir de cada
tejido.

5.2.1 Aislamiento de bacterias epifitas

Se pesaron 2 gramos de cada tejido de las 3 plantas: pseudobulbo, hoja, raiz y flor. Cada
muestra se lavo individualmente en 100 ml de solucién salina isotdnica estéril (SSI) y se agitd
manualmente durante 3 minutos. Concluido el tiempo de lavado se realizaron diluciones
seriadas, colocando 100 pl de la solucion de lavado en un tubo eppendorf conteniendo 900 pl
de agua destilada estéril. Se tomaron 100pl de las diluciones 107, 102 y 103y se colocaron
en placas con medio LB, MM y NUT. Estas placas se incubaron a 37 °C.
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5.2.2 Aislamiento de bacterias endoéfitas

Utilizando las muestras anteriores y bajo las mismas condiciones de esterilidad se realiz6 un
lavado superficial con agua destilada estéril, seguido por un lavado con alcohol al 70% y
después con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%, cada lavado se realiz6 por dos minutos
y en agitacion manual. Por altimo dos lavados en agua destilada estéril con agitacién manual
por un minuto para retirar el exceso de desinfectante. Al terminar los lavados, las muestras ya
desinfectadas se cortaron en pequefios fragmentos y maceraron en un mortero con pistilo
esteril. El extracto obtenido del macerado se paso a un frasco estéril y se empled para realizar
las diluciones seriadas colocando 100 pl del extracto en un tubo eppendorf conteniendo 900
ul de agua destilada estéril. Una vez que se realizaron las diluciones 10, 102y 10-3se tomaron
100 pl de cada solucion y se colocaron en placas con medio LB, MM y NUT. Las placas se
incubaron a 37 °C hasta la aparicion de colonias.

5.2.3 Aislamiento de bacterias rizosféricas

Para el caso de la rizosfera, se tomé 1g de muestra y se colocd en 100 mL de SSI 'y mezclo
para proceder a la obtencion de las diluciones seriadas colocando 100 pul de la mezcla en un
tubo eppendorf conteniendo 900 ul de agua destilada estéril. Una vez que se realizaron las
diluciones 107, 102 y 10~ se tomaron 100 ul de cada solucidn y se colocaron en placas con
medio LB, MM y NUT, incubandose a 37 °C hasta la aparicion de colonias.

5.3  Conservacion de cepas
Los aislados purificados se hicieron crecer en 5 mL de su correspondiente medio liquido (LB,
NUT y MM) contenidos en tubos falcon de 15 mL. Se incubaron de 24 a 48 horas a 30°C en
agitacion a 180 rpm. Después se centrifugo el cultivo a 5000 rpm durante 10 minutos y el
boton se resuspendié en 1 mL de medio liquido correspondiente a 50% de glicerol y se
transfirio un criovial, correctamente etiquetado, para su conservacion a -80°C.

54 Identificacidn de cepas productoras de giberelinas

5.4.1 Ténica de Candau

Las aislados purificados se inocularon en 5 mL de medio Czapek y se incubaron a 30° C en
agitacion continua a 180 rpm. Transcurridas 72 hrs se tomé una alicuota de 0.2 mL del medio
y se mezcld con 0.2 mL de etanol (96% v/v) para después adicionar 2 mL de mezcla fria de
volimenes iguales de acido sulfurico y etanol al 96%. La mezcla se incubd a 48 °C por 30
minutos. Las muestras se revelan con luz UV y se tomd como ensayo positivo (produccién de
giberelinas) aquellas que presentaron una fluorescencia verde.
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5.4.2 Obtencidn de la fase organica para la determinacion de GAs

La presencia de GAs se idetifico en el sobrenadante del cultivo bacteriano libre de células.
Para obtenerlo, se partio de un pre-indculo de 10 mL con el aislado en medio liquido Czapek,
el cual se incub6 durante 24 hrs a 30 °C con agitacion continua a 180 rpm. Posteriormente se
tomaron 500ul de este cultivo para inocular 100 mL de medio Czapek liquido, el cual se
incubd durante 72 hrs a 30 °C con agitacion a 180 rpm. Al final de la incubacion, se centrifugo
el cultivo a 5000 rpm durante 10 minutos y por decantacion se separ0 el paquete celular del
sobrenadante. Finalmente se ajusté el pH del sobrenadante a un valor de 2.5-3.0 empleando
una solucién de HCl al 0.1 N.

A partir del sobrenadante equilibrado, se realiz6 una extraccion de la fase organica empleando
un volumen de Acetato de etilo. La extraccion se repitio tres veces y posteriormente se elimind
el disolvente con sulfato de sodio y evaporacion al vacio a baja presion. Esta fase organica se
empleo para los ensayos subsecuentes de cromatografia en capa fina y cromatrografia liquida
de alta resolucion.

5.4.3 Cromatografia en capa fina (TLC)

La fase organica se disolvié en metanol grado HPLC y con ayuda de un capilar se aplicé en
una placa de silica gel de 4x5 cm (fase estacionaria) y se corri6 en un sistema
Cloroformo:Acetato de etilo:Ac. Acético en una relacion 5:4:1 (fase movil). Se empled como
revelador una solucion de H2SO4 al 5% en etanol y después calentd suavemente hasta evaporar
el disolvente. Finalmente se reveld la placa con luz UV de longitud larga.

5.4.4 Cromatografia liquida de alta resolucion acoplado a UV (HPLC-UV)

Los ensayos se realizaron empleando el equipo de la marca Hewlett Packard HPLC instrument
(series 1100); como fase estacionaria se ocupd una columna de acero inoxidable XDB-C18
(150 x 4.6 mm de didmetro interno) y como fase movil una solucién de acetonitrilo y agua
acida (0.01% de &cido fosfdrico) en relacion 70:30, con una velocidad de flujo: 0.6 mL/min.
Para el ensayo se inyect6 una alicuota de 1 L tanto de la muestra (disolver en metanol grado
HPLC) como de los estandares. Se emplearon estandares de GAz y GA4 (Sigma-aldrich) a una
concentracion de 1Img/mL disueltos en metanol grado HPLC. Se realizaron las lecturas a dos
diferentes longitudes de onda: 206 nm y 254 nm.

55 Ensayos de germinacion
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5.5.1 Esterilizacién de Semillas

Para este ensayo se seleccionaron las semillas que mostraron el &pice integro y se lavaron dos
veces con agua destilada estéril, después se sumergieron 10 minutos en etanol al 70%
agitandolas suave y constantemente, cuidando la integridad de apice.

Una vez desinfectadas, se retiraron las semillas del etanol para sumergirlas en solucién de
hipoclorito de sodio comercial 1:3 durante 10 minutos. Después, las semillas se lavaron con
agua destilada aproximadamente 20 veces hasta que el olor a cloro fuera imperceptible. Una
vez esterilizadas las semillas, se transfirieron a una caja de Petri con medio agar-agua (12 g
de agar bacterioldgico por 1000 mL de agua) y se incubaron de 2 a 3 dias a 30 °C en oscuridad
hasta su germinacion.

5.5.2 Preparacion del indculo

Los aislados bacteriados seleccionados se sembraron en 50 mL de medio de cultivo empleando
matraces Erlen-Meyer de 250 mL estériles con tapon de algodén y se incubaron a 30 °C
durante 24-48 horas. Se ajusté la densidad Optica (DO) a 620 nm en un rango de 1.5 a 2.0.
Una vez realizado el ajuste, se tomaron 100 uL del cultivo y se inocularon a través de la
radicula y coleoptilo de la plantula de maiz.

5.5.3 Drop Plate

Se utilizo el in6culo anterior (Ver apartado 5.5.2) y se hicieron diluciones seriadas con agua
destilada estéril hasta obtener una dilucién 108. En una placa Petri con medio nutritivo se
hicieron 6 divisiones de igual tamafio, en cada una de las cuales se colocaron tres gotas de 20
uL (ensayo por triplicado) de la dilucion 107 a la dilucién 1078, se incubaron las placas por 48
horas a 30 °C y después de la incubacion se contaron las UFC por gota, corrigiendo por el
factor de dilucion.

5.5.4 Siembra e inoculacion de la plantula

Se seleccionaron las plantulas con un coleoptilo y radicula de tamafio similar para ser
transplantadas en vermiculita estéril soportados en vasos de poliestireno de 10 onzas y se
inocularon 100 pL de cultivo, los cuales se depositaron a través del coleoptilo y radicula,
como se menciond en la preparacion del inoculo. Para mantener semi-asilado el sistema se
cubrid con graba estéril. Las plantas fueron regadas con agua estéril a saturacion hasta el
surgimiento del coleoptilo sobre la graba, después se regaron con solucién Hoagland 0.1x
hasta saturacion cada 3 dias.

38| Pagina



Identificacion de bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal

5.5.5 Promocién de crecimiento vegetal

El experimento se realiz6 en dos condiciones diferentes: camara de crecimiento e invernadero.
Las plantas se monitorearon hasta el estadio vegetativo V4, el experimento se realiaz6 del 11
de agosto del 2017 al 1 de septiembre del 2017. Durante este tiempo se regaron cada tercer
dia a fin de mantener la humedad del sustrato y para el experimento en invernadero y cdmara
de crecomoento se midieron valores de temperatura, humedad relativa e iluminacion. Después
de este tiempo se sacrifican las plantas y se evaluaron los siguientes parametros: longitud del
tallo, longitud de la raiz, peso fresco del tallo y de la raiz, peso seco del tallo y de la raiz. Para
realizar las mediciones, se separ0 la parte area de la raiz; cada porcion se midid y se pesé para
obtener los valores de longitud y peso fresco, los tejidos se guardaron en bolsas de papel para
ser secadas durante 48 hrs a 40°C, y finalmente se volvieron a pesar los tejidos para obtener
los valores de peso seco. Los valores obtenidos se analizaron por ANOVA de una variable
utilizando e programa GraphPad Prims 7.03 con un valor de a=0.05.

5.6 Identificacion molecular

Para la identificacion molecular se completaron las siguientes etapas: se realiz6 la extraccion
de ADN gendmico de los aislados correspondientes, se verifico la integridad del ADN
mediante electroforesis, se amplificé mediante PCR la region que codifica para el ARNr 16s
(rrs), posteriormente se secuenciaron los fragmentos amplificados y finalmente se analizaron
las secuencias obtenidas. A continuacion se presenta el detalle metodoldgico para cada una de
estas etapas.

5.6.1 Extraccion de ADN genémico

Se sembr¢ el aislado bacteriano en 5 mL de medio LB a 30°C, con agitacion a 180 rpm por
24 hrs. El cultivo se centrifugd 5 min a 5 000 rpm, se decantd el liquido y se recuper6 la
pastilla celular, la cual se mezclé con 600 pL de Buffer de extraccion CTAB 2X (Tris-HCI
100 mM pHS, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM pH 8, CTAB 2% y -mercaptoetanol 0.3%) y se
transfirid a un tubo eppenddorf de 1.5 mL incubandose a 65 °C durante 40 minutos.
Transcurrido este tiempo, la mezcla se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf nuevo de 1.5 mL y se adiciond 1 volumen de
la solucion Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), mezclando por inversion varias veces. La
mezcla resultante se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min y nuevamente el sobrenadante se
recupero en un tubo eppendorf limpio y se agregaron 0.7 volimenes de isopropanol frio y se
dejo precipitar a -20°C. Posteriormente se centrifug6 a 10000 rpm durante 10 min y se elimind
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el sobrenadante por decantacion. Finalmente la pastilla de ADN se lavo con 500 pL de etanol
al 70%, se centrifugo el tubo a 10000 rpm durante 5 minutos y se dejo secar la muestra para
finalmente rehidratarla con 20-50 pL de agua estéril.

5.6.2 Electroforesis de ADN

Para verificar la integridad del ADN extraido, asi como para verificar la amplificacion por
PCR, se usaron geles de agarosa al 1% (p/v) en tampon TAE (40 mM de Tris-acetato pH8 y
ImM de EDTA) en presencia bromuro de etidio (1 uL/mL). Las muestras de ADN, mezcladas
con el tampdn de carga, se depositaron en los pocillos de los geles solidificados y se migraron
a 100 V. Como referencia se utilizé un marcador con peso molecular comercial de 1kb (New
England BioLabs). Finalmente el ADN se visualiz6 en un transluminador de luz ultravioleta.

5.6.3 Amplificacion de 16S rDNA

Se utiliz6 una secuencia de oligonucledtidos:

16SIDNAF 5 -TAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
16SrDNAR 5 -CAGGGCGGTGTGTACA-3’

Correspondientes al gen 16S rDNA. La amplificacion se realizo en un volumen de 25 pL que
contenia 2 uL del ADN, 2.5 uL de Buffer con MgCl, (10 mM), 0.5 uLL de dNTPs (10 mM), 1
uL de oligo y 0.125 puLL Taq ADN polimerasa (1U). Las reacciones se realizaron de acuerdo
al siguiente programa de amplificacion: una desnaturalizacién inicial de 5 min a 95 °C,
seguida de 30 ciclos de los siguientes eventos: desnaturalizacion a 95 °C por 45 segundos,
alinamiento a 52 °C por 45 segundos, extension a 72 °C por 2 minutos. La amplificacion se
verificd mediante una electroforesis en gel de agarosa, como se indica en el apartado anterior
(5.6.2).

