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RESUMEN

Existe evidencia de que los microorganismos ayudan a tolerar ambientes adversos. El
estudio de los microorganismos asociados a la rizosfera es fundamental para
comprender su papel en el desarrollo y supervivencia de las plantas, especialmente en
ambientes adversos como los techos verdes. El objetivo de este trabajo fue aislar e
identificar microorganismos rizosféricos a partir de Sedum rubrotinctum cultivado en un
techo verde, con el propdsito de contribuir al conocimiento del microbioma de la planta.
Se realizaron aislamientos a partir de suelo rizosférico en diferentes medios de cultivo,
seguidos de la extraccion de ADN (acido desoxirribonucleico) gendmico y amplificacion
de fragmentos de ADN, 16S ADNTr (bacterias) e ITS (hongos) para su secuenciacion. Los
productos amplificados del 16S ADNr se sometieron a digestién con una enzima de
restriccion, se seleccionaron los patrones diferentes y posteriormente fueron
secuenciados para su identificacion taxondmica. Se aislaron 17 hongos y 33 bacterias,
de las cuales solo 25 fueron secuenciadas. En total, se identificaron 12 géneros fungicos
y 15 bacterianos asociados a la rizosfera de la planta estudiada. Entre ellos se
encuentran géneros con potencial biotecnoldgico y funciones benéficas en el crecimiento
vegetal y la adaptacion de las plantas en ambientes no convencionales. Estos resultados
abren el panorama sobre la composicion microbiana rizosférica de esta suculenta y dan

pie a la investigacion de cada cepa encontrada y su uso potencial en la investigacion.

Palabras clave: Rizosfera, microbiota, Sedum rubrotinctum, aislamiento, secuenciacion.

ABSTRACT

There is evidence that microorganisms help plants tolerate adverse conditions. The study
of microorganisms associated with the rhizosphere is essential for understanding their
role in plant development and survival, especially in challenging environments such as
green roofs. This work aimed to isolate and identify rhizospheric microorganisms from
Sedum rubrotinctum cultivated on a green roof, thereby contributing contribute to the

knowledge of the plant’'s microbiome. Isolations were carried out from rhizospheric soil



using different culture media, followed by genomic DNA (deoxyribonucleic acid) extraction
and amplification of DNA fragments, 16S rDNA (bacteria) and ITS (fungi), for sequencing.
The amplified 16S rDNA products were subjected to digestion with a restriction enzyme
and were subsequently sequenced for taxonomic identification. 17 fungi and 33 bacteria
were isolated, of which only 25 were sequenced. In total, 12 fungal genera and 15
bacterial genera associated with the plant’s rhizosphere were identified. Among them are
genera with biotechnological potential and beneficial functions in plant growth and
adaptation to unconventional environments. These results expand our understanding of
the rhizospheric microbial composition of this succulent and pave the way for further

investigation of each strain and its potential applications in research.

Keywords: Rhizosphere, microbiota, Sedum rubrotinctum, isolation, sequencing.



INTRODUCCION

Las bacterias son las colonizadoras primarias del planeta Tierra (Kulasooriya, 2012;
Morales-Garcia et al., 2010), ellas se originaron muchos millones de anos antes de los
primeros eucariontes (Beraldi-Campesi, 2014), por lo que, desde el surgimiento de las
plantas, éstas siempre han estado en contacto con las bacterias (Kulasooriya, 2012). De
esta manera, las bacterias han desarrollado a lo largo de su evolucion formas efectivas
de interaccionar con las plantas y se ha observado que otorgan funciones esenciales
para el hospedero a cambio de fuente de carbono (Lambers et al., 2009; E. Li et al.,
2021). La evolucion de la interaccion entre bacterias y plantas ha permitido la
colonizacion efectiva en diversos ambientes (Delaux & Schornack, 2021; Mesny et al.,
2023), que incluso algunas bacterias llegan a un nivel mutualista con las plantas
(Hawkins & Oresnik, 2022; Wiesmann et al., 2023). En general, los microorganismos que
interaccionan con sus hospederos sin causar dafio y que proporcionan una ventaja a las
plantas son considerados benéficos (Liu et al., 2025; Ortiz & Sansinenea, 2022). Durante
varios anos los estudios de aislamiento de microorganismos benéficos se han llevado a
cabo de forma dirigida, por ejemplo, se han aislado microorganismos nodulantes a partir
de leguminosas con el propdsito de capturar bacterias con potencial fijador de nitrégeno
en una interaccién mutualista (Paudyal et al., 2021). Otro ejemplo es el aislamiento de
bacterias con capacidad fijadora de nitrégeno, pero de forma asociativa (Zhang et al.,
2022). Sin embargo, en estos trabajos dirigidos se pierde de vista que hay otros
microorganismos importantes en la microbiota explorada (Chialva et al., 2022) y
recientemente con el advenimiento de estudios de los microbiomas se ha elucidado que
todo el conjunto de bacterias que interacciona en un hospedero es importante para su
salud (Noman et al., 2021). Por esta razoén, es importante iniciar trabajos de aislamiento
que no estén dirigidos a un tipo exclusivo de bacterias, sino que constituyan una
exploracion amplia para la recuperacién de diversos grupos bacterianos. Esto podria
lograrse mediante el uso de una mayor variedad de medios de cultivo durante el proceso
de aislamiento (Donachie et al., 2007; Morales-Garcia et al., 2013).

Por otro lado, los hongos miceliales se estima que se originaron entre 760 millones a

1.06 billones de afios (Watkinson et al., 2015) Estos habitan en diferentes ambientes,



unos hongos son cosmopolitas, otros se encuentran en el suelo, agua o colonizando
plantas y animales (Lucking & Robert, 2017). Los hongos pueden formar asociaciones
con otros organismos (Stajich Jason, 2017). Las interacciones entre hongos y plantas
pueden ser patégenas, comensales o mutualistas(Argumedo-Delira et al., 2022). En la
rizosfera estos hongos desempefian diferentes roles: saproéfitos que mineralizan y
reciclan nutrientes (Gujar et al., 2013), promotores de crecimiento vegetal (Murali et al.,
2021), biocontroladores (Ashraf & Zuhaib, 2013), entre otros. La importancia de estudiar
hongos filamentosos en la rizosfera radica en su impacto directo sobre la nutricion
vegetal, la supresién de enfermedades, la estructura y salud del suelo y la resiliencia
frente a estrés abidtico; ademas, son prometedores en estrategias de manejo sostenible
como los biofertilizantes y su uso como agentes de biocontrol (Argumedo-Delira et al.,
2022). También es fundamental reconocer que en la rizosfera pueden habitar hongos
patogenos (Chapelle et al., 2016). Conocerlos y caracterizar su presencia permite
entender de qué manera afectan la salud de la planta y cudles son los mecanismos
mediante los cuales provocan enfermedades (Yang et al., 2024). Este conocimiento es
clave para desarrollar estrategias que permitan reducir sus efectos adversos y mejorar

la sanidad vegetal (Bhargavi et al., 2024).

El banco de microorganismos capturado, podria ser la base para estudios de
caracteristicas de las bacterias y hongos aislados, su posible funcion en la interaccion
con las plantas y el disefio de futuras estrategias de recolonizacion de los hospederos
con mezclas complejas; mezclas que deberan contener microorganismos compatibles
(Pineda-Pineda et al., 2025).

A pesar de los avances en el campo microbioldgico, se estima que solo se ha logrado
aislar entre el 2 al 5 % de la diversidad bacteriana a partir de los distintos ambientes
explorados (Amina & Lotfi, 2024; Morales-Garcia et al., 2013). En el caso de los hongos,
se estima que se han descrito 120,000 especies de 2,2 y 3,8 millones de las especies
que se cree existen en el planeta (Hawksworth & Licking, 2017). Por esta razon, es
importante continuar con trabajos que intenten la captura de los microorganismos que

interaccionan con las plantas (Guardiola-Marquez et al., 2023). Son los microorganismos



aislados los que podremos reproducir y explotar con fines biotecnoldgicos o con el

propdésito de regenerar los microbiomas de los hospederos.

Microbiota

La microbiota se conforma por el conjunto de microorganismos que se encuentran
colonizando un entorno especifico de un huésped (Tian et al., 2020), puede hallarse en
humanos, plantas y animales. La composicion de la microbiota depende de las
condiciones ambientales que proporciona el organismo hospedante, como la

temperatura, pH, nivel de oxigeno, entre otras (lkeda-Ohtsubo et al., 2018).

Los organismos vegetales establecen relaciones simbidticas con los microorganismos a
lo largo de su vida (Chialva et al., 2022). Estas interacciones se pueden transmitir por el
suelo y el ambiente, desde el momento en que la semilla germina, hasta llegar a habitar
las raices, el tallo, las hojas, flores y frutos (Kowalski et al., 2015). Estas relaciones de
microorganismo-hospedante son clave para el desarrollo y supervivencia de la planta,
que, a su vez, ésta les proporciona a los microbios los nutrientes necesarios para su

subsistencia (Duran, 2024).

Los microorganismos se encuentran distribuidos a lo largo de las plantas (Figura 1). Las
plantas constituyen microhabitats muy diversos donde se desarrollan distintas
comunidades microbianas (Cordero Elvia et al., 2021). En la parte subterranea se
encuentra la rizosfera, que corresponde a la franja de suelo influenciada por los
exudados de la raiz de las plantas (Seitz et al., 2022) y que concentra una elevada
actividad microbiana (Mendes et al., 2011). Directamente en contacto con la raiz se
localiza el rizoplano, que es la superficie radicular donde los microorganismos se
adhieren y forman biopeliculas (Pietrangelo et al., 2018). En el interior de los tejidos de
la raiz y de otros 6rganos se ubica la endosfera (Compant et al., 2021), donde habitan
bacterias y hongos endéfitos que establecen relaciones de asociacion sin causar dafo
aparente y que pueden contribuir al crecimiento vegetal y a la defensa contra patégenos
(Babalola & Adedayo, 2023).