5.6.4 Reaccidn se secuenciacion y analisis de las secuencias

Los productos de PCR se purificaron con el kit High Pure PCR Cleanup Micro y se enviaron
al Instituto de Biotecnologia de la UNAM para ello se mezcld de 100 a 120 ng de DNA con
1 pL de solucion 10 pmol/uL del oligo 16SrDNAF en un volumen final de 16 ul. Una vez
obtenidas las secuencias, se realizard una comparacion y alineamiento de éstas empleando los
programas BioEdit y BLAST.

40| Pagina



Identificacion de bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal

6. RESULTADOS

6.1  Aislamiento de cepas bacterianas endofitas y epifitas

El 23 de Agosto del 2013 el grupo de investigacion del laboratorio de Ecologia Molecular
Microbiana recolectd 3 plantas y una flor de Stanhopea tigrina del jardin botanico Xoxoctic
ubicado en el municipio de Cuetzalan de progreso, Puebla (20°1°6.33”N y 97°31°21.082”0).
Las plantas de S. trigrina localizadas dentro del jardin se identificaron con la ayuda del Biol.
Raull Alvarez Mora. Las plantas 1 y 2 se recolectaron de un habito epifito mientras que la
planta 3 se obtuvo de un habito litofito y la flor se recolectd de una planta epifita independiente
a las tres primeras (Fig. 11).

ﬂa‘»‘?‘

Figura 11. Identificacién de plantas de Stanhopea tigrina. Fotografias de la recoleccion de plantas
de Stanhopea tigrina para el aislamiento de su microbioma. Las muestras fueron recolectadas en el
jardin botanico Xoxoctic ubicado en el municipio de Cuetzalan de progreso, Puebla e identificadas

por el Bidl. Radl Alvarez Mora.

Las plantas de Stanhopea tigrina fueron guardadas y rotuladas en bolsas plasticas con cierres
herméticos y se colocaron en hieleras para su transporte al laboratorio de ecologia molecular
microbiana (CICM-BUAP), en donde se procesaron al dia siguiente de su recoleccion.

Para el aislamiento bacteriano se sigui6 la metodologia descrita en el apartado 5.2 (Material y
métodos), los tejidos procesados fueron: pseudobulbo, hoja, raiz, flor y también se aislaron
bacterias de la rizosfera. Con el proposito de obtener el mayor numero de aislados bacterianos
de las muestras se utilizaron tres diferentes medios de cultivo: Medio Luria-Bertani (LB),
medio nutritivo (NUT) y por altimo se utilizo un medio minimo enriquecido con sales y
vitaminas (MM).

En la figura 12 se muestra el nimero de aislados bacterianos recuperados para cada planta, lo
cual se refiere a la abundancia relativa de bacterias presentes en cada individuo. Para la planta
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1 se obtuvieron 345 aislados, para la planta 2 se recuperaron 259 aislados y para la planta 3
fueron 322 aislados, mientras que 98 aislados bacterianos se recuperaron para el caso de la
flor. Considerando estas cantidades, tenemos un total de 1024 aislados bacterianos obtenidos
de las muestras analizadas de S. tigrina. Es intereante observar que el nimero de aislados es
similar en la planta 1 y 3, a pesar de sus diferentes habitos (una epifita y otra litdfita). La flor
se considerd de manera independiente.
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Figura 12. Abundancia de aislados bacterianos en S. tigrina. Se muestra el nimero de aislados
obtenidos de cada una de las tres plantas, asi como para la flor muestreada.

Posteriormente se hizo un andlisis del nimero de aislados bacterianos recuperados respecto al
medio de cultivo del cual fueron obtenidos (Fig. 13). Para el caso de la planta 1 se recuper6
un namero similar de aislados al emplear los 3 diferentes medios de cultivo, como se desglosa
a continuacién: 118 aislados en medio LB, 116 en el MM y 111 aislados en medio NUT. Para
el caso de planta 2, el mayor nimero de aislados se recuperd en el medio NUT (109), seguido
de 81 aislados en medio MM y 69 aislados en el medio LB. Para la planta 3 también se
recuper6 el mayor nimero de aislados al emplear el medio NUT (173), seguido en este caso
de 93 aislados con el medio LB y 56 del medio MM. Finalmente, para el caso de la flor
también se obtuvo un ndmero similar de aislados para los tres medios empleados, siendo 28
aislados bacterianos al emplear el medio LB, 33 con el medio MM y 37 del medio NUT. Con
estos resultados podemos indicar que no existe una preferencia aparente por algin medio de
cultivo en particular. EL Unico comportamiento diferente se observo para la planta tres, en
donde se recuperd un mayor nimero de aislados al emplear el medio NUT.
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Figura 13. Abundancia de aislados bacterianos recuperados en funcion del medio de cultivo
utilizado. Se muestran los resultados para las 3 plantas muestreadas, asi como para la flor, indicando
con barras de diferente color el conteo arrojado en los diferentes medios de cultivo.

Con el proposito de obtener una idea general de la distribucion de los aislados en los diferentes
tejidos, se analiz6 el numero de aislados recuperados en las diferentes muestras analizadas y
los resultados se muestran en la figura 14, en donde se puede observar que recuperamos un
namero de aislados variable en los diferentes tejidos, siendo el pseudobulbo el tejido con
mayor riqueza de aislados para la planta 1 y 3, mientras que para la planta 2 el mayor nimero
de aislados se encontré en la hoja. Sin embargo, para poder realizar un analisis comparativo
de la distribucion de los aislados bacterianos entre los diferentes tejidos por planta se realiz6
una relacion porcentual y los resultados graficados se muestran en la figura 15. Empleando
este analisis se puede observar que del 100 % de los aislados recuperados de la planta 1, el
28.7 % provenian de pseudobulbo, 26.5% de rizosfera, 22.3% de hoja y 21.4 % de raiz
correspondientes a la planta 1. En la planta 2 se observa que el 31.7% de los aislados se
recuperaron de la hoja, 24.7% de pseudobulbo, 24.3% de la raiz y un 19.3% de rizosfera. En
el caso de la planta 3, el 31.7% de los aislados se recuperd de pseudobulbo, el 28.3 de raiz, el
20.8% de hoja y el 19.3 de la rizosfera. Esta valoracion nos indico que existe una distribucion
relativamente homogenea de la poblacion bacteriana en los diferenes tejidos de la planta
analizada.
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Ademaés de analizar la distribucion de los aislados bacterianos en los diferentes tejidos, se
detrmino también su distribucion de acuerdo a su origen en la planta; es decir, establecimos
el nimero de aislados bacterianos considerados como epifitos (aquellos que viven sobre la
superficie de la planta) o como endéfitos (aquellos recuperados después de una desinfeccion
superficial). En la figura 16 se muestra el nimero de aislados que se encontraban como epifitos
0 como enddfitos en los difererentes tejidos de las plantas estudiadas. De esta manera, se
obtuvieron 134 aislados epifitos y 131 endofitos del pseudobuulbo, 75 epifitos y 23 endo6fitos
de la flor, asi como 114 epifitos y 112 enddfitos de la hoja. Nuevamente, se puede observar
que existe un nimero similar de aislados epifitos y endofitos en pseudobulbo y en la hoja. Por
otro lado, en la flor se encontrd el triple de organismos epifitos en comparacion con el nimero
de enddfitos aislados.
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g 40 - = Hoja
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Planta 1 Planta 2 Planta 3 flor
® Pseudobulbo 99 64 102
® Hoja 77 82 67
Raiz 74 63 91
m Rizo6sfera 95 50 62
m flor 98

Figura 14. Distribucion de aislados bacterianos en los diferentes tejidos de S. tigrina. Se obtuvo

un total de 1024 aislados recuperados de los diferentes tejidos de las plantas de S. tigrina. En la parte

inferior de la gréafica se muestra el conteo de los aislados recuperados para cada tejido de origen y de
lado derecho se muestra el color para cada uno de ellos.
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Figura 15. Relacion porcentual de los aislados bacterianos presentes en cada planta de S.
tigrina. Se indica también la distribucién porcentual para los diferentes tejidos muestreados.
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Figura 16. Abundancia de aislados epifitos y endofitos en los diferentes tejidos de S. tigrina. Se
muestra en colores diferentes los aislados epifitos y endofitos para los diferentes tejidos y el total de
aislados se incluye para cada barra.
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6.2 Identificacién de aislados productores de giberelinas
6.2.1 Método de Candau

El nimero total de aislados bacterianos que se obtuvo fue de 1024, por lo que para evaluar si
éstos eran capaces de producir giberelinas se empled un método de tamizaje que nos ayudé a
identificar de manera cualitativa aquellos aislados que tuvieran la capacidad de producir
giberelinas. En este sentido se emple6 el protocolo descrito por Candau en 1992, el cual se
disefio originalmente para identificar la produccion por hongos de estos metabolitos, por lo
que fue necesario modificar algunos aspectos de la técnica para que pudiera ser aplicada a
bacterias.

El método original consiste en permitir el crecimiento del microorganismo en el medio ICI,
el cual contiene 8% Glucosa y 0.48% NHsNO3z (Candau et al., 1992). El empleo de este medio
se debe a que presenta bajos niveles de nitrogeno y ésto favorece a la produccion de
giberelinas. Esta técnica se fundamenta en lo siguiente (Fig. 17): si existe la presencia de
giberelinas se llevaré a cabo una reaccion de esterificacion del grupo carboxilo al adicionar
etanol y &cido sulfurico y el éster formado tendréa una absorcion en el rango del UV (Bhalla et
al., 2009).

+  CH3CH,OH H2S0O,4

GAs éster de GA3
Absorbancia a 254 nm

Figura 17. Reaccion de esterificacion del acido giberélico. El éster formado tendra una absorcion
en el rango C del ultravioleta, lo cual nos permitira la identificacion de estas estructuras.

Al principio del tamizaje se utilizé el medio ICI descrito en la técnica original y el tiempo de
incubacion fue de 72 horas a 30°C en agitacion constante de 200 rpm; sin embargo,
observamos que algunos aislados bacterianos no crecian en este medio. Para confirmar dicha
observacion, se midieron las densidades Opticas a 620 nm de algunos cultivos al azar y se
comprobo que no habia un aumento en el valor de OD conforme aumentaba el tiempo de
incubacion e inclusive observamos que estos valores disminuian pasadas las 72 horas.
Considerando estos resultados, se decidi6 utilizar otro medio de cultivo que favoreciera la
produccién de giberelinas pero también el crecimiento bacteriano. Por lo que se utiliz6 el
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medio Czapek que contiene 1% de glucosa y peptona y también ha sido reportado que este
medio favorece la produccion de giberelinas (Hassan et al., 2002). Utilizando este nuevo
medio de cultivo, observamos que nuestros aislados tenian un mejor crecimiento, lo cual se
confirmd nuevamente por la medicion de la densidad Optica para algunos cultivos al azar y se
obtuvo un notable aumento en las densidades a comparacion del medio ICI. Para asegurar el
crecimiento y viabilidad de las células se inocularon 10 pL de cada cultivo analizado en agar
nutritivo.

Una vez establecidas las caracteristicas necesarias del medio de cultivo para la realizacion del
método de Candau a partir de aislados bacterianos, se procedio a evaluar de manera cualitativa
la produccion de GAs de acuerdo a las condiciones del apartado 5.3 (Material y métodos).
Para dichos ensayos se empleo el medio de cultivo sin inocular como control negativo y como
control positivo se utilizé la cepa STF149 disponible en el laboratorio de Ecologia Molecular
Microbiana correspondiente a un hongo de género Penicillium sp. productor de GAs. Como
control positivo también se empleo una solucion de 1pg/mL acido giberélico (GAs) en etanol.
Cada aislado se evalud por duplicado y aquellas muestras positivas se confirmaron por
triplicado en un experimento adicional (Fig. 18).

Figura 18. Evaluacion de la producciéon de GAs mediante la técnica de Candau. Se muestra la

ausencia de fluorescencia para el control negativo (extrema izquierda) y una intensa fluorescencia

verda para el control positivo (extrema derecho) que corresponde al aislado fungico productor de

GAs STF149. Los aislados bacterianos 56 y 100 mostraron una fluorescencia moderada, mientras
que el aislado 539 no present6 la fluorescencia caracteristica.

Después de evaluar de manera cualitativa la produccion de GAs para la totalidad de los
aislados bacterianos y bajo nuestras condiciones experimentales, se obtuvieron un total de 18
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aislados positivos: 7 aislados fueron recuperados de la raiz, 2 de pseudobulbo, 4 de rizésfera,
2 de hoja y 3 de flor (Fig. 19). En la tabla 4 se muestra una lista con la identidad del aislado
que resultd positivo de acuerdo a la prueba cualitativa de giberelinas, ademas de la clave que
resume las caracteristicas de obtencidn para cada aislado. Finalmente, de acuerdo con la
ubicacion del aislado en la planta, encontramos que de los aislados bacterianos obtenidos
como positivos a la prueba cualitativa de giberelinas 4 son de origen epifito y 3 de origen

endofito (Fig. 19).

| | | |
Raiz
Rizosfera
Flor s
Hoja
Pseudobulbo
*
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Pseudobulbo Hoja Flor Rizosfera Raiz
Aislados 4
m Epifito 1 3
® Enddfito 2 1

Figura 19. Aislados bacterianos positivos a la prueba cualitativa de produccion de giberelinas.
En la parte superior se muestra la grafica correspondiente al tejido de origen para los diferentes
productores identificados mientras que en la parte inferior se indica ademas la ubicacion del aislado.
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Tabla 4. Aislados bacterianos positivos a la prueba cualitativa de producion de

giberelinas.
42 3RX-DIR-NUT(1B)2
56 3RX-2-LB(5)
79 3RX-2-NUT(6)

100 3RX-3-NUT(5)
101 3RX-3-NUT(2)
147 2RX-2-LB(3B)1
148 2RX-2-LB(3B)2
224 1TY-DIR-LB(1A)2
291 3TY-DIR-LB(2)
338 1SX-DIR-MM(7A)
350 1SX-4-NUT(17A)
354 1SX-3-NUT(1)
439 3SX-3-MM(4)

546 2HY-DIR-LB(5B)
565 2HX-DIR-MM(3C)
633 1FX-3-LB(3)

663 1FX-DIR-LB(2B)
713 1FX-DIR-NUT(6B)

Una vez realizado el tamizado de los aislados bacterianos de S. tigrina fue necesario validar
los resultados obtenidos empleando una técnica analitica méas especifica y sensible a la
presencia de giberelinas. Inicialmente se propuso el empleo de una técnica de cromatografia
sencilla, rapida y econdmica, que es la cromatografia en capa fina (TLC), la cual ha sido
empleada para la determinacion cualitativa de giberelinas (Castillo et al., 2007). Sin embargo,
para poder determinar de manera cuantitativa la produccion de giberelinas, se decidio utilizar
también la técnica de cromatografia de alta resolucion (HPLC). Esta técnica se basa en la
separacion de diferentes componentes de una mezcla con base a sus diferentes tipos de
caracteristicas fisicoquimicas y consiste en pasar una alicuota de la muestra a través de la una
fase estacionaria (columna cromatografica) mediante el bombeo de liquido (fase moévil) a alta
presion a través de la columna. Los componentes de la muestra se retrasan diferencialmente y
esto depende de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria, de tal manera
que cada compuesto muestra un tiempo de retencion particular. De esta manera, el tiempo de
retencion (RT) se define como el tiempo que tarda un compuesto en ser eluido de la columna
y es caracteristico de cada componente de la mezcla.

Comparando los diferentes tiempos de retencion de nuestra muestra con un estandar conocido
podemos determinar la presencia o ausencia de cierto compuesto en la mezcla. De igual
manera, si conocemos la concentracion de nuestro estandar es posible calcular la
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concentracion de los compuestos en nuestra muestra, de acuerdo con una férmula que se
describird més adelante.

6.2.2 Cromatografia de capa fina (TLC)

Los 18 aislados considerados como productores de GAs de acuerdo a la técnica de Candau se
emplearon para el anélisis cromatografico. Para realizar ambas pruebas de cromatografia se
realiz6 en primera instancia un cultivo en medio Czapek a pH 5. A partir de este cultivo, se
recuperé el sobrenadante y se realizd un tratamiento para acidificar el medio y los
componentes de interés fueron extraidos con acetato de etilo (ver apartado 5.4.2 de material y
métodos). Después de obtener el extracto de cada muestra se procedio a realizar las pruebas
de TLC y HPLC acoplando a UV simultaneamente (ver apartados 5.4.3 y 5.4.4 de material y
métodos)

En la figura 20 podemos observar las placas de silice vistas al UV que se obtuvieron como
resultado de la cromatografia en capa fina. Se emplearon como estandar GAz y GAs, los cuales
desarrollaron una fluorescencia azul y presentaron un valor de Rf de 0.52 y 0.78,
respectivamente. En los aislados 147, 224, 101 y 546 se observaron manchas fluorescentes
que podrian corresponder a los metabolitos buscados; sin embargo, la coloracion y la distancia
que recorrieron a traveés de la fase estacionaria no coincide con la de los estandares. De acuerdo
con estas observaciones iniciales no fue posible determinar de manera contundente la
produccién de GAs en los aislados evaluados. Por otro lado, aunque esta técnica es rapida y
econdmica no es lo suficientemente sensible para detectar la presencia de giberelinas en
determinadas concentraciones; por lo que decidimos realizar la cuantificacion de giberelinas
en nuestros aislados bacterianos mediante HPLC acoplada a UV.
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Figura 20. Identificacion de GAs mediante cromatografia en capa fina (TLC). En la
parte inferior se indica el nimero de aislado analizado; se usé como estandares GAz y GAus,
las cuales mostraron una fluorescencia azul caracteristica. Se observa el desarrollo de
fluorescencia por algunos de los aislados evaluados.
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6.2.3 Cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a UV (HPLC-UV)

Para realizar latécnica de HPLC se utilizé el equipo Hewlett Packard HPLC instrument (series
1100), como fase estacionaria se ocupd una columna de acero inoxidable XDB-C18 (150 x
4.6 mm de diametro interno) y como fase maévil una solucion de acetonitrilo y agua acida
(0.01% de é&cido fosforico) en relacion 70:30, con 3 repeticiones (a, b y ¢), con una velocidad
de flujo: 0.6 mL/min. Para nuestros ensayos se inyecto una alicuota de 1 pL tanto de la muestra
como de los estandares (GAs y GA4) a una concentracion de 1 mg/mL. Se realizaron lecturas
a dos diferentes longitudes de onda: 206 nm y 254 nm. Los estdndares empleados como
referencia absorbian a 206 pero no a 254 nm, por lo que cualquier pico que tuviera una
absorcidn a 254 se puede descartar ya que no se trata de GAs.

En las figuras 21 y 22 se muestran los cromatogramas para los aislados 56 y 713, asi como
para los estandares. Al comparar los cromatogramas para GAz y para la muestra 56, se observa
en ambos casos un pico con un tiempo de retencion similar (2.763 y 2.729 min
respectivamente) pero no se observé ningun pico que pudiera corresponder al tiempo de
retencion de GAs (4.047 min), por lo que para el aislado 56 podemos confirmar la presencia
solamente de acido giberélico 0 GAs.
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Figura 21. Identificacion de la produccion de GA; en aislados bacterianos mediante HPLC. En

la parte superior se muestran los cromatrogramas para las muestras de referencia correspondientes a

GAsy GAs. En la parte inferior se muestra el cromatograma obtenido para la muestra 56. La linea

roja indica el tiempo de retencién para GAs, el cual es similar a uno de los picos observados para la
muestra 56.

Al analizar el cromatograma del aislado 713 (Fig. 22) se observa la presencia de un pico que
cae en 3.426 min y es similar al tiempo de retencion de nuestro estandar GAs, 3.403 min. Sin
embargo, se descarta la presencia de GAs debido a que los picos que caen a una tiempo de
retencion similar al de GAz muestran también una absorcién a 254 nm.
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Figura 22. Identificacion de la produccion de GA4 en aislados bacterianos mediante HPLC.En

la parte superior se muestran los cromatrogramas para las muestras de referencia correspondientes a

GA:y GA4. En la parte inferior se muestra el cromatograma obtenido para la muestra 713. La linea

roja indica el tiempo de retencion para GA, el cual es similar a uno de los picos observados para la

muestra 713. La presencia de GAsse descarta debido a que los picos cercanos al tiempo de retencion
para este estandar también se observaron a 254 nm.

De la misma manera como se muestra en las figuras 21 y 22, se analizaron los cromatogramas
para todas las muestras evaluadas mediante HPLC, para determinar de esta manera los tiempos
de retencion obtenidos, asi como para calcular la concentracién de GAs de acuerdo a la
formula previamente reportada por Bhalla & Singh, 2010.

y=axcxv/p
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Donde:

y= concentracion de analito

a= area del pico de la alicuota muestra

c= concentracion de la solucion estandar (ug mL-1)
V= volumen de la muestra

= area del pico del estandar

Con estos resultados se determin6 de manera cualitativa la produccion de GAs y GA4 en los
18 aislados bacterianos evaluados. Los resultados obtenidos se muestan en la tabla 5, en donde
se enlistan cada uno de los aislados bacterianos estudiados, los tiempos de retencion y la
concentracion calculada para cada uno de los picos correspondientes al estandar. Aquellos
tiempos de retencion marcados con un asterisco (*) corresponden a ensayos en los cuales se
observo el pico correspondiente al tiempo de referencia en dos de los tres ensayos realizados.
Los valores marcados en rojo corresponden a las muestras para las cuales se observé que el
pico tiene absorcidn también a una longitud de onda de 254 nm, de tal manera que no se puede
asegurar que los picos observados a 206 nm para estas muestras correspondan a GAS.

Con base a los resultados resumidos en la tabla 5, se observé que al menos 8 aislados
mostraron una produccion de GAz 0 GA4 de manera reproducible y en cantidades que van de
1.2 a 3.4 ug, sin mostrar absorbancia de fondo a 254 nm. Estos ocho aislados validados de
manera cuantitativa para la produccién de GAs se seleccionaron para el ensayo de promocion
vegetal y son los siguientes: 42, 56, 79, 147, 224, 291, 350 y 713.
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Tabla 5. Determinacion de la produccion de GAs mediante HPLC-UV para diferentes
aislados bacterianos.

Aislado | Nombre del Tiempo de retencion (RT)! Concentracion de la
aislado muestra (1g)
GAs RT =2.483 | GA; RT=3.39% | GA; GA,
Limites de Limites de
lectura lectura
(2.433-2.533) | (3.344—3.444)
45 | SRXDIR- 1.64 +
NUT(1B)2 2.492 + 0.008 0.000 0.72 0.00
56 | 3RX-2-LB(5) 405
2,500 + 0.010 0.000 0.63 0.00
79 | 3RX-2-NUT(6) 2.495 + 0.012 0.000 | 1.43 +0.24 0.00
131+
100 | 3RX-3-NUT(5) 2.469 + 0.006* 0.000 0.13 0.00
101 | 3RX-3-NUT(2) 2258
2.504 + 0.003 0.000 0.39 0.00
147 | 2RX-2-LB(3B)1 144+
2.490 + 0.004 0.000 0.43 0.00
148 | 2RX-2-LB(3B)2 2.497 £ 0.007* 0.000 | 2.32% 0.19 0.00
7o | LTY-DIR- 1.20 +
LB(1A)2 2.489 + 0.009 0.000 0.32 0.00
131+
291 | 3TY-DIR-LB(2) 0.000 | 3.427 +0.010 0.00 0.36
235 | 1SX-DIR- 1.60
MM(7A) 2.493 + 0.008 0.000 0.41 0.00
336+
350 | ISX-4-NUT(7A) | 5 494 4+ 0.009 0.000 0.53 0.00
354 | 15X-3-NUT(1) 257 %
2.496 + 0.007 0.000 0.40 0.00
439 | 3SX-3-MM(4) Lar
2,513 + 0.006* 0.000 0.16 0.00
546 | 2HY-DIR-LB(5B) 3.90
2,501 + 0.006 0.000 0.73 0.00
=65 | ZHX-DIR- 248 +
MM(3C) 2.493 + 0.016 0.000 1.57 0.00
582+
633 | 1FX-3-LB(3) 2,507 + 0.024 0.000 1.82 0.00
365+
663 | 1FX-DIR-LB(28) 2.512 + 0.009 0.000 1.04 0.00
13| IFXDIR- 148 +
NUT(6B) 0.000 | 3.428+0.011 0.00 0.31

56 |Pagina




Identificacion de bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal

6.3 Efecto promotor de crecimiento vegetal

6.3.1 Determinacion de modelo vegetal

Debido al tiempo limitado para la realizacion de este proyecto, resulta imposible utilizar
semillas de Stanhopea tigrina o de cualquier otro tipo de orquidea para ensayos en planta, ya
que solo para para su germinacion son necesarios de 4 a 6 meses. De esta manera, para valorar
el efecto promotor de crecimiento vegetal de las cepas positivas a la produccion de giberelinas
se determind, en primera instancia, un modelo vegetal sobre el cual trabajar. EI modelo sobre
el cual se trabajé fue el maiz, que es el principal cultivo en México, cultivado en todas las
entidades del pais, el cual ocupa el 18% de valor de la produccidn del sector agricola ocupando
el 33% de la superficie sembrada en la nacion (SAGARPA, 2014).