En la parte aérea de la planta, la filosfera comprende la superficie de las hojas, en las

que se diferencian los microorganismos epifitos que colonizan el exterior y los enddfitos
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que penetran al interior del tejido foliar (Sohrabi et al., 2023). De manera semejante, la
superficie de los tallos y ramas conforman la caulosfera, que, aunque menos estudiada,
también alberga comunidades especificas (Onufrak et al., 2020). Las flores constituyen
la antosfera (Kim et al., 2025a), un ambiente que puede influir en procesos de
polinizacion y en la proteccién contra patdogenos, mientras que los frutos conforman la
carposfera (Zhang et al., 2024), donde los microorganismos determinan aspectos de
maduracion, conservacion y susceptibilidad a enfermedades (Kumar et al., 2021). Por
otra parte, las semillas también representan un ambiente clave; alrededor de ellas se
define la espermosfera (Li et al., 2025a), que corresponde a la region circundante a la
semilla en germinacion y que esta enriquecida en compuestos liberados durante este
proceso, atrayendo a colonizadores iniciales. En el interior de las semillas existe una
endosfera propia, donde se resguarda la microbiota transmitida verticalmente desde la
planta madre, constituyendo una forma de herencia microbiana (Shahzad et al., 2018).
Todos estos ambientes (rizosfera, rizoplano, endosfera, filosfera, caulosfera, antosfera,
carposfera, espermosfera y endosfera de la semilla) conforman un mosaico de nichos
ecoldgicos interconectados que sustentan la compleja microbiota asociada a las plantas
(Beckers et al., 2017). Por ello, empezar por el estudio de la rizosfera de S. rubrotinctum
es relevante para entender como esta suculenta establece asociaciones microbianas que
podrian contribuir a su desarrollo, adaptacion y supervivencia. Ejemplos de
microorganismos que se han aislado de estos ambientes en diversas plantas se

muestran en la Tabla 1.

A partir del conocimiento de los microorganismos de las plantas se puede saber la
composicion de la microbiota presente en los diferentes tejidos y con ello estudiar cuales
son sus posibles funciones, como pueden cambiar frente a distintas condiciones
ambientales y cual es su posible rol en la salud de las plantas, la salud humana y la
produccion agricola (Caro-Quintero et al., 2018; Morales-Garcia Yolanda Elizabeth et al.,
2023).
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Antosfera———=#

Filosfera

Carposfera

Espermosfera

Figura 1. Representacion esquematica de los principales nichos ecoldgicos asociados a una
planta: rizosfera (suelo influenciado por las raices), rizoplano (superficie radicular), endosfera
(interior de tejidos vegetales), filosfera (superficie de las hojas), caulosfera (tallos), antosfera
(flores), carposfera (frutos) y espermosfera (semillas). Estos ambientes conforman microhabitats
donde interactian comunidades microbianas con funciones ecolégicas y fisioldgicas clave para
la planta.

Un area fundamental que tiene interaccion con las plantas es la rizosfera. En esta zona
del suelo rizosférico suceden diversas interacciones: raiz-raiz, raiz-animales y raiz-
microorganismos; una de las muchas reacciones presentes es la excrecion de exudados
quimicos de las raices que pueden traer consigo la atraccién de un organismo o varios
con un fin definido (Bais et al., 2006). Estas interacciones al estar ocultas bajo tierra han

pasado desapercibidas.
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Tabla 1. Ejemplos de microorganismos encontrados en los diferentes nichos ecoldgicos de

diversas plantas. Se muestra el nombre de microorganismo y el rol en la planta.

Microorganismo Rol en la planta Nicho Planta hospedera Referencia

Acinetobacter sp. Promotor de Rizosfera Vanilla planifolia (Alvarez Lépez
crecimiento vegetal etal., 2013)

Aspergillus niger Solubilizacion de Rizosfera Parthenium (Hussain et al.,
fosfatos y hysterophorus 2024)
produccion de
fitohormonas

Rhizobium sp. Promotor de Rizoplano Zea mays (Lopez et al.,
crecimiento vegetal 2015)

Burkholderia Endofito promotor Endosfera Vitis vinifera (Stéphane et

phytofirmans PsJN del crecimiento (raiz/tallo) al., 2005)

Fusarium oxisporum  Potencial Endosfera Triticum (Asim et al.,
bioherbicida aestivum L, 2022)

Thichoderma sp.

Antagonista contra

Filosfera (hojas)

Oryza sativa

(Herrera et al.,

fitopatdégenos 2023)
Caulobacter sp. Atraccioén de Antosfera (flores) Lamiun purpureum (J. Kim et al.,
polinizadores 2025b)
Hanseniaspora Coloniza frutos Carposfera Vitis vinifera (Mambuscay
uvarum (frutos) etal., 2013)
Paenibacillus sp. Estimula Espermosfera Ammopiptanthus (Lietal.,
germinacioén y (semilla en mongholicus 2025b)
crecimiento germinacion)
Stenotrophomonas Transmitido Endosfera de Oryza sativa (Hardoim et
maltophilia verticalmente, semilla al., 2012)

promotor de
crecimiento

Se han realizado multiples investigaciones en diversas plantas, por ejemplo, Aguirre-
Garrido et al. (2012) investigaron la comunidad bacteriana del suelo de raices de tres
cactus en la reserva natural de Tehuacan-Cuicatlan del centro de México, (Aguirre-
Garrido et al., 2012), entre los taxones detectados se encontraron representantes de los
filos a-Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes, ademas del género Ochrobactrum sin
embargo, a través de técnicas moleculares dirigidas al analisis de secuencias parciales
del gen ADNr 16S se detectaron miembros pertenecientes a los filos Actinobacteria,

Proteobacteria y Acidobacteria. Por otro lado, Luna-Olvera et al. (2012) caracterizaron
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los suelos de cuatro cactaceas, en el estado de Querétaro obteniendo que las
poblaciones bacterianas fueron constantes en todos los suelos, y los hongos abundaron

mas en uno de ellos (Luna Olvera et al., 2012).

Los microorganismos asociados a la rizosfera cobran particular interés, debido a que han
sido vinculados con la capacidad de tolerancia de las plantas a condiciones adversas
(Jiang et al., 2019; Ma et al., 2019). Por ejemplo, Pseudomonas putida KT2440 cuando
se asocia con las raices es capaz de promover el crecimiento de las plantas bajo
condiciones de alta temperatura (Molina-Romero et al., 2017) o incluso de salinidad
(Costa-Gutierrez et al., 2020). El hongo Leptosphaeria sp. cepa T-2, ayuda a la tolerancia
a la sequia y al estrés salino a las plantas cuando se asocia a estas (Yamaguchi &
Kataoka, 2024). Los microorganismos de la rizosfera también pueden desencadenar
respuesta de defensa en las plantas en condiciones hostiles, por lo que las plantas se
mantienen sanas a pesar de que la condicién ambiental es poco amigable (Choudhary
et al., 2007; Matilla et al., 2010).

S. rubrotinctum

Sedum rubrotinctum pertenece a la familia Crassulaceae, esta planta surgié de la
hibridaciéon de dos especies diferentes Sedum pachyphyllum y Sedum stahlii (Mattei,
2013). Es una planta suculenta originaria de México, aunque también se puede encontrar
en ciertas regiones de Latinoamérica y Espafia. Comunmente se le conoce como “dedo
de niAo” por sus hojas gorditas y redondeadas. Tiene la caracteristica de cambiar su
tonalidad verde a rojo en funcion de la cantidad e intensidad de luz que reciba (Vazquez,
2022) (Figura 2). Es un pequeio arbusto muy ramificado desde la base, alcanza una
altura de unos 20 cm, en primavera florea, son flores pequefas de color amarillo, su
reproduccion es asexual y muy sencilla, tan solo con que se desprenda una hoja y tenga
las condiciones necesarias para su desarrollo empieza a enraizar (Sedum Rubrotinctum,
n.d.).
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Figura 2. Comparacion de la apariencia de S. rubrotinctum en dos condiciones: (A) Alta
luminosidad (en techo verde) y (B) baja luminosidad (a la sombra).

La familia Crassulaceae es uno de los grupos botanicos donde el metabolismo acido de
las crasulaceas (CAM) se ha estudiado ampliamente (Littge, 2004). EI CAM es un tipo
de metabolismo que se caracteriza por la fijacion nocturna de CO2 mediante la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa, acumulando acidos organicos en las vacuolas. Durante el
dia, con los estomas mayormente cerrados, estos acidos se descarboxilan para liberar
CO, internamente, permitiendo la carboxilacién por la Rubisco sin incurrir en pérdidas
significativas de agua (Ting, 1985). En especies de Sedum se han documentado el CAM
(Pilon-Smits et al., 1991), incluido Sedum rubrotinctum (Terri et al., 1986), mostrando
oscilacion diurna-nocturna de los acidos organicos y la apertura estomatica nocturna. Se
ha observado que S. rubrotinctum mantiene la fijacion nocturna de CO, en sistemas de
techos verdes (Collazo-Ortega et al., 2017).La expresion del metabolismo CAM en S.
rubrotinctum resulta crucial para su adaptacién a ambientes adversos, como deficiencia
de agua y alta exposicion solar, caracteristicas comunes en los ecosistemas donde suele
crecer y en ambientes urbanos donde se utiliza como planta ornamental (Collazo-Ortega
et al., 2017; Terri et al., 1986).

Esta suculenta ha sido estudiada para su uso potencial en techos verdes (Collazo-Ortega
et al., 2017; Monterusso et al., 2005; Vanwoert et al., 2005), para remediacion del aire,
por su actividad de captacion de didxido de carbono en las grandes ciudades y por su

capacidad de resistencia a largos periodos de sequia. También tradicionalmente, en la
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region norte del estado de Puebla, se usan las hojas de la planta como alternativa para
el tratamiento de infecciones en los ojos y oidos (Jerezano & Pazos, 2016), lo cual aun

no hay evidencia cientifica de que tenga un efecto benéfico.

Techos verdes

Los techos verdes son estructuras disefiadas para cubrir con vegetacién las superficies
superiores de las edificaciones. Un techo correctamente estructurado se conforma por
varias capas: impermeabilizante, drenaje, sustrato y vegetacion, que permiten el
establecimiento de plantas sobre superficies tradicionalmente inertes (Getter & Rowe,
2006). Las principales funciones de estas estructuras son: la reduccién del efecto de isla
de calor urbano, la retencion de agua de lluvia y la mejora de la calidad del aire (EPA,
2025; Susca et al., 2011).

Sin embargo, en los techos verdes, las plantas enfrentan condiciones ambientales
contrastantes respecto al suelo natural. En estudios comparativos, la temperatura de la
superficie de un techo verde se ha reportado hasta 18.4 °C menor que la de un techo
convencional sin vegetacién, lo que demuestra la magnitud del estrés térmico que puede
generarse sobre las superficies expuestas (Smalls-Mantey & Montalto, 2021). Asimismo,
el viento, la alta radiacion solar, y la variacion térmica diaria provocan una pérdida
acelerada de agua, lo que genera un ambiente de estrés hidrico constante para las
plantas que crecen en estos sistemas (Berardi et al., 2014; Vijayaraghavan, 2016). Las
comunidades microbianas de las plantas pueden ayudar a la adaptabilidad de la
vegetacion frente a estas condiciones negativas mediante mecanismos que amortiguan
el estrés por falta de agua, la produccion de hormonas vegetales y la promocion de la

nutricion y la defensa de la planta (Fulthorpe et al., 2018).