Para no descartar algunos otros posibles modelos alternativos, se realizaron ensayos de
germinacion con maiz, soya, sorgo y trigo. De acuerdo a la técnica descrita en el apartado de
material y métodos, se realizaron ensayos de germinacién con los cereales mencionados y
encontramos que algunas semillas presentan un alto grado de contaminacion intrinseca y se
valor6 ademas el tiempo necesario para la germinacion, asi como la longitud de la plantula
obtenida. Considerando las observaciones resultantes, se decidio continuar trabajando con el
maiz, ya que se trataba de semillas sanas, de rapida germinacién y con un tamafio manejable
de pléantula. Postriormente se realizaron 3 diferentes ensayos de germinacion empleando las
semillas de maiz. Este ensayo nos permitid verificar la salud de las semillas, asi como la
reproducibilidad de la manipulacion y obtuvimos porcentajes de germinacion del 55%, 94%
y 81% en tres ensayos independientes, arrojando como porcentaje promedio de germinacion
un 76.6%. Con estos datos fue posible establecer el niUmero de semillas que era necesario
emplear para contar con el material biol6gico suficiente para los ensayos de promocion de
crecimiento vegetal.

6.3.2. Ensayos preliminares de promocién de crecimiento vegetal

Se realizarén dos experimentos pilotos antes de realizar el experimento de promocién de
crecimiento vegetal, en el primer experimento se evalud la concentracién del indculo en
semillas de maiz criollo y en el segundo se determinaron las condiones de riego, el tipo de
semilla y la concentracion del control positivo a utilizar.

Se utilizo el aislado 56 para evaular la promocidon del crecimiento vegetal, de acuerdo con el
protocolo descrito en el apartado de material y metodos. De esta manera, se desinfectaron las
semillas y se incubaron en oscuridad a 30°C por 3 dias en medio agar-agua. Posteriormente,
se seleccionaron las plantulas del mismo tamario y éstas se traspasaron a tubos falcon de 50
mL con soporte de agar-agua y medio murashige-skoog (Murashige et al., 1962). La mitad de
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las plantulas se inocularon con 50uL de un cultivo del aislado 56, el cual contenia
aproximadamente 5 x 10° UFC (Viruel et al., 2014). Transcurridas dos semanas, se pudo
apreciar una diferencia evidente (Fig. 23) entre las plantulas adicionadas con el inéculo
bacteriano y las que se desarrollaron en ausencia de inoculo. Asi, aquellas plantas de maiz que
habian sido inoculadas con el aislado 56, mostraron una mayor elongacion respecto a las que
no fueron inoculadas.

Figura 23. Ensayo preliminar para evaluar la promocion de crecimiento vegetal. De izquierda a
derecha: las primeras 4 plantas de maiz no fueron inoculadas, la siguientes 4 plantas de maiz fueron
inoculadas con 5 x 10° UFC del aislado 56 y se observa una mayor longitud de la parte aérea.

En el segundo experimento se usaroncon dos variedades distintas de maiz, Golden Batam
(GB) y Legendario (LEG). La primera variedad de maiz es de origen francés y la segunda
variedad es de origen mexicano y es una cruza simple modificada. De acuerdo con el protocolo
descrito en el apartado de material y métodos se desinfectaron las semillas y se incubaron en
oscuridad a 30°C por 3 dias en medio agar-agua, sin embargo para la primera variedad se
obtuvo un porcentaje de germinacion del 34% y para la varidad legendario se alcanzd un
procentaje de germinacion del 90%. Las plantulas se selecionaron y se inocularon con dos
diferentes soluciones de GAz 0.2 mM y 0.4 mM y como control negativo las plantulas fueron
inoculadas con agua destilada de acuerdo al protocolo descrito. Esta prueba piloto se llevo a
cabo en condiciones de camara de crecimiento e invernadero y se monitorearon los
parametros: Temperatura, humedad relativa e iluminancia. Se observo que para el caso de la
camara de crecimiento los valores varian poco y se tienen condiciones mas controladas, lo que
difiere de invernadero en donde los valores estan sujetos a las condiciones ambientales. Sin
embargo, estas ultimas condiciones son las mas cercanas a las que se pueden obtener en un
cultivo real en campo (ver anexo 2 y 3).
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Figura 24. Figura 24. Prueba piloto de promocién de crecimiento vegetal en V2. A) Maiz
variedad legendario en condiciones de invernadero B) Maiz variedad Golden Batam en condiciones
de invernadero C) Maiz varidedad legendario en condiciones de camara de crecimiento D) Maiz
variedad Golden Batam en condiciones de cdAmara de crecimiento. C- (control negativo, C1
(Solucién de GA30.2 mM) y C2 (Solucién de GA3; 0.4 mM).

En la figura 24 se observan las dos variedades distintas de maiz tratadas con las dos diferentes
concentraciones de acido giberélico se determino que la soluciéon con menor concentracion
mostraba un efecto de elongacion similar a las plantas tratadas con la solucién de hormona de
mayor concentracion.

Con estas observaciones se determino utilizar la variedad de maiz legendario y se decidio
utilizar como control positivo una solucion de acido giberélico al 0.2 mM vy finalmente las
condiciones para el experimento de promocidn de crecimiento vegetal se llevarian a cabo tanto
en camara de crecimiento como en invernadero.

6.3.3. Ensayos de promocion de crecimiento vegetal

Para realizar el experimento de promocién de crecimiento vegetal se utilizé un maiz variedad
legendario, que es un hibrido resultado de una cruza simple modificada adquirida a la empresa
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Starseeds™. El experimento de promocion de crecimiento vegetal se llevd a cabo en las
instalaciones del Centro de Investigacion de Biotecnologia Aplicada (CIBA) del Instituto
politécnico nacional. El experimento inicié el 11 de Agosto del 2017, se realizO en
condiciones de invernadero y camara de crecimiento de manera simultanea.

El primer paso fue la seleccion y desinfeccion de semillas (ver apartado 5.5.1), una vez
obtenidas las plantulas se seleccionaron las mas homogéneas y se inocularon con los aislados
a una concentracion de 10® o 10° UFC. Como control negativo se inocul6 el medio de
crecimiento (Medio Czapek) sin in6culo y como control positivo se deposité una solucion de
GA3z 0.2 mM. (Ver apartado 5.5.4 y 5.5.5). Durante el curso del experimento las plantas de
maiz se regaron en primera instancia con agua esteril hasta el surgimiento del coleoptilo, una
vez surgido se rego cada planta con una solucion estéril Hoagland 0.1x cada tercer dia hasta
saturacion, también se midieron los parametros de temperatura, humedad e iluminancia en
ambas condiciones: invernadero y camara de crecimiento. A diferencia del invernadero, la
camara de crecimiento tiene dos lecturas: Iluminancia-D y lluminancia-1 que corresponden a
las lecturas arrojadas por aquellas muestras colocadas a la derecha e izquierda de la camara,
respectivamente. Los valores promedios de estos parametros se muestran a continuacién en
las tablas 6 y 7.

Tabla 6. Valores promedio de los parametros variables en condiciones de invernadero.

Invernadero

Tiempo del dia Temperatura (°C) Humedad (%) Iluminancia (Ix)
Mafana 18.7 54.3 16935
Mediodia 35.3 16.9 34100
Tarde 33.7 23.1 22150

Tabla 7. Valores promedio de los parametros variables en condiciones de camara de

crecimiento.
Tiempo del Temperatura Humedad Iluminancia-D lluminancia-I
dia (°C) (%) (Ix) (Ix)
Mafana 29.7 40.0 2392 2298
Mediodia 33.4 22.8 1912 2048
Tarde 34.5 18.8 2370 2210

Durante el transcurso del experimento se monitoreo el crecimiento de las plantas de maiz tanto
en camara de crecimiento como en invernadero y se seleccionaban al azar 3 plantas de cada
tratamiento para medir la parte aérea (del surgimiento de la parte aérea a través del sustrato
hasta la ultima hoja) durante cada cambio de estadio (ver anexo 4y 5).
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A los valores recolectados durante el monitoreo se les realizé una prueba de ANOVA de una
variable utilizando el programa GraphPad Prism 7.03 y se consider6 que habia una diferencia
significativa en los tratamientos si se obtenia un valor de p < 0.05. Si existia una diferencia,
el siguiente paso era averiguar cual de los tratamientos era diferente. Para esto se realizo la
prueba de Dunnett, la cual nos compara las medias de las muestras contra un control, en este
caso el control negativo (los valores de p obtenidos del analisis durante el crecimiento de las
plantas se encuentran en los anexos 6 y 7).

En el estadio V1 se observaron diferencias significativas entre el control y algunas de las
plantas inoculadas con aislados bacterianos tanto en cadmara de crecimiento como en
invernadero. Los tratamientos que mostraron una diferencia significativa en ambas
condiciones de acuerdo a la prueba de Dunnett fueron las plantas inoculadas con los aislados
42, 56, 350 y 713 tanto en cdmara de crecimiento como en invernadero, asi como el aislado
79 en condiciones de invernadero. En el estadio V2 fue posible observar un efecto positivo en
el crecimiento de las plantas para el control positivo en condiciones de cAmara de crecimiento,
asi como para los aislados bacterianos sefialados anteriormente. En la condicion de
invernadero, solo el tratamiento 713 seguia presentando una diferencia junto con el control
positivo. Al llegar al estadio V3, tanto en cdmara de crecimiento con en invernadero se dejaron
de observar diferencias entre las plantas tratadas con los indculos en comparacion al control
negativo (figuras 25 y 26).

Para ilustrar las observaciones realizadas, en la figura 27 se observan las plantas de maiz
tratadas con el aislado 713, tanto para las plantas crecidas en condiciones de invernadero como
aquellas crecidas en cdmara de crecimiento, en donde se puede notar que en estadio V1, para
ambas condiciones, hay una elongacion mayor de la parte aérea de las plantas tratadas con el
aislado, asi como para el control positivo correspondiente a la soluciéon de GAs. Sin embargo
en el estadio V3 se deja de ver este efecto para ambas condiciones.
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Figura 25. Longitud de la parte aérea para plantulas inoculadas con aislados bacterianos en
condiciones de cAmara de crecimiento. Se muestran las graficas para los diferentes estadios
vegetativos. Se observa una diferencia significativa para los tratamientos con los aislados 42, 56, 350
y 713 (*p < 0.05) en los estadios V1y V2.
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Figura 26. Longitud de la parte aérea para plantulas inoculadas con aislados bacterianos en

condiciones de invernadero. Se muestran las graficas para los diferentes estadios vegetativos. Se

observa una diferencia significatica para os tratamientos con los aislados 42, 56,79, 350 y 713 en el
estadio V1y 713 en el estadio V2 (*p <0.05).
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Figura 27. Crecimiento de plantas de maiz var. Legendario tratadas con el aislado 713. En el
estadio V1 se observa una mayor elongacion de la parte area de las plantas de maiz en invernadero y
camara de crecimiento. Para el estadio V3 este efecto se pierde conservandose Unicamente el efecto
en las plantas tratas con una solucion de GAs. Se incluyen los controles negativos a la izquierda y los

positivos a la derecha de las plantas inoculadas con el aislado.

Ambos experimentos terminaron en diferentes fechas debido a que alcanzaron el estadio V4
a diferentes tiempos. El 28 de Agosto del 2017 se completd el experimento de promocion de
crecimiento vegetal que se llevd a cabo en camara de crecimiento y el 1 de septiembre
siguiente se completo el experimento que se llevé a cabo en invernadero (Fig. 28). En ambos
casos se sacrificaron las plantas y se separd la parte aérea de la raiz para ser medidas y pesadas,
y finalmente se colocaron en bolsas de papel para secar el tejido y obtener el parametro de
peso seco. Una vez obtenidos todos los parametros (ver anexos 8 y 9) se realizo el mismo
analisis estadistico descrito anteriormente (prueba de ANOVA de una variable y prueba de
Dunnett) utilizando el programa GraphPad Prism 7.03. En los anexos 10 y 11 se muestran los
valores de p obtenidos de cada uno de los pardmetros medidos en las dos diferentes
condiciones.
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Figura 28. Efecto del aislado 713 en plantas de maiz var. legendario en el estadio V4. Se
muestran las plantas tratadas con el aislado 713, asi como los controles positivos y negativos al
momento del sacrificio.