Caracterizacion de la microbiota

Para el estudio de diversidad microbiana, es necesario emplear diversas técnicas como
son el aislamiento de los microorganismos en medios de cultivo y el uso de técnicas
moleculares, esto debido a que existen microorganismos denominados viables no
cultivables (Tamagnini & Paraje, 2015) que tienen metabolismo activo, pero no pueden

desarrollar colonias en un medio de cultivo convencional y también los medios de cultivo
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son limitantes al estar constituidos con nutrientes y reactivos especificos para el
desarrollo de microorganismos particulares (Pham & Kim, 2012a). Por otro lado, hay
evidencia de que algunos microorganismos no pueden ser detectados por medio de
técnicas moleculares (Donachie et al., 2007). Es por lo que se sugiere que se empleen
ambos métodos para complementar la busqueda de los microorganismos de la
microbiota (Donachie et al., 2007; Hinsu et al., 2021).

Con los avances de la tecnologia y ciencia podemos hacer el uso de la metagendmica,
esta alternativa, complementada con la clonacion y secuenciacion permite el rastreo de
microorganismos, accediendo a conocer mejor la diversidad de organismos
microscoépicos y sus interacciones en un entorno (Rivera-Urbalejo et al., 2021), sin
embargo, es importante aclarar que no rastreamos a la microbiota en su totalidad y que
el método no permite capturar los taxones para poder aplicarlos desde una perspectiva
biotecnolégica. Lebeis (2014), nos dice que la secuenciacién paralela masiva ha
mejorado y nos permite identificar y cuantificar a los miembros del microbioma, incluso
taxones extremadamente raros, descubriendo conocimientos que van mas alla de la

informacion proporcionada por los microbios individuales (Lebeis, 2014).

En eucariontes, existen dos regiones internas variables (ITS1 e ITS2) (Figura 3) que
separan las subunidades 18S, 5.8S y 28S (Quijada et al., 1997). Los datos obtenidos de
esta regidn se usan en la identificacién taxondmica, porque se pueden rastrear hongos
desconocidos dentro de una especie o al menos en un grupo de especies (Rodriguez-
Tovar et al., 2004). En bacterias el ADN ribosomal 16S (ADNr 16S) se puede usar como
marcador molecular clave para estudiar la diversidad encontrada en un ambiente, debido
a su alta conservacion. A partir de este gen se puede obtener informacién filogenética y
taxonémica (Baker et al., 2003; Martinez-Porchas et al., 2017).

ITS1F ITS4
—

ITS1 ITS2

Regién ITS ~ 550 - 600 bp

Figura 3. Region ITS y oligonucledétidos para su amplificacion. Basado en Raja et al., (2017).
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JUSTIFICACION

En la actualidad aun se carece de informacion sobre la diversidad microbiana presente
en Sedum rubrotinctum, también, se ha observado que esta planta se adapta facilmente
y puede desarrollarse en diferentes entornos, por ejemplo, entornos con baja
disponibilidad de agua y alta luminosidad como los techos verdes, en donde la planta
puede desempeniar funciones de limpieza ambiental sin necesidad de cuidado constante.
Los microorganismos asociados a la planta de S. rubrotinctum, podrian desempefar un
papel clave para la adaptacion de ésta a los diversos entornos ambientales. Con el
propdsito de conocer estos microorganismos, en el presente trabajo se planteé realizar
el aislamiento de microorganismos asociados a la rizosfera de la planta que se desarrolla
bajo condiciones limitantes. Asimismo, se busca establecer las bases para el estudio de
los posibles OTUs capturados mediante ensayos moleculares; rumbo a la caracterizacion
de su microbioma. El estudio de los microorganismos asociados a esta planta puede
contribuir a comprender si éstos participan en alguna de las caracteristicas que favorecen

su adaptacion al entorno.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la microbiota parcial de la rizosfera de la planta Sedum rubrotinctum que crece

en condiciones limitantes de agua y nutrimentos.

Objetivos especificos

1.

Aislar microorganismos rizosféricos de S. rubrotinctum que crece en condiciones
limitantes de agua y nutrimentos.

Caracterizar los microorganismos aislados mediante la secuenciacion del gen 16S
ADNr (bacterias) y region ITS (hongos).

Construir arboles filogenéticos con las secuencias 16S ADNr (bacterias) y region
ITS (hongos) obtenidas de los microorganismos aislados.

Explorar la viabilidad de aplicar ensayos de clonacion y screening para acceder a
la diversidad microbiana rizosferica de S. rubortinctum mediante amplificacion y

clonacion de fragmentos del gen 16S ADNr (bacterias) e ITS (hongos).
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de microorganismos de suelo rizosférico

La planta usada en este estudio, Sedum rubrotinctum, se encontraba ubicada en un
techo verde de la zona sur de la ciudad de Puebla (18°59'16.6"N, 98°12'48.3"W). La
caracteristica relevante de estas plantas es que se inocularon con INOCREP en 2012;
un inoculante de segunda generacion formulado con 6 bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Morales-Garcia et al., 2020). Estas plantas se crecieron en
vermiculita sin adicionar ningun nutriente, y solo se adicion6 agua cada 30 dias. A pesar
de que las plantas no fueron adicionadas con nutrientes y sufrieron periodos de
desecacion recurrentes, las plantas en noviembre de 2023 tenian una apariencia buena
(Figura 2) y el suelo rizosférico mostraba la presencia de materia organica aparente que
impedian distinguir la vermiculita (Figura 4). Una maceta con las plantas de interés se

traslado al laboratorio.

Figura 4. Comparacion de la apariencia de la vermiculita usada para el crecimiento de Sedum
rubrotinctum en enero de 2014 (A) versus la apariencia del suelo rizosférico de la planta en
diciembre de 2023 (B).

La toma de muestra se realizé en condiciones axénicas dentro de una campana de flujo
laminar, con una cuchara estéril se cavdé un pequefo hoyo con profundidad de 3 cm

aproximadamente en el suelo rizosférico de la maceta, se tomé 1 g de suelo y se
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resuspendid en 9 ml de agua destilada estéril (1:10 p/v). Posteriormente, se hicieron
diluciones seriadas (10", 102, 103, 10, 10%, 10 y 107). Por método de plaqueo
(Morales-Garcia et al., 2013). Se sembro 100 ul de cada dilucién en placas Petri con los
siguientes medios de cultivo: LB, Rojo Congo, BAc, SYP, LGI, PDA y V8 (50 ml/L Jugo
V8®y 1 g/L NaCO:s), estos medios de cultivo se seleccionaron por sus distintas fuentes
de carbono y por su aplicacién en el laboratorio, las placas se incubaron a temperatura

ambiente por 36 horas.

Las colonias independientes se sembraron por estria cruzada para favorecer su
aislamiento en el mismo medio de cultivo. A partir de colonias independientes, de nuevo
se realiz6 la resiembra en medios de cultivo nuevos. Este paso se realizé el numero de
veces suficiente hasta asegurar que los aislados estaban puros. La nomenclatura de
cada aislado para su identificacion correspondié al medio de cultivo y la dilucion de la

que se aislo (Figura 5).

Numero de dilucion
del cual se aislo

BA33H
]

Medio de cultivo de
donde fue aislado, en
este caso BAc

Figura 5. Nomenclatura de los aislados.

En una segunda fase los aislados bacterianos puros se sembraron en medio LB y los
aislados de hongos filamentosos en medio PDA, para observar su morfologia
macroscopica, lo que permitioé la comparacion morfolégica entre las cepas aisladas. Las
cepas con morfologia diferente se consideraron para ser resguardadas en glicerol a -80

°C para posteriormente usarlas en los experimentos de identificacion.
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Identificacion de microorganismos aislados

Tinciones

Para la identificacion morfoldgica de bacterias se realizé la tincion de Gram (Calvo Vélez
et al., 2008). Se tomaron fotografias (no mostrado) y se describié la forma microscopica
de las bacterias si resultaron positivas (color violeta) o negativas (rojas) a la tincién. Para
el caso de los hongos se llevo a cabo la tincién con azul de lactofenol (Gomez Garzon et

al., 2018) se tomaron fotografias y se describié la morfologia macroscépica.

Identificacion molecular

Se realiz6é la extraccion del ADN gendmico de los microorganismos aislados. Para
hongos se inocularon placas de PDA y se incubaron a temperatura ambiente hasta que
el micelio cubrié completamente la superficie del agar. El micelio se colecté de la placa
siguiendo el protocolo de (Gonzalez-Mendoza et al., 2010) usando solo agua destilada
estéril y para bacterias se inocularon tubos con medio liquido LB y se incubaron toda la
noche a 37 °C. Para bacterias se utilizaron dos kits, por cuestiones de disponibilidad,
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit y Wizard® Genomic DNA Purification Kit y para
hongos se utilizé el Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit ya que los reactivos
aseguran la lisis completa de muestras dificiles de lisar como ciertos hongos (Zymo
Research, n.d.). Se siguieron los protocolos de los fabricantes. La presencia de ADN se
observo por electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1x. EIl ADN genémico

se almacend a -20 °C.

En el caso de los hongos se amplifico la region ITS (ITS1-5.8S-1TS2) del ADN ribosomal
mediante PCR utilizando los oligonucleétidos ITS1F (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Raja
et al., 2017). La reaccién se realizé en un volumen de 30 uL, que contenia PCR Master
Mix de Thermo Scientific, oligonucledtidos (10 pmol/ul), ADN gendémico fungico y agua
libre de nucleasas. Para el control negativo la muestra se sustituyé por agua libre de
nucleasas. Las condiciones de PCR (Reacciéon en Cadena de la Polimerasa) fueron a 95
°C por 5 min, seguida de 32 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineamiento a

53 °C por 45 s, y elongacion a 72 °C por 1.5 min, con una elongacién final a 72 °C por 7
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min. El producto amplificado se verificO mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
en buffer TAE 1x. Para bacterias se amplificd el gen 16S ADN ribosomal mediante PCR
utilizando los oligonucleétidos fw (5-TAGAGTTTCATCCTGGCTCAG-3’) y rv (5'-
CAGGGGCGGTGTGTACA-3"). La reacciéon se realizé en un volumen de 30 pL, que
contenia PCR Master Mix de Thermo Scientific, oligonucleo6tidos (10 pmol/ul), ADN
genomico bacteriano y agua libre de nucleasas. Para el control negativo la muestra se
sustituy6 por agua libre de nucleasas. Las condiciones de PCR fueron a 95 °C por 5 min,
seguida de 32 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineamiento a 52 °C por 45
s, y elongacion a 72 °C por 1.5 min, con una elongacion final a 72 °C por 10 min. El
producto amplificado se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en
buffer TAE 1x.

Los amplificados del gen 16S ADNr se sometieron a un analisis de digestién enzimatica
con la enzima de restricciéon Hhal de Thermo Fisher Scientific, siguiendo las condiciones
recomendadas por el proveedor. Los fragmentos generados se separaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2 % y se observaron los patrones de bandas
obtenidos. Este analisis se realizdé debido a la similitud morfolégica macroscépica entre
los aislados, con el propdsito de identificar aquellos con perfiles de restriccion distintos
y, de esta manera, seleccionar las muestras representativas para secuenciacion,
optimizando asi los costos del analisis. Se optd por usar la enzima Hhal, debido a que
su uso permite distinguir aislamientos con fragmentos de ADN amplificado del gen 16S
ADNr presentando diferentes perfiles de restriccion (Lee et al., 2009; Radjasa et al.,
1999), y previamente en el laboratorio se tenia el antecedente de que esta enzima tiene
una buena resolucién para la comparacion de bandas generadas tras la restriccion de

las cepas del inoculante multiespecies INOCREP (Morales-Garcia et al., 2012).

La purificacion de los amplificados seleccionados para su secuenciacion, se realizd
mediante corte de banda del gel de agarosa, usando el Zymoclean Gel DNA Recovery
Kit, siguiendo las condiciones del proveedor. EI ADN purificado se cuantificé en Thermo
Scientific Nanodrop 2000c. Para la secuenciacion se enviaron las muestras al Instituto
de Biotecnologia de la UNAM, que se realiza por el método de Sanger, bajo las siguientes
condiciones: ADN purificado por gel, concentracion de 100-120 ng, mezclados con 10
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pmoles de oligonucledtidos en un volumen final de 16 pl, en un tubo Eppendorf de tapa
plana de 0.2 ml para PCR. Se enviaron 2 muestras por cada secuencia (forward y

reverso).

Para visualizar y limpiar las secuencias de cadena sencilla (directa e inversa), se
utilizaron los softwares Chromas y SnapGene. El empalme se realizd6 en BLAST vy
después se hizo la busqueda en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica (NCBI) para su comparacion y determinacion de cercania filogenética con

algun microorganismo existente reportado previamente.

Analisis filogenético

Se descargaron las secuencias de las regiones estudiadas de hongos y bacterias
relacionadas taxonomicamente con los microorganismos putativamente identificados
mediante el BLASTN. Ademas, se descargaron 3 y 2 secuencias de referencia (para
hongos y bacterias respectivamente) de microorganismos relacionados obtenidas de la
base de datos del NCBI, para su alineacion con las generadas en esta investigacion. Las
secuencias de referencia se seleccionaron para incluir géneros filogenéticamente
proximos a los aislados identificados, proporcionado contexto evolutivo para la
clasificacion taxondmica. Los alineamientos multiples se realizaron en MEGA 12
utilizando el algoritmo MUSCLE.

Se construyeron arboles filogenéticos con el software MEGA 12 utilizando el método de
Neighbor-Joining. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
Tamura-Nei. Se realizaron 1000 réplicas de bootstrap para evaluar la confiabilidad de
cada rama. Los valores de bootstrap 270% se consideraron como apoyo estadistico

moderado para las relaciones filogenéticas.

Estudio de microorganismos del suelo rizosférico por via metagenémica

Para el estudio metagendmico, de la muestra de suelo tomada inicialmente 1:10 p/v, se
extrajo el ADN total con el Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit, siguiendo el
protocolo del proveedor.
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Se realizo PCR para bacterias y hongos utilizando los oligonucledtidos antes ya
mencionados. La purificacién de los amplificados se llevo a cabo con el kit Genomic DNA
Clean & Concentrator™, siguiendo las instrucciones del proveedor. EI ADN purificado se

cuantificé en Thermo Scientific Nanodrop 2000c.

Se prepararon las células quimio competentes. Se realizé un cultivo overnight de E. coli
DH5a en medio liquido LB, se diluyd 1 ml del cultivo en 100 ml de medio liquido LB fresco
y se incubo a 37 °C por 2 h a 200 rpm hasta una densidad éptica de 0.4 -0.7. Se centrifugo
el cultivo por 10 min a 10,000 rpm. Se descart6 el sobrenadante y se agregé al pellet 50
ml de CaCl2 [0.1M] frio y se incubo por 2 h en hielo. Se centrifugd 10 min a 10,000 rpm
para la recuperacion de las células bacterianas. Se descarté el sobrenadante y se
agregaron 5 ml de CaCl2[0.1M] frio y 850 pl de glicerol estéril. Se realizaron alicuotas de

1 ml y se congelaron a -20 °C.

Para la clonacioén se utilizé el vector pGEM-T Easy (Pacheco et al., 2019). La reaccion
de ligacion se realizé siguiendo el protocolo del proveedor. Se realizaron dos reacciones
de ligacion, una para el gen 16S ADNr y otra para la regién ITS amplificada. La
construccion se transformé en E. coli DH5a por choque térmico, en un tubo Eppendorf
se afiadieron 2 pl de reaccion de ligacion y 50 ul de células competentes (previamente
preparadas), se incubaron por 30 min en hielo, se colocaron en el termoblock a 42 °C
por 2 min, inmediatamente se pasaron a hielo por 5 min, se afadié 950 pyl de medio
liquido LB a temperatura ambiente, se incubaron por 1.5 h a 37°C a 150 rpm, finalmente
se sembraron 100 pl de cultivo en placas con medio LB solido, adicionado con X-gal,
IPTG y Ampicilina (Putra et al., 2020) se incubaron a 37 °C por 16h. Las cepas
transformadas (colonias blancas), se aislaron y se sembraron en medio LB sdlido,

adicionado con X-gal, IPTG y Ampicilina.
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RESULTADOS

Aislamiento de microorganismos rizosféricos usando diferentes medios de

cultivo.

Con la suspension de 1 g de suelo rizosférico en 9 ml de agua destilada estéril, se

hicieron las respectivas diluciones. Por cada medio de cultivo se inocularon 8 placas Petri

cada una con 100 pl de cada dilucidn y la ultima placa con la muestra cero.

En la tabla 2 se muestra el crecimiento de microorganismos en los diferentes medios de

cultivo utilizados, se observa que en el medio donde hubo crecimiento en la dilucidén mas

alta es en PDA (3x108 UFC/ml), para los demas medios de cultivo se detectd crecimiento

hasta las diluciones donde se coloca la imagen de la placa Petri (Rojo Congo 2x10°
UFC/ml, SYP 1x10° UFC/ml, BAc 3x10° UFC/ml, LGI 1x10% UFC/mly V8 1x107 UFC/ml).

Tabla 2. Siembra de las diluciones seriadas en los siete medios de cultivo diferentes.

SIEMBRA DE DILUCIONES SERIADAS

Medio

Muestra 0

Dilucion 1

Dilucién 2

Dilucion 3

Dilucion 4

Dilucién 5

Dilucién 6

Dilucion 7
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Para el aislamiento de microorganismos se tomaron las colonias independientes
encontradas en las diluciones mas altas, estas se sembraron por estria cruzada usando
el mismo medio de cultivo del cual se detectaron por primera vez, por medio del estriado
se verificd que el cultivo estuviera puro, ya sea bacteriano o fungico (Figura 6). Se
realizaron los pases necesarios hasta estar seguros de que los aislados estaban puros.
Posteriormente cada aislado se preservo con glicerol al 50% en tubos Eppendorf con 5

réplicas cada uno y se almacenaron en congelacién a — 80 °C.

Para verificar que los aislados estuvieran puros, se usoé la técnica de goteo en placa
(Morales-Garcia et al., 2016), se ha observado, en esta técnica, que en las diluciones
mas altas las colonias crecen de manera aislada y facilitan la visualizacién para su

diferenciacion en caso de que el cultivo no este puro (Figura 7).

Figura 6. Aislamiento de microorganismos por siembra en estria cruzada. A) Se muestra
crecimiento bacteriano y fungico. B) y C) se muestran los cultivos puros bacteria y hongo
respectivamente.

Se obtuvieron 17 aislados de hongos y 33 de bacterias presentados en la tabla 3, las
primeras 2 letras de la nomenclatura de cada aislado nos indica el medio de cultivo del
cual se aislo y el siguiente numero nos indica la dilucion de la cual fueron aislados. Para
los aislados con iniciales CN, CV y SR, estos fueron de un trabajo de licenciatura donde
2 medios de cultivo se hicieron con agua de coco de dos frutos diferentes y el medio
restante se hizo con hojas machacadas de S. rubrotinctum, en este estudio se retomaron

los aislados obtenidos ya que no se llegaron a identificar en el trabajo previo.
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Figura 7. Técnica de Goteo en placa. Se muestra el crecimiento puro del aislado BA3.3H en
medio PDA.

Tabla 3. Listado de microorganismos aislados. Se muestran los hongos filamentosos y

bacterias.
Hongos Bacterias Bacterias
filamentosos
1 BA3.1H 1 BA3.1CB 18 RC5.2
2 BA3.2H 2 BA4A1 19 SR3.3
3 BA3.3H 3 CN4.3.1G 20 SY3.1
4 CN4.1H 4 |B3.1 21 SY4A1
5 CN4.3H 5 LB3.2.7 22 V8.2C1
6 CN5.1H 6 LB3.3 23 V8.2C22
7 CN5.3H 7 LB34.2 24 V8.4
8 CN6.1H 8 LG3.1CB 25 V8.4.1CB
9 Cv3.6H 9 LG3.2R 26 V8.4.3
10 CV4.3.1H 10 LG4.1R 27 V8.4.3.1G
11 LB3.2H 11 PD3.3.1 28 V8.4.4
12 LG3.1H 12 PD4.1 29 V845
13 PD3.1H 13 PD7.2 30 V8.4.6
14 SY3.2H 14 PD7.3 31 VvV8.5.1.7
15 V8.3H 15 RC4.2.2 32 V8.5.31
16 V8.4.1H 16 RC5.1T 33 V8.53.1R
17 V8.5H 17 RC5.1V -

Identificacion de los microorganismos aislados mediante observacién
microscopica y la secuenciacion del gen 16S ADNr (bacterias) y region ITS
(hongos).