En el caso de las plantas crecidas bajo condiciones de cAmara de crecimiento, observamos que
al final del experimento las plantas no presentan diferencias entre los diferentes tratamientos
con los indculos bacterianos y el control positivo correspondiente a la solucion 0.2 mM de
GAz (Fig.29). Sin embargo, se observd una diferencia en algunas condiciones para las plantas
que crecieron en invernadero, encontrando una diferencia significativa para los parametros de
peso seco de la parte aérea, siendo mayor en las plantas tratadas con el aislado 79 respecto al
control negativo. También se observaron diferencias significativas en el peso seco de raiz en
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presencia de los aislados 42 y 79. Como se esperaba, se obtuvo también una diferencia
significativa en los pardmetros de longitud aérea, peso fresco aéreo y peso fresco de raiz para
el grupo correspondiente al control positivo, el cual fue tratado con una solucién de GA3 0.2
mM, de acuerdo a la prueba de Dunnett (Fig. 30).
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Figura 29. Efecto de los aislados bacterianos productores de GAs en la promocion de
crecimiento vegetal en cAmara de crecimiento. Se muestran las graficas del efecto de los aislados
bacterianos sobre los diferentes parametros de crecimiento medidos. No se observa una diferencia
significatica para ninguno de los tratamientos (*p < 0.05).
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Figura 30. Efecto de los aislados bacterianos productores de GAs en la promocion de
crecimiento vegetal en cAmara de invernadero. Se muestran las gréaficas del efecto de los aislados
bacterianos sobre los diferentes pardmetros de crecimiento medidos. Se observa una diferencia
significativa para los tratamientos de GAs sobre longitud aérea, peso fresco aéreo, peso fresco raiz y
peso seco raiz (*p < 0.05) y del aislado 79 sobre peso seco aéreo y de raiz.

En conjunto, los resultados muestran que los aislados 42, 56, 79, 350 y 713 producen un
incremento en la parte area de las plantas de maiz en el estadio V1 en ambas condiciones.
Este efecto se mantuvo a lo largo del experimento en las plantas que crecieron en la cdmara
de crecimiento, mientras que en invernadero el efecto favorable se mantuvo solo en las plantas
tratadas con el aislado 713. En ambos casos, el efecto observado se perdio al alcanzar el
estadio V3, teniendo como resultado global un aumento en la elongacion por efecto del
tratamiento con los aislados mencionados en los primeros estadios vegetativos de la planta de
maiz.

6.4 Identificacién molecular de los aislados bacterianos productores de
giberelinas con efecto promotor de crecimiento vegetal.

Los esquemas tradicionales de identificacion bacteriana se basan en las caracteristicas
fenotipicas de las mismas, como su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y
metabolicas. Estos métodos son bastantes asequibles y rapidos por lo que antes de realizar la
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identificacion molecular se determinaron las caracteristicas macroscépicas y microscopicas
de nuestros aislados productores de GAs, para lo cual se realizd tincion de gram y
caracterizacion morfoldgica a cada uno de los aislados productores que se emplearon en los
ensayos de promocion de crecimiento vegetal (anexo 12). Los resultados obtenidos se resumen
en la tabla 9. Para el aislado 350 se realizé también la tincion de schaeffer fulton, la cual fue
positiva la formacion de endosporas, 1o que nos sugiere que el aislado 350 puede pertenecer
al género Bacillus (Fig. 31).

Tabla 8. Caracteristicas microscopicas de los aislados bacterianos utilizados en el
experimento de promocion de crecimiento vegetal.

Ndmero  Clave Tincion de Gram

de aislado

56 3RX-2-LB(5) Bacilos Gram(-)

42 3RX-DIR-NUT(1B)2 Cocobacilos Gram(-)
79 3RX-2-NUT(6) Cocobacilos Gram(-)
147 2RX-2-LB(3B)1 Cocos Gram(+)

224 1TY-DIR-LB(1A)2  Bacilos Gram(-)

291 3TY-DIR-LB(2) Bacilos Gram(-)

350 1SX-4-NUT(17A) Bacilos Gram(+)
713 1FX-DIR-NUT(6B)  Bacilos Gram(-)
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Figura 31. Tincién de Schaeffer-fulton al aislado 350. Se puede observar la presencia de
endosporas, como estructuras ovoides tefiidas con verde de malaquita.

Para complementar la caracterizacion de los aislados productores de GAs, se realizd una
identificacion genotipica parcial mediante la amplificacion y secuenciacion de la regon
correspondiente al ARNr 16S. Inicialmente se realizo la extraccion de ADN gendmico de los
aislados productores (ver apartado 5.6.1) y el resultado de dicho procedimiento se muestra en
la figura 32, en donde se observan cantidades variables de ADN gendémico recuperado de los
aislados 42, 56, 79, 147, 224, 291 y 713. La Unica muestra para la cual no fue posible recuperar
ADN genomico correspondio al aislado 350.

Figura 32. ADN genomico extraido de los aislados bacterianos productores de GAs. Se muestra
el marcador de peso molecular de 1Kb (M) en el primer carril y a continuacién el ADN de los
diferentes aislados.
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Figura 33. Amplicones correspondientes al gen 16S rARN obtenidos para los aislados
bacterianos productores de GAs. En esta figura se pueden observar las bandas de los productos de
PCR con un peso esperado de aproximadamente 1400 pb. M de los diferentes aislados mencionados

y el marcador de peso molecular de 1Kb (M).

A partir del ADN gendmico, se realizé la amplificacion por PCR, utilizando los primers
universales correspondientes al gen de interés (Morales-Garcia et al., 2011), de acuerdo a las
condiciones descritas en la seccién de material y métodos (Ver apartado 5.6). En la figura 33
se muestran los productos de la amplificacion, en donde se puede observar que en todas las
reacciones se obtuvo el producto esperado de aproximadamente 1400 pb.

Para cumplir con nuestro Gltimo objetivo se mandaron a secuenciar al Instituto de
Biotecnologia de la unam aquellos aislados que mostraron un efecto positivo en el crecimiento
de las plantas de maiz durante los primeros estadios vegetativos que fueron los aislados 42,
56, 79 y 713 (Tabla 9). Para el aislado 350 podemos sugerir de acuerdo a sus caracteristicas
macro y microscopicas que pertenece al género Bacillus.
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Tabla 9. Identidad de los aislados productores de GAs con efecto positivo en elongacion de parte aérea
durante estadios tempranos en maiz var. Legendario.

No. Descripcion Max Total Query E- Identidad
Aislado score score cover value

42 Psuedomonas 1622 1622 100% 0.0 99%
fluorescens

56 Lelliottia amnigena 1670 1670 100% 0.0 99%

79 Pseudomonas 1657 1657 100% 0.0 99%
synxantha

713 Stenotrophomonas 1696 1696 99% 0.0 99%
maltophilia

7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1  Aislamiento de cepas bacterianas endofitas y epifitas

La microbiologia clasica involucra el aislamiento y cultivo de microorganismos del ambiente
utilizando diferentes medios nutritivos, dependiendo de nuestro propoésito seran las
condiciones que usemos (Turner et al., 2013); y debido a que el microbioma de una planta es
fundamental para su salud, la manipulacion de los microorganismos asociados a las plantas
puede reducir potencialmente su incidencia en enfermedades, incrementar su produccion
agricola, reducir el uso de insumos de origen quimico resultando en préacticas agricolas
sustentables (Turner et al., 2013). En este sentido fue primordial para nuestro grupo de
investigacion tratar de recuperar la mayor parte del microbioma asociado a esta orquidea, por
lo que se decidi6 aislar tantos microorganismos bacterianos y fungicos cultivables.

En el caso de las bacterias la literatura sugiere que solo se puede recuperar del 0.001% al 1%
de enddfitos cultivables presentes en los tejidos de la planta después de una desinfeccién
superficial, aun con estas cifras desalentadoras el uso de medios nutritivos pueden eficientizar
el aislamiento (Eevers et al., 2015).

Para el aislamiento de bacterias endofitas y epifitas de nuestro modelo de utilizamos tres
medios diferentes de cultivo (fig 13): Medio Luria-Bertani (LB), que contiene peptona de
caseina y extracto de levadura que son esenciales para el desarrollo éptimo de la mayoria del
microorganismo, medio nutritivo (NUT) que contiene pluripeptona y extracto de carne y es
ideal para el desarrollo de microorganismos con escasos requerimientos nutricionales y por
ultimo se utilizd un medio minimo enriquecido con sales y vitaminas (MM) que contiene la
base de un medio minimo (glucosa y diferentes sales) asi como la adicion de vitaminas del
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complejo B, peptona de caseina y extracto de levadura y este fue utilizado para el crecimiento
de microorganismos nutricionalmente exigentes.

Con el uso de los medios de cultivo anteriores se obtuvo un total de 1024 aislados bacterianos
de las muestras recolectadas de S. tigrina (fig. 12) de los cuales 345 aislados se recuperaron
de la planta 1, 259 de la planta 2, 322 de la planta 3 y 98 aislados se obtuvieron de la flor. Sin
embargo, no observamos alguna predileccion por parte de las bacterias aisladas por algun
medio en especifico, excepto en la planta 3 que hay un mayor asilamiento en medio nutritivo
y esto podria deberse a que las bacterias obtenidas de esta planta estaban restringidas
nutricionalmente en comparacion de las plantas 1 y 2 debido al habito litofito de la planta 3
(fig. 13).

Como se ha venido mencionando la asociacion bacteria orquidea es poco conocida, pero no
por ello menos importante, en un estudio realizado en orquideas terrestres del este de Australia
(Wilkinson et al., 1993) se observo que los generos que conforman la microflora de estas
orquideas siguen un patron temporal, también se ha visto que la abundancia de
microorganismo en raices depende del habito de la orquidea. Se ha reportado que las raices
aéreas de orquideas epifitas tienen 30 veces mas densidad bacteriana en comparacién con las
raices de orquideas terrestres (Tsavkelova et al., 2006). En este sentido hubiésemos esperado
encontrar una diferencia entre el nimero de aislado bacterianos en funcion de su habito, sin
embrago, como observamos en la figura 12, el nimero de aislados bacterianos entre las plantas
epifitas (planta 1 y 2) es muy similar a los aislados de la planta litofita (plata 3).

En la figura 14 podemos observar que, el nimero de aislados de raiz y rizosfera entre las
diferentes plantas de Stanhopea tigrina es muy similar, al realizar una relacion porcentual de
los aislados bacterianos de cada planta por tejido, obtuvimos de las plantas 1 y 2 un porcentaje
de 21.4 % y 24.3% respectivamente y de la planta 3 un 28.3% de aislados de raiz. En cuanto
los aislados de rizdsfera se obtuvo un porcentaje de 27.5 % y 19.3% de las plantas 1 y 2 y un
19.3% de la planta 3. Los microorganismos obtenidos de raiz y rizésfera son de gran interés
biotecnoldgico debido a que los exudados de la raiz pueden contener una gran variedad de
compuestos entre los que podemos encontrar acidos organicos azucares, aminoacidos, acidos
grasos, vitaminas, factores de crecimientos, hormonas y compuestos antimicrobianos (Turner
et al., 2013). Los porcentajes de aislados bacterianos en raiz y rizosfera son similares a los
porcentajes obtenidos en otros tejidos y no se observé que existiese una mayor cantidad
aislados en las plantas epifitas a comparacion con la planta litéfita o en comparacion a otros
tejidos diferentes.

Como se menciono los microorganismos obtenidos de raiz y rizésfera son los mas estudiados
debido a que estas zonas, se encuentran altamente colonizadas pero, otro tejido de gran
importancia es la filosfera. La filosfera es la superficie aérea de la planta, se considera que es
pobre en nutrientes comparada con la rizésfera, la colonizacion microbiana de hojas no es
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homogénea y se ve afectada por estructuras como venas, pelos y estoma. Es un ambiente
mucho méas dindmico que la rizosfera, puesto que sus residentes estan sujetos a los cambios
de temperatura, humedad y radiacion. La precipitacion y el viento contribuyen a la residencia
temporal de los microorganismos. (Turner et al,. 2013).

En nuestras muestras de Stanhopea tigrina se obtuvieron de las plantas 1 y 2 un nimero de
aislados de 77 y 82 que corresponde al 22.3 % y 31.7% respectivamente. En cuanto a la planta
3 se obtuvieron 67 aislados que corresponde al 20.8%. Hay un mayor porcentaje de aislados
en las plantas epifitas en comparacion a la planta litéfita y esto se puede deber a que las
plantas epifitas al crecer sobre un arbol se encuentran en un ambiente mucho mas dinamico
que aquella que crecid sobre una roca.

Otro microambiente importante y caracteristico de la familia Orchidaceae es el pseudobulbo,
que sirve de almacenamiento de agua y alimento, sin embargo, ha sido poco estudiado y hasta
el momento solo existe un reporte en Laelia furfuracea y Oncidium Sphacelatum de géneros
bacterianos asociados a los pseudobulbos de estas orquideas (Zambrano et al., 2007), en este
reporte se aislaron géneros como Azospirillum, Pseudomonas y Acetobacteras, pero a
comparacion con otros tejidos estudiados, raiz y hoja, se encontré una menor cantidad de
bacterias. A diferencia lo reportado por Zambrano en el 2007, podemos observar un nimero
significativo de aislados bacterianos de pseudobulbo (figura 14 y 15) e inclusive en las plantas
1y 3 este tejido contiene la mayor cantidad de aislados, lo cual nos sugiere que también el
pseudobulbo es un nicho importante para bacterias simbiéticas asociadas a S. tigrina.