La identificacion de microorganismos comenzd con las tinciones realizadas. Para los
hongos se uso6 el método de micro cultivo (Langvad, 1980), se tifieron las muestras con

azul de lactofenol para observar al microscopio, este reactivo se usé ya que, al estar
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compuesto por fenol, acido lactico y azul de algodon, ademas de dar una coloracién azul

a las estructuras del hongo, nos ayuda a fijar la muestra y preserva las estructuras
fungicas (Leck, 1999).

Las caracteristicas microscopicas observadas para los hongos se presentan en la Tabla

4, asi como la fotografia de la microscopia, ademas se observa la morfologia de los

diferentes hongos aislados.

Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas de los hogos aislados tanto a nivel macroscépico (medio

PDA), como a nivel microscopico mediante la tincion de azul de lactofenol.

HONGOS AISLADOS

NOMBRE

CARACTERISTICAS

MACROSCOPIA
ANVERSO

MACROSCOPIA

REVERSO

MICROSCOPIA

BA3.1H

Aspecto colonia:

algodonosa
Micelio aéreo
Hifas: septadas
Presencia de
esporangio con
esporangiospor
as

BA3.2H

Aspecto colonia:

pulverulenta
Hifas: septadas
Presencia de
conidios

BA3.3H

Aspecto colonia:

algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas: septadas
Presencia de
macroconidios
septados
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CN4.1H

Aspecto colonia:
algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas:
cenociticas
Presencia de
conidioéforo con
conidios

CN4.3H

Aspecto colonia:
algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas:
cenociticas
Presencia de
clamidoconidio

CN5.1H

Aspecto colonia:
algodonosa
Micelio:
vegetativo
Hifas:
cenociticas

CN5.3H

Aspecto colonia:
algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas:
cenociticas
Presencia de
clamidoconidio
y microconidio

CN6.1H

Aspecto colonia:
pulverulenta
Micelio:
vegetativo
Presencia de
conidios

CV3.6H

Aspecto colonia:
algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas:
cenociticas
Presencia de
macroconidios
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CVv4.3.1

Aspecto colonia:

pulverulenta

LB3.2H

Aspecto colonia:

algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas
cenociticas
Presencia de
esporangios y
esporangiospor
as
Presencia de
macroconidios

LG3.1H

Aspecto colonia:

algodonosa

Micelio: aéreo
Hifas

cenociticas
Presencia de
esporangios
Presencia de
macroconidios

septados

PD3.1H

Aspecto colonia:
algodonosa
Hifas
cenociticas
Presencia de
esporangios

SY3.2H

Aspecto colonia:
algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas
cenociticas
Presencia de
microconidios
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V8.3H

Aspecto colonia:

algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas
cenociticas
Presencia de
macroconidios
septado

V8.4.1H

Aspecto colonia:

algodonosa
Micelio: aéreo
Hifas septadas
Presencia de
macroconidios

V8.5H

Aspecto colonia:

pulverulenta
Hifas septadas
Presencia de
esporangios y
esporangiospor
as

En el caso de las bacterias, se realizé la técnica de tincion Gram. La forma y color de

tincion se encuentran en la descripcion de la tabla 5. También dentro del contenido de la

tabla se describen las caracteristicas de las colonias de los aislados y una imagen de su

crecimiento en medio de cultivo LB.

Una vez que se describieron los aislados fungicos y bacterianos, se realizé la extraccion

del ADN gendmico de cada uno de ellos. Para corroborar la extraccion exitosa del

material genético se realizd electroforesis en gel de agarosa. En la figura 8, se visualiza

el gel después del corrimiento de algunas muestras.
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Tabla 5. Bacterias aisladas. Se presentan las caracteristicas de las colonias y su morfologia macroscépica en medio LB.

BACTERIAS AISLADAS

NOMBRE CARACTERISTICAS MACROSCOPIA NOMBRE CARACTERISTICAS

MACROSCOPIA

BA3.1CB | Colonia circular, grande,
blanquecina, convexa, lisa,
bordes ligeramente rizoides, luz
reflejada brillante, Iluz que
trasmite opaca, consistencia

SR3.3 Colonia circular, pequenia,
amarilla tenue, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, Iluz que transmite
translicida, consistencia butirica,

P

butirica, facilmente facimente  emulsionable, no
emulsionable, no induce induce modificacion al medio.
modificacion al medio. Bacilos Gram + en cadenas
Cocos Gram + cortas

BA4.1 Colonia circular, mediana, SY3.1 Colonia circular, mediana,

blanquecina con centro
amarillento, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada

blanquecina amarillenta, plana,
rugosa, con bordes regulares, luz
reflejada mate, luz que transmite

brillante, luz que transmite opaca, consistencia
traslucida, consistencia butirica, membranosa, membranosa al
facilmente emulsionable, no emulsionar, no induce

modificacion al medio.
Cocos Gram +

induce modificacion al medio.
Cocos Gram +

CN4.3.1G | Colonia rizoide, grande,
blanquecina, plana, lisa, con
bordes ondulados irregulares,
luz reflejada mate, luz que
trasmite opaca, consistencia
membranosa, granular al
emulsionar, no induce
modificacion al medio.
Cocobacilo Gram +

SY4.1 Colonia circular, grande, café
claro con el tiempo se tornan
blanca y polvosa, umbonada, lisa,
con bordes regulares, luz
reflejada mate, luz que transmite
opaca, consistencia membranosa
adherida al medio, granular al
emulsionar, el medio se torna de
color café.

Cocos Gram +

LB3.1 Colonia circular, mediana,
blanquecina, plana, rugosa,
bordes regulares, luz reflejada
mate, luz que trasmite opaca,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Bacilos Gram +

V8.2C1 Colonia irregular, mediana,
amarilla tenue con punto café al
centro, convexa, lisa, con bordes
lobulados, luz reflejada brillante,
luz que transmite translucida,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +

LB3.2.? | Colonia circular, mediana,
blanquecina, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite
traslucida, consistencia butirica,
facimente emulsionable, no
induce modificacion al medio.
Diplococos Gram +

V8.2C22 | Colonia irregular, mediana, café
clara, convexa, rugosa, con
bordes irregulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite
traslucida, consistencia butirica,
facimente  emulsionable, no
induce modificacion al medio.
Diplococos Gram +

V8.4 Colonia circular, mediana,
amarillo transparente, convexa,
lisa, con bordes regulares, luz
reflejada  brillante, luz que

LB3.3 Colonia circular, mediana,
amarilla transparente, convexa,
lisa, con bordes regulares, luz
reflejada brillante, luz que

transmite traslucida, transmite translicida,
consistencia butirica, facilmente consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce emulsionable, no induce

modificacion al medio.
Cocos Gram +

modificacion al medio.
Cocos Gram +

Vv8.4.1CB | Colonia circular, mediana,
blanquecina, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite opaca,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +

LB3.4.2 | Colonia irregular, transparente,
plana, rugosa, bordes no
definidos, luz reflejada brillante,
luz que trasmite translucida,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +

v8.4.3 Colonia circular, mediana,
blanquecina con punto café al
centro, convexa, lisa, con bordes
regulares no lisos, luz reflejada

LG3.1CB | Colonia circular, mediana,
blanquecina amarilla, convexa,
lisa, con bordes regulares, luz
reflejada brillante, luz que

transmite traslucida, brillante, luz que transmite
consistencia butirica, facilmente traslucida, consistencia butirica,
emulsionable, no induce facilmente  emulsionable, no

induce modificacion al medio.
Diplococos Gram +

modificacion al medio.
Diplococos Gram +

LG3.2R | Colonia circular, grande,
blanquecina amarilla, convexa,
lisa, con bordes regulares, luz
reflejada brillante, Iluz que
transmite opaca, consistencia

V8.4.3.1G | Colonia circular, grande,
blanquecina con punto café al
centro, convexa, lisa, con bordes
regulares, luz reflejada brillante,
luz que transmite translucida,

mucoide, facilmente consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce emulsionable, no induce
modificacion al medio. modificacion al medio.

Bacilos Gram - formando Diplococos Gram +

cadenas
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LG4.1R

Colonia circular, mediana,
blanquecina con un punto
amarillo al centro, convexa, lisa,
con bordes regulares, luz
reflejada brillante, luz que
transmite traslucida,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, el medio se torna
de color café.

Cocos Gram +

V8.4.4

Colonia circular, mediana, melén,
convexa, lisa, con bordes
regulares, luz reflejada brillante,
luz que transmite  opaca,
consistencia viscosa, granular al
emulsionar, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +

PD3.3.1

Colonia circular, puntiforme,
transparente, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite

traslucida, consistencia
membranosa, granular al
emulsionar, no induce

modificacion al medio.
Cocos Gram +

V8.4.5

Colonia circular, pequefa,
salmon, convexa, lisa, con bordes
regulares, luz reflejada brillante,
luz que transmite opaca,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.
Diplococos Gram +

PD4.1

Colonia irregular, grande,
blanquecina amarilla, plana,
rugosa, con bordes ondulados,
luz reflejada mate, luz que
transmite opaca, consistencia
membranosa, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.
Diplococos Gram +

Vv8.4.6

Colonia circular, pequenia,
blanquecina, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite
translicida, consistencia butirica,
facilmente  emulsionable, no
induce modificacion al medio.
Cocos Gram +

PD7.3

Colonia irregular, grande,
amarillo tenue, convexa, lisa,
con bordes lobulados, Iluz
reflejada brillante, luz que

transmite traslucida,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce

modificacion al medio.
Bacilos Gram +

v8.5.1.?

Colonia circular, mediana,
blanquecina con punto amarillo al
centro, convexa, lisa, con bordes
regulares, pero no lisos, luz
reflejada  brillante, luz que
transmite trasllcida, consistencia
butirica, facilmente emulsionable,
el medio se torna de color café.
Diplococos Gram +

RC4.2.2

Colonia circular, mediana,
amarilla transparente, convexa,
lisa, con bordes regulares, luz
reflejada brillante, luz que

transmite traslucida,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce

modificacion al medio.
Cocos Gram +

v8.5.3.1

Colonia circular, mediana,
blanquecina, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite opaca,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +

RC5.1T

Colonia rizoide, mediana,
amarilla tenue, plana, lisa, con
bordes ondulados, luz reflejada
brillante, luz que transmite
opaca, consistencia butirica,
facimente emulsionable, no
induce modificacion al medio.
Bacilos Gram -

V8.5.3.1R

Colonia circular, mediana,
amarilla café, convexa, lisa, con
bordes ondulados, luz reflejada
brillante, luz que transmite
translucida, consistencia viscosa,
facimente  emulsionable, no
induce modificacion al medio.
Cocos Gram +

RC5.1V

Colonia rizoide, mediana,
blanquecina, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brilante 'y mate, Iluz que
transmite opaca, consistencia
adherida al agar, granular al
emulsionar, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +

PD7.2

Colonia circular, mediana,
blanquecina, convexa, lisa, con
bordes regulares, luz reflejada
brillante, luz que transmite opaca,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Bacilo Gram +

RC5.2

Colonia rizoide, mediana,
amarilla transparente,
umbonada, lisa, con bordes
regulares, luz reflejada brillante,
luz que transmite traslucida,
consistencia butirica, facilmente
emulsionable, no induce
modificacion al medio.

Cocos Gram +
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Para la amplificacion de la region intergénica variable y el gen 16S ADNr, se utilizé la
técnica de PCR. En la figura 8 se muestra la electroforesis de algunos ejemplos de los
amplificados de la region ITS, los oligonucledtidos utilizados amplifican

aproximadamente 500 pb, por lo que se puede observar que si tienen el tamafo

esperado.
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PD7.3
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V846
V8.4.1H
CN4.1H
SY3.2H

CVv3.6
Marcador de peso

5,000 pb

1,500 pb

500 pb

Figura 8. Electroforesis. a) Se observa el ADN gendmico de algunos aislados. b) Se muestra la
amplificacién de la region ITS para hongos con una longitud aproximada de 500 pb y en c) se
observa la amplificacion del gen 16S ADNr con una longitud de aproximadamente 1,400 pb.

En el caso del gen 16S ADNrr, los oligonucleoétidos utilizados amplificaron un fragmento
de aproximadamente 1,400 pb. En la figura 8 se muestra el gel de electroforesis, donde
se observa que las bandas presentan un tamano cercano a los 1,400 pb, lo que corrobora

que se amplifico el gen de interés.

Los productos amplificados correspondientes a bacterias fueron sometidos a un ensayo
de digestién enzimatica utilizando la enzima de restriccidon Hhal, con el propdsito de

identificar patrones de restriccidon diferentes y enviar a secuenciacion esas muestras y
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asi optimizar costos. En la figura 9 se muestran los geles de electroforesis con los

patrones de digestion obtenidos.

Marcador de peso

Marcador de peso
RC3.1

RC5.1V
PD3.3.1
CN4.3.1V
LB3.4.2
LB3.2.?
Vv8.2C1
Vv8.2C22

Figura 9. Cortes de bandas con la enzima de restriccion Hhal.

Se eligieron 25 aislados bacterianos para mandar a secuenciar, mientras que los 8
restantes se preservaron en glicerol y almacenaron a -80 °C Los productos amplificados
fueron purificados y preparados para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas se
visualizaron en el software Chromas (Figura A1y A2) con el objetivo de verificar la calidad
y éxito del proceso de secuenciacion. Dado que se tratd de secuencias sencillas
(secuencia forward y reverse), estas fueron empalmadas utilizando la herramienta
BLAST. Posteriormente, las secuencias ensambladas se compararon en la base de
datos del NCBI mediante BLAST para su identificacion con secuencias previamente
reportadas. En las tablas 6 y 7 se presentan los resultados correspondientes a la region
ITS de los aislados de hongos y al gen 16S ADNTr de las bacterias secuenciadas.

Se construyeron arboles filogenéticos para las secuencias fungicas y bacterianas, para
los 17 hongos aislados permitié clasificarlos en 12 géneros (Figura 10) y la secuenciacién
del gen 16S ADNr de las 25 bacterias aisladas permitié clasificarlos en 15 géneros
(Figura 11).
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Tabla 6. Alineamientos para las secuencias de la region ITS en hongos, obtenidos por BLAST.

Aislado Alineamiento Query Evalue Porcentaje de
Cover identidad
BA3.1H Allophoma zantedeschiae 100% 0.0 99.19%
BA3.2H Volutella sp. 100% 0.0 99.49%
BA3.3H Fusicolla quarantenae 100% 0.0 96.95%
CN4.1H  Lecanicillium aphanocladii 100% 1x10778 100%
CN4.3H Ampelomyces sp. 100% 0.0 100%
CN5.1H Acremonium sclerotigenum 100% 0.0 100%
CN5.3H Acremonium alternatum 100% 0.0 100%
CN6.1H  Cladosporium cladosporioides 100% 5x107¢7 100%
CV3.6H Scytalidium sp. 100% 0.0 100%
CV4.3.1H Fusarium pernambucanum 100% 5x107%7 100%
LB3.2H Purpureocillium lilacinum 100% 0.0 100%
LG3.1H Fusarium equiseti 100% 8x107%° 100%
PD3.1H Volutella sp. 100% 0.0 99.49%
SY3.2H Chaetothyriales sp. 100% 0.0 99.73%
V8.3H Fusarium biseptatum 100% 3x10774 100%
V8.4.1H  Fusicolla quarantenae 99% 6x10746 98.67%
V8.5H Penicillium steckii 100% 1x107% 100%

El arbol filogenético construido basado en la regién ITS incluye 68 secuencias: 17
aislados del presente estudio y 51 secuencias de referencia del NCBI de géneros
filogenéticamente relacionados. El analisis se realizé en MEGA 12 mediante el método
de Neighbor-Joining con 1000 réplicas de bootstrap. El arbol permite visualizar que los
hongos aislados se distribuyen en 12 géneros diferentes: Allophoma, Ampelomyces,
Acremonium, Cladosporium, Chaetothyriales, Fusicolla, Fusarium, Lecanicillium,

Penicillium, Purpureocillium, Scytalidium 'y Volutella (Figura 10).

Los aislados se agrupan en diferentes clados junto con sus secuencias de referencia
mas cercanas, lo que muestra su ubicacion taxonémica molecular. Se observan valores
de bootstrap que varian desde bajos (13-24) en ramas internas hasta elevados (>90) en
agrupamientos finales, indicando diferentes niveles de certeza en las relaciones
filogenéticas. El género Fusarium presentd la mayor representacion en la coleccion (3
aislados: BA3.3H, LG3.1H, V8.4.1H), seguido de Acremonium (2 aislados) y Volutella (2
aislados), mientras que los demas géneros fueron representados por un unico aislado

cada uno.
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Tabla 7. Alineamientos de las secuencias del gen 16S ADNr en bacterias, obtenidos por

BLAST.
Aislado Alineamiento Query Evalue Porcentaje de
Cover identidad

BA3.1CB Serratia marcescens 100% 0.0 99.49%
BA4.1 Stenotrophomonas sp. 100% 0.0 99.91%
LB3.2.? Leucobacter komagatae 100% 0.0 100%

LB3.3 Agrococcus jenensis 100% 0.0 99.74%
LB3.4.2 Paenibacillus sp. 100% 0.0 99.66%
LG3.2R Bacillus sp. 100% 0.0 99.92%
PD3.3.1 Microbacterium yannicii 100% 0.0 99.91%
PD4.1 Bacillus amyloliquefaciens 100% 0.0 99.84%
PD7.2 Paenibacillus polymyxa 100% 0.0 99.67%
PD7.3 Bacillus safensis 100% 0.0 99.92%
RC4.2.2 Microbacterium yannicii 100% 0.0 100%

RC5.1T Cytobacillus horneckiae 100% 0.0 100%

RC5.1V Streptomyces variabilis 100% 0.0 100%

RC5.2 Mycobacterium sp. 100% 0.0 99.83%
SR3.3 Serratia marcescens 100% 0.0 93.68%
SY3.1 Alcaligenes sp. 99% 0.0 98.65%
SY4.1 Streptomyces sp. 100% 0.0 99.13%
V8.2C22 Pseudomonas protegens 100% 0.0 99.84%
V8.4.1CB Staphylococcus saprophyticus 100% 0.0 100%

Vv8.4.3 Stenotrophomonas maltophilia 100% 0.0 99.92%
Vv8.4.4 Paracoccus sp. 100% 0.0 100%

V8.4.5 Rhodococcus sp. 100% 0.0 99.83%
V8.4.6 Serratia sp. 100% 0.0 99.66%
V8.5.1.2  Pseudomonas sp. 100% 3x10 7% 99.63%
V8.5.3.1R Stenotrophomonas rhizophila 100% 0.0 100%

El arbol filogenético basado en el gen 16S ADNr incluye un total de 75 secuencias: 25
aislados del presente estudio y 50 secuencias de referencia del NCBI de géneros
bacterianos filogenéticamente relacionados. El analisis se realizé en MEGA 12 usando
el método de Neighbor-Joining con 1000 repeticiones de bootstrap para evaluacion de
robustez. El arbol filogenético agrupa las 25 bacterias secuenciadas en 15 géneros
diferentes: Serratia, Stenotrophomonas, Pseudomonas, Leucobacter, Agrococcus,
Paenibacillus, Bacillus, Microbacterium, Cytobacillus, Streptomyces, Mycobacterium,

Alcaligenes, Staphylococcus, Paracoccus 'y Rhodococcus (Figura 11).

La distribucion filogenética muestra que los aislados bacterianos pertenecen

principalmente a dos filos: Firmicutes (géneros Bacillus, Paenibacillus, Staphylococcus)
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y Proteobacteria (géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas, Serratia, Paracoccus,
Alcaligenes). También se identificaron representantes de Actinobacteria (Streptomyces,
Mycobacterium, Microbacterium, Rhodococcus). Los valores de bootstrap en el arbol
varian considerablemente, desde valores bajos (5-24) en bifurcaciones internas hasta
valores elevados (>95) en los agrupamientos terminales,reflejando diferentes niveles de
incertidumbre en las relaciones filogenéticas profundas, pero confianza en la asignacién

taxondmica de cada aislado.