Stanhopea tigrina es una especie conocida por su espectacular floracién entre los meses de
julio y agosto, sus flores producen fragancias fuertes que sirven para atraer a su polinizador
Euglossa viridissima, esto es importante debido a que levaduras y bacterias son transportadas
a la flor por sus insectos polinizadores, aunque también la lluvia y los microorganismo del
aire pueden contribuir a la microbioma de las flores (Jacquemyn et al., 2013). Hasta el
momento no hay reportes de bacterias asociadas a flores de orquideas sin embargo en un
estudio realizado en flores de vid, demostraron que las bacterias endofitas recuperadas de flor
se encontraban en otros tejidos de la vid (raiz, hoja, tallo) es decir que también puede haber
una colonizacién de la rizésfera hasta las partes reproductivas de la planta (Compant et al.,
2011).

En total obtuvimos 98 aislados de flor (Figura 14) y como observamos en la figura 15y a
diferencia de pseudobulbo y hoja hay una mayor presencia de bacterias epifitas en que de
enddfitas. Este nimero es consistente con lo reportado en la bibliografia donde se menciona
que la concentracién de bacterias epifitas es usualmente mas grande que aquellas que son
enddfitas, para el caso de herbaspirillum es mayor en un factor de 10 (Turner et al., 2013). Y,
a pesar de haber mayores estudios de bacterias endofitas que epifitas debido a su potencial

72 |Pagina



Identificacion de bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal

uso biotecnoldgico no debemos menospreciar a las bacterias epifitas como productoras de
metabolitos secundarios.

7.2 Identificacién de aislados productores de giberelinas

Por décadas ha sido aceptado que las bacterias tienen la capacidad de producir giberelinas. El
primer reporte de la caracterizacion de giberelinas en bacterias, utilizando métodos
fisicoquimicos, fue el de Atzorn en 1988, quien demostro la presencia de GA1, GA4, GA9 y
GA20 en cultivos de Rhizobium meliloti (Atzorn et al., 1988). Sin embargo, pocas son las
técnicas espectrofotométricas para la determinacion rapida y confiable de estas estructuras en
un cultivo microbioldgico. Candau en el 1992 describié una técnica, basandose en el hecho
que la produccion de giberelinas comienza después de agotarse la fuente de nitrégeno en este
sentido, ellos utilizan el medio minimo ICI para crecer al hongo Gibberella fujikuroi 8%
Glucosa y 0.48% NH4NOs (Candau et al., 1992), para después determinar la presencia de la
giberelinas utilizando un método fluorometrico simple (ver apartado 5.4.1). Esta técnica
parecia ser ideal para nuestras condiciones, ya que, contdbamos con 1024 aislados por
analizar. Al inicio de los ensayos se notd que el medio ICI reportado no favorecia el
crecimiento de nuestros aislados bacterianos por lo que se optd por la utilizar el medio Czapek
para el crecimiento de los aislados y este medio contiene 1% de peptona y 1% de glucosa. A
pesar que se observa siempre cierto ruido en nuestro control negativo (fig. 18) logramos
obtener, bajo nuestras condiciones, 18 aislados positivos a esta prueba cualitativa, 7 aislados
fueron obtenidos de raiz, 4 de rizdsfera , 2 de pseudobulbo ambos enddéfitos , 2 de uno endéfito
y otro epifito y 3 de flor epifito (figura 19). Consistente con lo reportado las bacterias
recuperadas de raiz y rizésfera tienen una mayor presencia en la produccién de metabolitos
secundarios aun incluso sin ser estos los tejidos de donde se recuper6 la mayor cantidad de
aislados bacterianos de nuestras plantas de S. tigrina (fig 15).

Otro dato relevante que llama la atencion fue que 4 aislados productores de giberelinas fueron
de origen epifito y 3 de origen enddfito (figura 19); esto Gltimo resulta interesante ya que
parece ser que las bacterias epifitas tienen una funcion en el desarrollo de la planta y no solo
fungen como una barrera protectora en ellas para que estas puedan sobrevivir en condiciones
de estrés o impidan la colonizacion por parte de patogenos (Fenella et al., 2014). Hasta aqui
es importante mencionar que no hay reportes de bacterias productoras de giberelinas aisladas
de orquideas y usualmente las bacterias con capacidad de producir de giberelinas son
obtenidas de raiz o rizdsfera (tabla 3). Sin embargo, con el uso de esta técnica podiamos solo
sugerir la presencia de giberelinas en nuestros aislados positivos pero esto nos ayudo a tamizar
1024 aislados bacterianos a solo 18 para los siguientes experimentos que fueron confirmar la
presencia de giberelinas en nuestros cultivos bacterianos.
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Para caracterizar la presencia de estas estructuras es usual utilizar la cromatografia de gases
acoplada espectrometria de masas (GC-MS), sin embargo, debido a la naturaleza polar de las
giberelinas hacia poco sensible el uso de esta técnica (Bhalla, K y Singh, S. 2010). Por lo que
para nuestro proposito utilizamos un método para HPLC descrito por Bhalla en 2010, donde
se uso sistema isocratico de elucion, esté mismo método nos ayudo a realizar una estimacion
cuantitativa de giberelinas producidas. Ademas de utilizar HPLC para caracterizacion de esas
estructuras decidimos utilizar también la técnica de cromatografia en capa fina (TLC) como
una técnica complementaria ya que también se pueden separar varias estructuras de
giberelinas empleando diferente sistemas de disolventes y agentes reveladores (Castillo et al.,
2007).

Siguiendo la metodologia descrita de los apartados 5.4.2 al 5.4.4 se realizaron las técnicas de
TLC y HPLC acoplado a UV sobre los sobrenadante de nuestros cultivos bacterianos. Castillo
y colaboradores reportan que la presencia de GAszy GA1 se observan con una fluorescencia
de color azul y GA4 presenta una fluorescencia menos intensa respecto al acido giberélico tal
como observamos en la figura 19, lamentablemente en los sobrenadantes de nuestros cultivos
no encontramos ninguna mancha correspondiente a nuestros patrones, ni con la misma
fluorescencia ni con valores similares de Rf, La relacion entre las distancias recorridas por el
soluto y por el eluyente desde el origen de la placa. Y esto probablemente se explica a que la
produccion de giberelinas por parte de nuestros aislados es menor respecto a la concentracion
minima que esta técnica puede detectar, que de acuerdo a Torres en 2000 la concentracion
minima detectable para acido giberélico utilizando cromatografia en capa fina es de 0.05
ug/mL. En este sentido la técnica de HPLC se convirtio en la Unica disponible para confirmar
dichas estructuras. Como se menciond en los resultados se hicieron lecturas a dos longitudes
de onda diferentes: 206 nm y a 254 nm ya que nuestros estandares absorbian a 206 pero no a
254 nm. Utilizar dos longitudes diferentes nos ayudo a distinguir entre nuestros compuestos
y otras estructuras quimicamente similares y también aseguré la confiabilidad de nuestros
resultados.

En las figuras 21 y 22 observamos los resultados de los cromatogramas correspondientes a los
sobrenadantes de los aislados 56 y 713 respectivamente. En la primera figura observamos un
pico que cae en el mismo tiempo de retencion que GAs pero, no se observa lectura al tiempo
de retencion de GA4 al mismo tiempo se compararon esas mismas lecturas pero a 254 y no se
observo pico alguno que cayera al mismo tiempo de retencion de GAsz por lo que podiamos
decir que en el sobrenadante de la muestra 56 encontramos la presencia de acido giberélico.
Para el caso del aislado 713 se pueden observar dos picos que caen a los tiempos de retencion
de GAzy GA4, empero, al observar el cromatograma a 254 nm se podia observar un pico al
mismo tiempo de retencion de GAs, por ende, se sugirio la presencia de GA4 pero no la de
GAs. En la figura 17 se ejemplifica como se fueron descartando los picos correspondientes a
nuestros patrones de los que no. Este analisis ademés de la repetitividad de los picos
observados nos ayudé a descartar aquellos aislados de bacterianos productores de GAzy GA4
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de los que no (tabla 5), empero, es importante mencionar que no estamos descartando la
posibilidad que todos nuestros aislados tengan la capacidad de producir algin otro tipo de
giberelinas puesto que no contamos con los estandares para poder asegurar o descartar la
produccion de los demés compuestos giberélicos. Al final del andlisis Unicamente nos
quedamos con 8 aislados bacterianos para realizar las pruebas de promocién de crecimiento
vegetal.

7.3  Efecto promotor de crecimiento vegetal

Hasta este momento de los 1024 aislados bacterianos recuperados de plantas de S. tigrina,
habian pasado por varios tamices (prueba culitativa de Candau, TLC y HPLC) para quedarnos
solamente con 8 aislados bacterianos como los mejores productores de giberelinas. Sin
embargo demostrar que estos aislados tengan la capacidad de producir fitohormonas no
asegura que estas tuvieran un efecto positivo en un sistema biolégico, como se menciono
anteriormente el modelo sobre el cual se trabajaron las cepas es totalmente diferente del cual
se aislaron las bacterias, empero, a pesar de sus diferencias ecoldgicas las bacterias
rizosfericas y endofitas poseen la capacidad de establecer una asociacion benéfica (Amerasan
etal., 2012).

En este sentido el uso de microorganismos promotores de crecimiento vegetal ha tomado
importancia en los sistemas agricolas sustentables, el éxito u eficiencia de las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) esta influenciado por varios factores como la
habilidad de las bacterias por colonizar las raices de las planta y una eficiente colonizacion
esta asociada con una competencia microbioldgica, asi como la modulacion de la expresién
de genes y la comunicacion célula-célula via quaorum sensing. Diferentes bacterias pueden
promover el crecimiento de la planta a diferentes estadios del ciclo de vida de la planta
hospedera utilizando diversos mecanismos (Souza et al., 2015). Hasta aqui podemos sugerir
que diferentes factores estan involucrados para que pueda ser observado un efecto benéfico
de la bacteria en la planta, empezando por el reconocimiento por ambos organismos. Y esto
puede ser afectada por multiples condiciones, incluyendo las ambientales por lo que el
experimento de promocion de crecimiento vegetal se llevd a cabo bajo dos diferentes
condiciones: Camara de crecimiento e invernadero.

En el caso de las condiciones establecidas en camara de crecimientos estas variables fueron
mejor controladas (ver tabla 7) la variabilidad entre la temperatura, humedad e iluminacion
era minima durante el transcurso del dia, en cambio, bajo condiciones de invernadero los
parametros estaba sujetos a los cambios de clima o ambiente de tal manera que observamos
una mayor variacion en cuanto a temperatura, humedad e iluminancia a lo largo del dia (ver
tabla 6), sin embargo, estas condiciones son las mas cercanas a las que se tendria si el
experimento se llevara a cabo in situ.
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Durante el transcurso del experimento se fue monitoreando el crecimiento de las plantas de
maiz y se observd que los estadios vegetativos se alcanzaban mas rapido en condiciones de
camara de crecimiento que de invernadero (ver anexo 4 y 5) una de las posibles explicaciones
es que la planta de maiz es una planta tropical y su mayor produccion ocurre donde las
isotermas de los meses mas calidos estan en el rango de 21 a 27 °C (Fassio et al., 1998) al
tener los parametros de temperatura y humedad controlados ademas de ideales estos fueron
mas favorables para el desarrollo de las plantas en cambio durante el montaje del experimento
(11 de Agosto de 2017) se presentaron lluvias con chubascos debido a la onda tropical No. 24
y esto probablemente ocasiono el retraso del desarrollo de las plantas en invernadero. El
experimento se interrumpio una vez que las plantas alcanzaron el estadio V4, cuando la cuarta
hoja esta completamente desarrollada. Las plantas fueron sacrificadas para obtener los
parametros de: longitud aérea, peso freso aéreo, peso seco aéreo, longitud de raiz, peso fresco
de raiz y peso seco aéreo. Una vez obtenidos todos los datos se realiz6 un analisis de ANOVA
de una variable utilizando el programa GraphPad Prims 7.03 con una P< 0.05 con diferencia
significativa.

Para el caso de las plantas crecidas en cdmara de crecimiento no hubo diferencia significativa
entre los tratamientos al final del experimento, incluso no se observo diferencia para el control
positivo (anexo 6). Para el caso de las plantas que crecieron en invernadero si se observa
diferencia significativa en todos los parametros excepto en el de longitud de raiz, sin embargo,
al realizar la prueba de Dunnett se demostré que esta diferencia era debido al control positivo
en el caso de longitud aérea, peso freso aéreo y peso fresco de raiz. Sin embargo hubo un
incremente significativo en el peso seco de la parte aérea de las muestras tratadas con el aislado
79. También se observa una diferencia de medias en peso seco de raiz por parte de las plantas
tratadas con el control positivo, el aislado 42 y 79; pero, esta diferencia de medias no es
favorable.