Los aislados tanto de hongos como de bacterias obtenidos en este trabajo se encuentran
distribuidos en distintos clados, lo que demuestra que los medios de cultivo no tuvieron

un sesgo preferencial de captura de algun grupo microbiano especifico.
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74 Scytalidium sp. isolate P247

100 Cv3.6H €—
100

Scytalidium(3) sp. strain S11
28 [ Scytalidium(2) circinatum strain SC-BRK
Corniculantispora psalliota
CN4.1H ¢——
26 99 Lecanicillium(2) aphanocladii isolate BCR-42
Lecanicillium sp. strain LRMH C25
40 Purpureocillium(3) lilacinum strain SC15C0
LB3.2H €¢—
100 Purpureocillium(2) lilacinu
76— Purpureocillium lilacinum isolate MI21
Acremonium(2) sclerotigenum strain EXF-1491
CN5.1H ¢——
Acremonium sclerotigenum strain EXF-1636
Acremonium(4) sp. isolate Doc-5
CN5.3H
Acremonium(5) alternatum isolate AN-4-1-1
Hypocreales sp. isolate GW Cank20 14
36 Acremonium(3) alternatum isolate T2S-5-2-
Fusicolla(4) elongata strain CBS 14893
BA3.3H 4——
27 Fusicolla(6) quarantenae CBS 1415
59 Fusicolla(3) quarantenae isolate 111J
48 Fusicolla acetilerea isolate L-945/201
%F Fusicolla(5) quarantenae strain CGMCC 3.2077
% V8.4.1H 4——
100 Fusicolla(2) quarantenae strain CGMCC 3.2077

’7 Fusarium(6) cf. incarnatum-equiseti isolate JXRC1

100

Fusarium(5) equiseti voucher SY
Fusarium(9) sulawesiens
LG3.1H ¢—
31 Fusarium(8) incarnatum isolate R
Fusarium(4) sp. strain L-1
34 Fusarium(7) equiseti isolate MNSO1 3 1
15 CV4.3.1H 4—

’— Volutella(4) sp. 2 YHY-2018 strain Y. H. Yeh 1122

Volutella(5) sp. 2 YHY-2018 strain Y. H. Yeh 1071

100
% PD3.1H
=) Volutella(2) sp. 2 YHY-2018 strain Y. H. Yeh 1071
80 Volutella sp. isolate 126 ITS
29 Volutella(6) sp. strain DUCC1568
%'_E Volutella(3) sp. strain DUCC1568
BA3.2H &—
Fusarium sp. NRRL 4372
50 V8.3H
94 { Fusarium(3) biseptatum strain CBS 11013
Fusarium(2) biseptatum strain CBS 110311
92 Penicillium(2) steckii strain CBS 12239
89 Penicillium sp. NA-X-17-
100 L \gsn 4_p
42 Penicillium(3) steckii strain UFMGCB 601
Cladosporium(2) herbarum voucher BP1 89297
100 Cladosporium(3) cladosporioides strain 14
81 CN6.1H
53 Cladosporium basi-inflatum isolate 11T
68 99 SY3.2H

Figura 10. Arbol filogenético basado en secuencias ITS de hongos, se incluyen las 17

97 Dlhawksworthia flavoparmeliae isolate 8004
\_,— Pseudoophiobolus(2) galii strain MFLUCC 17-225

51— Pseudoophiobolus rosae MFLU 15-101
Didymellaceae sp. isolate 24|
CN4.3H
Ampelomyces(3) sp. MosID
Stagonosporopsis cucurbitacearum isolate SM69
Ampelomyces sp. ATCC 20105

BA3.1H
36 { Ampelomyces(2) sp. strain ER51

Allophoma zantedeschiae strain CR 3

secuencias obtenidas en este estudio sefialadas con una flecha. Los niumeros en las ramas

indican los valores de Bootstrap. Construido con el software MEGA 12.
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28

96

97

50

69

Mycobacterium sp. strain TM-A14
Mycobacteroides chelonae strain ATCC 1923
L RC52 €4—
Rhodococcus(2) sp. strain AFS09145
Rhodococcus corynebacterioides strain H2
V8.4.5
RC5.1V €——
Streptomyces(3) sp. strain G1
Streptomyces(4) sp. strain DSD307
Streptomyces(2) sp. strain PSKA3
Streptomyces sp. SG 5
59 SY 4.
70— LB32.¢——

100 Leucobacter sp. DS2
Leucobacter(2) komagatae strain MA3 2.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en secuencias que codifican para 16S ADNr de bacterias,
se incluyen las 25 secuencias obtenidas en este estudio sefialadas con una flecha. Los
nuameros en las ramas indican los valores de Bootstrap. Construido con el software MEGA 12.
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Estudio de microorganismos del suelo rizosférico por via metagenémica

Las células de E. coli DH5a transformadas con el vector ligado con las secuencias de
interés se sembraron en las placas Petri con medio LB adicionado con X-gal, IPTG y
ampicilina. Se observo el crecimiento de las colonias blancas y azules (Figura 12). Las
colonias aisladas que contenian el vector con las secuencias de interés (colonias
blancas) fueron aisladas obteniendo 44 colonias con el gen 16S ADNry 17 para la regiéon

ITS como se ve en la figura 12.
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Figura 12. Crecimiento de las células transformadas, se observan colonias blancas y azules.
Las colonias blancas en la placa Petri correspondieron a transformantes que portaban el inserto
a) 16S rDNA y b) Regién ITS. Colonias aisladas que contienen el vector con las secuencias de

interés. c) Se muestran las 44 colonias aisladas para 16S ADNr, d) y e) muestran 17 colonias

aisladas para la region ITS.

La eficiencia de transformacion fue de 8.8x10* UFC/ug ADN para la reaccion de 16S
ADNr y de 6.8x10* UFC/ug. Actualmente se encuentra en proceso la obtencién de un
mayor numero de colonias blancas para la captura de unidades taxonémicas operativas
(OTUs) de bacterias y hongos, previo a su secuenciacion. Aunque se han realizado
multiples clonaciones (datos no mostrados), el numero de transformantes obtenidos ha
sido bajo. Por lo que aun queda mucho trabajo por realizar para hacer representativa
esta via de captura para enriquecer el conocimiento de la diversidad microbiana asociada

a Sedum rubrotictum.
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DISCUSION

Las bacterias y hongos obtenidos en este trabajo solo representan un momento de la
rizosfera de la planta de estudio. La caracterizacion de comunidades microbianas en
suelo rizosférico, solo representa un instante temporal de la composicidén de la microbiota
ya que, la rizosfera, esta sujeta a un constante cambio en respuesta a las caracteristicas
ambientales y las presiones selectivas del entorno(Xu et al., 2018) como son: la
disponibilidad de nutrientes y de agua, las variaciones de temperatura y de pH o también
puede cambiar en defensa contra fitopatdgenos (Goemann et al., 2024; Mathur et al.,
2019).

El aislamiento de microorganismos, se realiza utilizando medios de cultivo diversos y
esta captura permite conservar las cepas microbianas para futuras pruebas,
investigaciones o aplicaciones (Morales-Garcia et al., 2010; Radhakrishnan &
Krishnasamy, 2024). Como ejemplo, si los resultados son favorables las cepas se
pueden emplear para la satisfaccion de un producto o servicio, como es la formulacion
de biofertilizantes que promueven el crecimiento vegetal (Khan et al., 2018). Estas cepas
podran cultivarse nuevamente bajo condiciones controladas, facilitando su replicacion y
uso. Ademas, se recomienda que se empleen varios medios de cultivo cuando se trata
de estudios de diversidad, ya que hay microorganismos que no se detectan por métodos
moleculares (Donachie et al., 2007); debido a que pueden existir sesgos en la obtencion
de material genético como la preferencia de pegado de los oligonucleétidos usados
(Sipos et al., 2007). Sin embargo, es importante mencionar que los medios de cultivo
también tienen limitantes para lograr el aislamiento de microorganismos. Se encuentran
los microorganismos viables pero no cultivables(Tamagnini & Paraje, 2015), que no
pueden desarrollarse en medio de cultivo, otro obstaculo es la composicién del medio de
cultivo que solo permite se desarrollen microorganismos que satisfagan sus

requerimientos nutritivos (Pham & Kim, 2012b).

En este estudio se emplearon 8 medios de cultivo diferentes (Akram et al., 2023; L. Y.
Guo & Ko, 1993; Morales-Garcia et al., 2013), permitiendo recuperar distintos

microorganismos al tener composicion nutrimental diferentes. Dos de los medios de
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cultivos, PDA y V8, son empleados principalmente para el crecimiento de hongos (Kouo-
N’Golo et al., 2024), siendo el V8 preferencial para oomycetos como Phytophthora y
Pythium (Muhorakeye et al., 2025). Los aislados obtenidos en este estudio, demostraron
gue no solo crecen hongos si no también ayudaron al aislamiento de bacterias. Ademas,
los otros 6 medios de cultivo son usados para el crecimiento de las cepas que conforman
el consorcio del inoculante INOCREP (Morales-Garcia et al., 2020). La planta utilizada
en este estudio, pertenece a un grupo de plantas que fueron trasplantada en vermiculita
(hace ~12 afios) y unicamente fueron inoculadas con INOCREP. Estas plantas crecieron
de forma exitosa y se incrementé la presencia de materia organica aparente (ver figura
2). Con el fin de rastrear los microorganismos inicialmente inoculados se usaron los
medios de cultivo de captura para los miembros de INOCREP (Azospirillum brasilense
Sp7, Pseudomonas putida KT2440, Sphingomonas sp. OF178, Paraburkholderia
unamae MTI-641, Bradyrhizobium sp. MS22 y Gluconacetobacter diazotrophicus). En
acuerdo con nuestros resultados, notamos que por lo menos entre los aislados mas
abundantes estudiados no se detectaron las cepas correspondientes a INOCREP. Sin
embargo, se detectaron cepas de Pseudomonas sp., mas cercanamente relacionadas a
especies diferentes a Pseudomonas putida KT2440. Sin embargo, se requieren mas
estudios para determinar si las cepas del consorcio microbiano inicial pudieran estar
presentes en numeros bajos; cuyas cepas minoritarias no fueron exploradas en este
trabajo. Al no poder rastrear las demas cepas, estos resultados podrian sugerir que el
suelo se va renovando al no tener una aplicacion recurrente de inoculante (Papin et al.,
2024, 2025), y, por otro lado, también se demostré que estos medios de cultivo sirven
para el crecimiento de diversos microorganismos de suelo rizosférico. Los arboles
filogenéticos donde se incluyen las bacterias y hongos aislados en el trabajo presente,
se observa la distribucion y el grado de relacion entre los microorganismos y se observa
que estan distribuidos en grupos filogenéticamente diversos, lo que sugiere que no hubo
preferencia de captura de ciertos linajes. Los aislados de este estudio aparecen con la
nomenclatura propuesta ayudando a visualizar la cercania o lejania filogenética que hay
entre si, considerando el medio de cultivo, se puede ver como el medio con jugo V8 a
pesar que el nUmero de microorganismos detectados fue de 1x10” UFC/ml menor que

en medio PDA (3x108 UFC/ml), se obtuvieron 15 aislados, de los cuales se secuenciaron

44



3 géneros de hongos distintos (Fusarium, Fusicolla y Penicillium)y 6 géneros bacterianos
distintos  (Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Paracoccus,
Rhodococcus y Serratia) presentando una mayor diversidad para captar bacterias como
hongos, en comparacion a los medios utilizados en este estudio, esto podria atribuirse a
su contenido de carbohidratos principalmente glucosa, fructosa y sacarosa provenientes
de jugos vegetales (Campbell Soup Company, n.d.). También se puede observar que el
medio BAc puede ser utilizado para captar hongos de diferente género, esto podria ser
debido a que contiene acido succinico como fuente de carbono (Danh Duc et al., 2024).
Ademas, podemos observar que los aislados obtenidos de agar con agua de coco,
también tienen una distribucion diversa, por lo que se puede implementar el uso de agua
de coco para obtener una mayor diversidad de crecimiento microbiano. Sekar et al.,
(2013) en su estudio utilizando agua de coco tierno observé que la morfologia de colonias

de E. coli son muy similares a la morfologia en medio LB (Sekar et al., 2013).