En vista de los resultados obtenidos, se realizo el mismo analisis estadistico con las datos que
se obtuvieron durante la medicion de la parte de area de las plantas de maiz a travées de los
diferentes estadios vegetativos (anexo 6 y 7). En ambas condiciones si se observa diferencias
significativas en todos los estadios, excepto en V3 de cdmara de crecimiento. Al realizar la
prueba de Dunnet llama la atencion que tanto en cdmara de crecimiento y en invernadero los
aislados bacterianos 42, 56, 350, 713 y 79 (solo en invernadero) muestran una diferencia entre
medias favorables en el crecimiento de la longitud aérea en el estadio de hoja 1 (V1) (figuras
25y 26). Para el estadio de hoja 2 (V2) el efecto es el mismo en cdmara de crecimiento con
los mismos aislados, pero para el estadio V2 en invernadero el Unico tratamiento que sigue
siendo diferente es el del aislado 713. En ambos casos a partir de V3 las diferencias
significativas dejan de observarse, en este sentido, para el momento del sacrificio de la planta
ya no se observa un incremente, en este caso, en la longitud de la parte aérea.
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Esto parece sugerir que los aislados 42, 56, 350, 713 y 79 son potencialmente promotoras de
crecimiento vegetal en los estadios vegetativos tempranos de la planta de Maiz

7.4 Identificacion molecular de los aislados bacterianos productores de
giberelinas.

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) han sido implicadas en la
estimulacion del crecimiento de la planta, un diverso grupo de microorganismos aisladas de
suelo, epifitas o enddfitas han sido descritas como productoras de fitohormonas (Patel & Saraf,
2017). Varios géneros como Azospirilim, Klebsiella, Burkholderia, Bacillus y Pseudomonas
se han catalogado como BPCV en maiz (Kuan et al., 2016).

Para el caso de las orquideas la rizosfera se encuentra habitada por diferentes organismos
fototroficos y hetetroficos. El velamen de las orquideas provee un nicho favorable para varias
bacterias “satélite” y esta poblacion se ve afectada por el habitat de la orquidea, sin embargo,
se pueden encontrar diferentes géneros de bacterias promotoras del crecimiento en comun
como Bacillus, Burkholderia, Flavobacterium, Pantoea, Pseudomonas y Stenotrophomonas
(Tsavkelova, 2011). Consistente con esta informacidn y después de comparar las secuencias
obtenidas de la amplificacon de una region del gen 16S rDNA con las secuencias disponibles
en la base de datos del GenBank se identificaron para los aislados: 42 Pseudomonas
fluorescens, 56 Lelliottia amnigena, 79 Pseudomonas synxantha y 713 Strenotrophormonas
maltophila. Para el aislado 350 de acuerdo a sus caracteristicas macro y microscopica se
sugiere que pertenece al género Bacillus.

En concordancia con Tsavkelova en 2011 encontramos que 3 de los 4 géneros aislados de
nuestra orquidea S. tigrina ya habian sido reportados en la orquidea epifita Pholidota
articulata que son Bacillus, Strenotrophormonas y Pseudomonas. Y se termin6 una cuarta
especie que no ha sido reportada como microbiota de las orquideas, Lelliottia amnigenus
(anteriormente conocida como Enterobacter amnigenus).

Pseudomonas son bacterias ubicuas ampliamente extendidas en suelos y tienne muchos rasgos
que la catalogan como BPCV. Pseudomonas fluorescens es una bacteria Gram negativa no
entérica y pertenecen a las y.proteobacterias, son habitantes comunes del suelo, agua, filosfera
pero predominan en la rizésfera debido a los exudados que producen las plantas (Pathma et
al., 2011) y ha sido reportada como productora de giberelinas, en 2013 Sivasakthi aislé 10
cepas de P. fluorescens y se demostré que todas las cepas producian en diferentes
concentraciones acido indol acético y &cido giberélico, estd ultima se produjo en una
concentracion maxima de 5.96 pg/mL. En 2016 Kapoor reporta que P. fluorescens aisladas
de la rizosfera de arboles de pera y manzana y reporta un rango de produccion de giberelinas
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de 25-60 pg/ml si bien la concentracion que se obtuvo de acido giberélico por parte del aislado
42 es menor a los antetiores mencionados es importante mencionar que las concentraciones
obtenidos son variadas y dependen del medio de cultivo empleado. P. synxantha no ha sido
reportada como productora de giberelinas y es una de las especies poco exploradas a
comparacion de otras especies de Pseudomonas, sin embargo, se sabe que esta bacteria tiene
actividad nematicida y también secreta un biosurfactante que es activo contra diferentes cepas
de micobacterias (Mukherjee et al., 2014).

Para el caso de Strenotrophormonas maltophila, se aisl6 una cepa de esta bacteria de tejidos
micorrizicos de orquideas australianas, este aislado y otros fue capaz de promover la
germinacion simbiotica de Pterostylis vittata, también se detectd que era capaz de producir
IAA. En otro estudio se aislé esta misma especie de la rizosfera de coleus forskohlii, planta
medicional, la bacteria mostr6 solubilizar fosfato inorganico, producir de IAA sideréforos
entre otros lo cual desmuestrd a esta bacteria como potencial promotora de crecimiento (Patel
& Saraf, 2017)

Varios géneros dentro de esta familia Enterobactereae se han descrito como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal como: Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Enterobacter tienen el potencial para contribuir al desarrollo de sistemas agricola. En general
funcionana por tres vias distintas: sintetizando compuestos particulares para las plantas,
facilitando la absorcién de nutrientes del suelo, inmunizando a la planta, por desgracia no
existe informacion de ¢ o Enterobacter amnigenus como bacteria promotora vegetal pero esto
no la descarta como tal (Jha et al., 2011).

Por ultimo, si bien podemos solo sugerir que el aislado 350 pertenece al género Bacillus,
Bacillus es el mas abundante genero en la rizésfera y su actividad como BPCV en algunas
cepas ha sido conocida por afios. Hay un sinfin de metabolitos producidos por este género que
afectan fuertemente el ambiente e incrementa la disponibilidad de los nutrientes en la planta,
son capaces también de solubilizar fosfatos, también han sido reportados productores de
fitohormonas como las giberelinas (tabla 3).

Es importante mecionar la mayor parte de los aislados que mostraron una capacidad temprana
de promocion de crecimiento vegetal, 42, 56, 79 y 713 son y.proteobacterias, siendo el aislado
350 el anico probable perteneciente al filo Firmicutes. 3 de los 4 géneros encontrados en la
orquidea ya habian sido reportados en otra especie de orquideas epifitas y solo un aislado,
Lelliottia amnigenus, no ha sido reportado hasta el momento con una bacteria asociada a la
orquidea. De las 4 especies obtenidas solo una de ellas ha sido previamente reportada como
productoras de giberelinas, Pseudomonas fluorescens, por lo que este podria ser el primer
reporte de Lelliottia amnigena, Pseudomonas synxantha y Strenotrophormonas maltophila
como productoras de giberelinas con efecto de promocién de crecimiento vegetal en los
primeros estadios vegetativos de plantas de maiz.
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8. CONCLUSIONES

1. Se obtuvo un total de 1024 aislados bacterianos. El pesudobulbo fue el tejido mas
colonizada para las plantas 1 y 2 y la hoja para las 2. Hay un mayor nimero de
epifitos en flor.

2. Se identificaron 18 aislados bacterianos como productores de GAs de manera
cualitativa.

3. Se determino la produccion de GAz 0 GA4 en un rango de 1.2 a 3.4 ug, para los
aislados 42, 56, 79, 147, 224, 291, 350 y 713 mediante HPLC-UV.

4. Los aislados productores de GAs 42, 56, 79, 350 y 713 tuvieron un efecto positivo
sobre la elongacion de la parte aérea en los primeros estadios de desarrollo de la
planta.

5. Losaislados productores de GAs se asociaron a las siguientes especies bacterianas:
Pseudomonas fluorescens (42), Lelliottia amnigena (56), Pseudomonas synxantha
(79) y Strenotrophormonas maltophila (713).

6. De acuerdo a sus caracteristicas macro y microscopica se sugiere que el aislado
350 pertenece al género Bacillus.
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9. PERSPECTIVAS

e Determinar la presencia de otras estructuras de giberelinas, ademas de GAz y GAs en
el sobrenadante de los 18 aislados positivos a la prueba cualitativa de giberelinas
mediante Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas (GC-MS).

e Probar todos los aislados con giberelinas bioactivas sobre la germinacion de semillas
de Stanhopea tigrina.

o Identificar in silico las enzimas putativas responsables la formacion del ent-kaureno:
ent-copalil difosfato sintetasa (CPS) y ent-kaurene sintetasa (KS). Sobre los aislados
bacterianos productores de giberelinas bioactivas.

e Identificar in silico monooxigenazas del citocromo P450 (CPY) que pudiesen ser las
responsables de las reacciones de oxigenacion para la formacién de giberelinas.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de Medios de Cultivo

Medio Nutritivo (NUT)

Componentes Cantidad para 1 L
Caldo Nutritivo 8¢
Agar bacterioldgico (para medio solido) | 15 g

Disolver los componentes en un litro de agua destilada y esterilizar a 15 Ib durante 15

minutos.

Medio Luria-Bertani (LB)

Componentes Cantidad para 1L
Peptona de caseina 109

NaCL 10 g

Extracto de levadura 59

Agar bacteriolégico (para medio sélido) | 15 g

Disolver los componentes en un litro de agua destilada y esterilizar a 15 Ib durante 15

minutos.

Médio Minimo enriquecido con sales y vitaminas (MM)

Componentes | Cantidad para 1L
Base de medio

Peptona de caseina 10g
Glucosa 109
Extracto de levadura 109
Agar bacterioldgico (para medio solido) | 15 g
Sales

K2HPO4 (0.1g/ml) 12 ml
KH2PO4 (0.1g/ml) 6.2 ml
CaCl*6H.0 (0.01g/ml) 5ml
MgSO4 * 7H20 (0.1g/ml) 2 mi
NaCl (0.1g/ml) 1ml
FeClz* 6H,0 (0.001g/ml) 1ml
(NH4)2S04 (0.0001g/ml) 50ul
CuS04*5H,0 (0.1mg/ml) 50 pl
MnSO4*2H,0 (0.1mg/ml) 100 pl
NazMoO4*2H20 (0.1mg/ml) 100pl
H3BO3 (0.1mg/ml) 100 pl
ZnSO4 *7H>0 (0.1mg/ml) 700 pl
CaCl, *6H>0 (0.1mg/ml) 50ul
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Vitaminas

Vitaminas del complejo B (tribedoce) | 250 mL
Para la prepacion del medio primero se disuelve los componentes de la base y se aforaa 1 L
con agua destilada, por otro lado se preparan los stocks de las sales que se adicionaran al
médio y se esterilizan por separada la base y las sales a 15 Ib durante 15 minutos. Despues de
esterilizar se atempera los componentes lo sufiente para manipularlos sin que se solidifique la
base (en caso de prepara medio s6lido) y se adicionan las sales. Finalmente, cuando podamos
sostener el medio con las manos desnudas, se adicionan las vitaminas.

Medio ICI (Candau et al, 1992)

Componentes | Cantidad parallL

Glucosa 10¢g
MgSO4 * 7H20 | 2 mli
NHsNOs3 50pl

Solucion trazas | 50 pl

Para la preparacion del medio se disuelven los componentes en agua destilada (excepto la
solucion de trazas). Después se esteriliza el medio y la solucion de trazas por separado a 15 Ib
durante 15 minutos, finalmente se adiciona la solucion de trazas al medio.

Solucion de trazas (100 mL): FeSO4*7H,0 0.1g, CuSO4*H.0 0.015 g, ZnSO4*7H,0
0.161g, MnSO4*7H20 0.01g, (NH4)sM07024*24H,0 0.01g

Medio Czapek

Componentes Cantidad para 1 L
Peptona de caseina | 10g

Glucosa 10¢g

NaNO3 39

K2HPO4 19

MgSO4 * 7H20 05¢g

KCI 059

FeSO4 *7H20 0.01g

Se disuelven todos los componentes en agua destilada y se ajusta el pH a 5 con una solucion
de HCI 2M vy después se esteriliza a 15 Ib durante 15 minutos.

Anexo 2. Valores de los parametros promedios en Invernadero (experimento piloto).
Invernadero  Temperatura (°C) Humedad (%) Iluminancia
(Ix)
Marfana 21+3.6 43.3+13.8 11,927 £ 9717
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Mediodia 344+4.1 17.6+5.6 37,267 + 3,057
Tarde 37.1+5.6 13.0+ 4.4, 16,533 + 9,820
Anexo 3. Valores de los parametros promedios en camara de crecimiento (experimento

piloto).

Camara de Temperatura Humedad (%) IHuminancia (Ix)
crecimiento (°C)

Izquierda Derecha
Manana 32.1+£3.1 244 +£5.7 2,953+ 261 2,000 =24
Mediodia 351£1.0 17.9+3.9 2,870 + 268 1,990+ 248
Tarde 352+2.0 144+24 3,087 £ 189 2,027 £ 75

Anexo 4. Longitud de la parte aérea de plantulas en camara de crecimiento.

Estadio Vegetativo V1 V2 V3 V4
Aislado 1 2 3| 1 2 3| 1| 2| 3| 1| 2| 3
42 20| 18| 14|30| 28|265| 44| 44| 43| 50| 44| 50
56 17| 18|135|35| 29| 26| 47| 55| 30| 60| 45| 53
79 1513514524 | 28| 26| 38| 44| 38| 50| 59| 57
147 125| 12| 95|22| 19| 17| 39| 46| 33| 55| 55| 52
224 12| 12| 10(23|235| 24| 37| 47| 45| 39| 44| 48
291 12| 12| 95|26| 18|185| 45| 28| 33| 46| 52| 49
350 20| 19|155|27| 27| 28| 39| 25 51| 45| 34
713 14 | 15.5 17 | 31 26 27 | 41| 41| 42| 41| 55| 42
C() 115105 95]20| 20| 21| 41| 44| 44| 44| 44| 43
CH) 115| 18| 14|32| 28| 36| 58| 51| 47| 57| 59| 61
Anexo 5. Longitud de la parte aérea de plantulas en invernadero.
Fecha (E.V.) 16-08-17 (V1) | 21-8-17 (V2) 24-08-17 (V3) | 1-09-17 (V4)
Tratamiento 1 2| 3 1 2 3 1 2 3| 1| 2| 3
42 | 7.5 8| 8 17 18 | 155 | 22,5 24 191 25| 17| 31
56|85| 85| 8| 18| 16(185| 24|205(245| 30| 32| 16
79| 9| 85(85| 18| 19| 15| 24| 26| 17| 18| 16| 19
147 | 7| 75|75 15| 15.5 14| 22 22 19 29| 25| 17
224 | 7 6165]175|125(105| 24| 16| 15| 31| 26| 26
291 5| 55|65 13| 13| 12| 19| 18 |165| 31| 26| 26
350 8 8| 9| 15|155| 16| 20| 22| 22| 30| 29| 19
713 1 9.5 9/95| 18| 16| 20| 25| 21| 26| 34|31 34
Control negativo | 7.5 6| 5| 15(145| 11 |215| 20| 15| 17| 28| 28
Control positivo | 11 |115| 10| 27| 26| 30| 43| 40| 45| 68| 55| 78
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Anexo 6. Valor de P. Se muestran los valores de P de las mediciones de la parte aérea durante
los diferentes estadios vegetativos en condiciones de camara de crecimiento.

Valor
deP

Estadio
vegetativo

Diferencia significativa
entre las medias

(Tratamiento diferente/valor de

Prueba de Dunnett

P)

a=0.05

V1 0.0006

Si

42/0.0038
56/0.0181
350/0.0012
713/0.0428

V2 0.0001

Si

Control positivo/0.0004
42/0.0180
56/0.0030
350/0.0394
713/0.0212

V3 0.1342

No

Anexo 7. Valor de P. Se muestran los valores de P de las mediciones de la parte aérea durante
los diferentes estadios vegetativos en condiciones de invernadero.

Valor de
P

Estadio
vegetativo

Diferencia significativa
entre las medias

Prueba de Dunnett
(Tratamiento diferente/valor de
P)

a=0.05

V1 <0.0001

Si

Control positivo/0.0001
42/0.0221
56/0.0024
79/0.0005
350/0.0024
713/0.0001

V2 <0.0001

Si

Control positivo/0.0001
713/0.0407

V3 <0.0001

Si

Control positivo/0.0001

Anexo 8. Valores obtenidos al finalizar el experimento en V4 en plantas de maiz crecidas en

invernadero (P. peso).

Invernadero Parte aérea Raiz
Tratamiento | Repeticion | Longitud | P. fresco | P. seco | Longitud | P. fresco | P. seco
42 1 34 36| 041 50 7.77 0.8
2 29 3.99 047 31 7.64| 0.77
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3 20 242 0.3 26 769 0.88

4 36 424 0.52 36 8.16| 0.76

5 20 282 0.31 23 7.65| 0.91

6 35 4.96 0.6 46 8.88| 0.84

7 35 3.82| 0.43 41 9.05| 0.85

56 1 20 331 0.38 30 7.73] 0.91
2 35 494 054 38 9.18| 1.06

3 32 3.78] 041 36 1154 148

4 18 1.88 0.2 42 6.63| 0.75

5 34 401 0.46 37 8.23 1.1

6 27 3.57| 044 40 945| 1.16

7 20 294 0.33 33 8.25 0.9

79 1 20 342 041 20 8| 0.87
2 35 419] 048 40 11.26 1.2

3 19 2.73| 1.32 28 8.56 0.9

4 33.5 4.1 0.5 34 7.34] 0.79

5 32 34| 043 37 6.86 0.8

6 20 2.72| 0.32 29 6.43 0.7

147 1 27 243| 0.35 33 49| 0.66
2 30 5.07 0.6 51 8.41 14

3 29 3.24 0.4 49 851 1.28

4 19 2.13| 0.23 37 6.1 0.9

5 19 2.73| 0.31 34 10.86 1.7

6 30 434 0.52 47 7.33] 134

7 31 4.06| 0.54 28 6.66 0.9

224 1 34 457 051 33 7.67| 0.96
2 30 3.37| 0.36 41 8.88| 1.43

3 32 3.45| 0.38 55 82| 1.01

4 33 3.43 0.4 40 6.53| 0.81

5 21 3.47 0.4 40 11.71 1.8

6 32 406 0.49 41 797 1.02

7 19 3| 0.35 45 7421 0.99

291 1 19 2.08| 0.23 41 5.85 0.9
2 30.5 3.69| 042 43 8.43| 154

3 29 3.45 0.4 43 9.27| 1.69

4 30 457 051 32 8.74| 186

5 27 2.75 0.3 46 6.26| 1.14

6 28 2.79| 0.32 25 8.46| 1.74

7 18 1.89| 0.25 32 8.33 1.6

350 1 18 1.73| 0.21 28 71| 0.88
2 18 1.96] 0.23 33 8.45| 117
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3 19 236 0.25 35 7.08| 0.78

4 32 3.87| 047 36 10.79| 1.52

5 19 2.38| 0.28 35 7.32] 0.93

6 30 287 0.33 49 751 0.82

7 27.5 292 0.32 45 6.49 0.7

713 1 20 2.56 0.3 37 6.9/ 0.84
2 24 346 0.39 40 6.81| 0.86

3 30.5 3.83] 0.46 35 84| 1.02

4 315 36| 041 41 7.64| 1.07

5 35 45| 0.52 42 9.22| 133

6 36 452 0.57 32 7.63 0.9

7 35 3.91| 0.58 35 7.03| 0.94

C. negativo 1 18 229| 0.25 40 932 211
2 215 25| 0.23 42 7.02] 114

3 16 1.86 0.2 31 7 1.6

4 30 3.53| 0.43 42 6.71 1.2

5 30 343 041 43 7.78| 142

6 30 3.15| 0.36 43 6.62 1.3

7 30 346 0.35 36 6.12] 115

0.2 mM GA3 1 58 457 043 20 3.85| 0.68
2 60 6.65| 0.66 42 734 179

3 73 759 0.72 46 3.04| 0.66

4 51 3.74| 0.31 30 3.53| 0.65

5 60 4.61 0.4 25 459 1.03

6 66 3.61| 045 48 3.11| 0.43

7 68 486 0.48 41 6.66| 1.66

8 71 435 0.46 43 3.01| 0.51

9 56 3.52| 0.48 37 3.76| 1.04

Anexo 9. Valores obtenidos al finalizar el experimento en V4 en plantas de maiz crecidas en
camara de crecmiento (P. peso).

Céamara de crecimiento Parte aérea Raiz

Tratamiento Repeticion | Longitud | P. fresco | P. seco | Longitud | P. fresco | P. seco
42 1 52 1.71 0.2 22 059 0.15

2 45 2.03| 0.16 31 0.83| 0.19

3 52 1.74 0.15 16 0.53 0.1

4 53 2.28| 0.22 30 06| 0.24

5 46 1.45 0.14 14 0.35 0.11

56 1 54 1.57| 0.15 27 0.74| 0.18
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2 37 1.36| 0.12 22 0.46| 0.12

3 48 152 0.18 28 043| 0.15

4 67 3.13| 0.29 29 0.76 | 0.24

5 52 197 0.21 33 06| 0.19

79 1 62 241 0.19 21 0.69| 0.14
2 45 1.18 0.1 21 05| 0.14

3 60 286 0.24 27 10 0.25

4 42 1.92| 0.14 21 09| 0.21

5 51 1.64| 0.19 36 0.61| 0.19

147 1 47 1.71 0.1 26 0.75| 0.21
2 49 201| 0.16 29 0.95| 0.24

3 36 1.92| 0.17 30 0.66 0.2

4 51.5 252 0.23 30 1.03 0.2

5 58 209 0.14 23 0.95| 0.22

224 1 47 18| 0.16 20 0.84 0.2
2 47 253 0.27 31 1.26| 0.39

3 31 18] 0.13 30 0.82| 0.24

4 56 255 0.23 28 09| 0.23

5 42 1.84| 0.13 18 0.86| 0.22

291 1 50 237 0.21 55 0.86| 0.23
2 50 1.68| 0.13 25 0.85| 0.15

3 45 1.67| 0.13 25 0.79| 0.15

4 47 1.82| 0.13 24 112 0.29

5 44 158 0.12 41 0.69| 0.18

350 1 36 2.05| 0.15 25 0.79| 0.23
2 51 206| 0.17 20 0.65| 0.14

3 47 131 0.14 22 041 0.09

4 53 1.92| 0.17 22 0.73| 0.14

5 34 1.04| 0.08 24 0.36| 0.09

713 1 50 154 0.12 21 0.64| 0.12
2 50 1.86| 0.17 35 0.83| 0.23

3 37 194 0.13 24 1.06| 0.23

4 58 2.1 0.2 30 0.79| 0.21

5 38 1.64| 0.12 33 0.81| 0.13

Control negativo 1 49 1.67| 0.14 34 0.68| 0.18
2 48 1.65| 0.16 50 0.68 0.2

3 50 1.86| 0.18 25 049 0.19

4 45 146 0.12 29 0.79| 0.17

5 47 3.01 0.2 16 0.84| 0.14

0.2 mM GA3 1 55 2.87| 0.25 23 1.83] 0.29
2 58 1721 0.14 24 0.54| 0.13
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3 57 251 0.21 26 0.85 0.1
4 58 16| 0.12 17 0.61| 0.12
5 61 1.73| 0.12 31 0.57| 0.08
6 60 261 024 39 0.63 0.1
7 60 209 0.21 26 0.74] 0.26

Anexo 10. Valor de P. Se muestran los valores de P calculados para cada parametro medido
en condiciones de cAmara de crecimiento.

Parametro medido | Valor de P | Diferencia significativa entre las medias
a=0.05

Longitud aérea 0.05 No
Peso fresco aéreo 0.8453 No
Peso seco aéreo 0.7039 No
Longitud raiz 0.4203 No
Peso fresco raiz 0.4659 No
Peso seco raiz 0.1058 No

Anexo 11. Valor de P. Se muestran los valores de P calculados para cada pardmetro medido
en condiciones de invernadero.

Parametro | Valor de | Diferencia significativa Prueba de Dunnett
medido P entre las medias (Tratamiento diferente/valor
de P)
0=0.05
Longitud <0.0001 Si Control positivo/0.0001
aérea
Peso fresco 0.0011 Si Control positivo/0.0006
aéreo
Peso seco 0.0367 Si 79/0.0173
aéreo
Longitud raiz | 0.4927 No -
Peso fresco <0.0001 Si Control positivo/0.0013
raiz
Peso seco raiz | 0.0016 Si Control positivo/0.0262
42/0.0069
79/0.0217

Anexo 12. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los aislados productores de
giberelinas.
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Identificacion de bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal

Numer Clave  Tincion [\Y/[e] g{o][e]e]F:} Microscopia
0 de Gram

de
aislado

Bacilos
LB(B) Gram(-)

42 3RX- Cocobacil
DIR- os Gram(-
NUT(1 ) |
B)2
79 3RX-2- Cocobacil
NUT(6) os Gram(-
)

147 2RX-2- Cocos
LB(3B) Gram(+)
1
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Identificacion de bacterias productoras de giberelinas presentes en plantas de Stanhopea tigrina con efecto promotor de crecimiento vegetal

224 1TY- Bacilos
DIR- Gram(-)
LB(1A)
2

291 3TY- Bacilos
DIR- Gram(-)
LB(2)

350 1SX-4- Bacilos
NUT(1 Gram(+)
7A)

713 1FX- Bacilos
DIR- Gram(-)
NUT(6
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