Los aislados obtenidos fueron 17 hongos y 33 bacterias. En otros estudios (Eberly et al.,
2024; Liu et al., 2024; Tang et al., 2025), se muestra una tendencia similar a la que
encontramos, en donde la comunidad bacteriana es mayor a la fungica en la microbiota
del suelo rizosférico sano. La seleccion de los aislados fungicos para su analisis
molecular se realizé a partir de observaciones macroscépicas y microscopicas. Durante
su crecimiento en medio PDA se evidenciaron diferencias morfoldégicas notables entre
los cultivos, lo que sugirié que podrian tratarse de especies distintas. Por esta razon, los
17 aislados fueron enviados a secuenciacion de la regién ITS del ADN ribosomal, la cual
es ampliamente utilizada como marcador molecular en hongos, debido a que evoluciona
con mayor rapidez y presenta una alta variabilidad entre especies, funcionando, asi como
un “cédigo de barras” genético para su identificacion taxonémica (Raja et al., 2017; White
et al., 1990).

De las 33 bacterias aisladas, se seleccionaron 25 para su identificacion molecular por
secuenciacion. Esta seleccidon se basé en un analisis comparativo de sus caracteristicas
morfoldgicas y en los patrones de restriccidn generados por la enzima Hhal al cortar el
amplificado 16S ADNr. El uso de esta enzima permitid distinguir aislamientos con
fragmentos de ADN amplificado del gen 16S ADNr que presentaban diferentes perfiles
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de restriccion, lo que sugiere variabilidad genética entre ellos (Lee et al., 2009; Radjasa
et al.,, 1999). Las 8 bacterias restantes al observar patrones similares, se almacenaron
para futura identificacion, ya que no podemos confirmar que sean del mismo género
bacteriano o no, se necesita de otros pruebas con otras enzimas de restriccion o de su

secuenciacion.

Sin embargo, en algunos casos se observo que, a pesar de compartir un mismo patron
de digestion con Hhal, las colonias exhibian diferencias morfolégicas notables en cuanto
a forma, color o textura, como el caso de BA3.1CB y V8.4.6, donde el tamafio y los bordes
de la colonia diferian. Estos aislados también fueron enviados a secuenciacién, pero los
resultados arrojaron que pertenecian al mismo género. Esto puede deberse a la
plasticidad fenotipica donde bacterias pertenecientes al mismo género pueden exhibir
diferencias morfoldgicas y fisiolégicas, por variaciones genéticas entre especies o cepas,
o por la influencia de las condiciones ambientales durante su crecimiento. Por ejemplo,
las cepas de Bacillus aisladas de ambientes templados y de fuentes termales mostraron
diferencias en su morfologia y tolerancia térmica, evidenciando una marcada plasticidad
fenotipica asociada al ambiente de origen y a la temperatura de incubacion (Hurtado-
Bautista et al., 2021). El analisis de restriccion con la enzima Hhal permitié optimizar el

numero de muestras a secuenciar y reducir los costos de la investigacion.

Los resultados de alineamiento obtenidos por BLAST nos muestran 12 y 15 géneros
diferentes para hongos y para bacterias respectivamente. En el caso del aislado SR3.3,
presentd un 93.68 % de identidad con su secuencia mas cercana en BLASTn para el gen
16S ADNTr relacionandose al género Serratia. De acuerdo con los umbrales comunmente
aceptados para la clasificacion bacteriana, valores inferiores al 95 % no permiten asignar
de manera confiable un género, e incluso pueden indicar la presencia de un linaje no
descrito o no representado en la base de datos (Beye et al., 2018; Hackmann, 2025).
Debido a esto, se necesita analizar mas la secuencia de nucleétidos, buscando genes
claves que nos ayuden a la identificacidén taxondmica o realizar un enfoque polifasico
(Vandamme et al., 1996).

En el caso de los hongos, 10 géneros: Volutella, Fusicolla, Lecanicillium, Acremonium,

Cladosporium, Scytalidium, Fusarium, Purpureocillium, Chaetothyriales y Penicillium ya
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han sido encontrados en la rizosfera de diversas plantas (Baron et al., 2020; Chen et al.,
2025; Debode et al., 2016; Deng et al., 2024; Nel et al., 2006; Park et al., 2020; Paul &
Park, 2013; Tong et al., 2023; Zhang et al., 2022; Zhang et al., 2024), mientras que
Ampelomyces, se ha hallado en la endosfera como parasito (Kiss, 2008) y Allophoma en
tallos y hojas (Fang et al., 2019). Entre estos, destacan Fusarium, Volutella y
Acremonium, que han sido frecuentemente aislados de ambientes rizosféricos. Por otro
lado, los géneros con potencial biotecnolégico que se podrian contemplar serian los
aislados de Fusicolla han sido reportados con actividad antifungica (Li et al., 2021);
Lecanicillium es conocido como agente de biocontrol de acaros y afidos (Tello-Salgado
et al., 2021),; Purpureocilium se ha documentado como antagonista y como
fitomejorador (Rigobelo et al., 2024). La presencia de estos géneros sugiere que la
comunidad fungica rizosférica de S. rubrotinctum podria desempenar funciones
protectoras contra plagas u organismos competidores. Sin embargo, es importante
reconocer que se requieren estudios funcionales especificos para validar estas

capacidades en el contexto de este estudio particular.

El arbol filogenético de hongos muestra que la mayoria de los aislados se agrupa con
confianza (bootstrap 270%) junto a referencias taxonémicas establecidas, corroborando
la precision de las identificaciones moleculares. Sin embargo, se observan algunas
ramas con valores de bootstrap bajos (valores <50), particularmente en la regién basal
del arbol lo que sugiere que estas relaciones evolutivas profundas pueden requerir
confirmacion mediante métodos complementarios de analisis filogenético (ej., maxima
verosimilitud) o mediante analisis metagendmico para obtener informacién multilocus. El
método Neighbor-Joining, basado en distancias, es eficiente y rapido, pero tienden a
producir arboles con menor robustez en nodos basales comparados con métodos mas
complejos como Maxima Verosimilitud o Bayesiano, los cuales modelan de manera mas
explicita el proceso evolutivo y suelen generar soportes mas confiables (Guindon &
Gascuel, 2003; Penny, 2004).

En el caso de las bacterias los 15 géneros: Serratia, Stenotrophomonas, Leucobacter,
Agrococcus, Paenibacillus, Bacillus, Microbacterium Cytobacillus, Streptomyces,
Mycobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Staphylococcus, Paracoccus vy
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Rhodococcus ya han sido reportadas en rizosferas de diferentes plantas (Alvarez Lopez
et al., 2013; Hao et al., 2021; Hernandez-Gomez et al., 2020; Jia et al., 2022; S. Kim et
al., 2023; Liu et al., 2023; Martinez et al., 2018; Pérez-Pérez et al., 2020; Pio et al., 2022;
Sarkar et al., 2012; C. Xu et al., 2024).

El analisis filogenético revel6 que la comunidad bacteriana esta dominada por miembros
de Firmicutes y Proteobacteria, lo cual es consistente con estudios previos en rizosferas
de plantas sanas (Hartmann et al., 2009). La presencia de multiples géneros en una sola
maceta sugiere una estructura comunitaria compleja y potencialmente funcional. Los
géneros Bacillus y Pseudomonas, conocidos promotores del crecimiento vegetal (PGPR)
(Liu et al., 2019; Zahra et al., 2023), fueron capturados en multiples ocasiones en
diferentes diluciones y medios de cultivo, sugiriendo abundancia relativa en la

comunidad.

El arbol filogenético muestra que las bacterias aisladas se agrupan segun su filiacion
taxonémica conocida. Aunque la mayoria de los clados terminales tienen valores de
bootstrap altos (>70%), observamos que varias ramas internas presentan valores de
bootstrap inferiores a 50, particularmente en la region basal. Esto es frecuente cuando
se analiza diversidad de genes 16S conservados y no implica error en la identificacion
de géneros individuales (que se respaldan en comparaciones BLAST directas), pero si

refleja limitaciones de los métodos filogenéticos basados en un marcador genético unico.

Con respecto a relaciones con géneros patégenos, es importante notar que algunos
géneros identificados como Staphylococcus, Fusarium y Serratia han sido reportados
como potencialmente patégenos en ciertos contextos (Jayakumar et al., 2020; Kulkova
et al., 2024; McGovern, 2015). Sin embargo, el hecho de que la planta (S. rubrotinctum)
presentara apariencia visual sana en el momento del muestreo sugiere que estos
microorganismos podrian estar presentes en configuraciones no-patogénicas o que su
patogenicidad esta suprimida por la comunidad comunitaria (Chapelle et al., 2016). Esto
subraya la importancia de no asumir que la mera presencia de un género patégeno
implica enfermedad (Bulgarelli et al., 2013), sino que requiere validacion experimental

(ensayos de patogenicidad, factor de virulencia, etc.).
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El estudio metagenomico tuvo limitantes por lo que se quedo inconcluso. No se pudo
determinar con exactitud cual fue el problema debido a otra limitante: tiempo. En varias
ligaciones no se obtuvieron colonias tras la transformacion. Este resultado puede
atribuirse a diferentes causas citadas en la literatura, entre las que se encuentran una
ligacion ineficiente por relaciones molares vector:inserto no éptimas, la presencia de
inhibidores en la mezcla de ligacion, baja competencia de las células utilizadas, la posible
toxicidad del inserto para la cepa hospedera (Green & Sambrook, 2012). Se realizd
purificacion a los amplificados y se cuantifico el ADN para agregar a la reaccion la
cantidad necesaria, teniendo asi colonias con el plasmido ligado. Sin embargo, la
eficiencia de transformacion fue relativamente baja (Promega, 2021) ya que el manual
del proveedor nos dice que se usen células de alta eficiencia (1x108 UFC/ug DNA) y se
obtuvieron valores de la orden 10* UFC/ug DNA. Se necesita optimizar el proceso para
la clonacion exitosa y poder llegar a identificar los microorganismos rizosféricos por este

método.
Posible rol de los microorganismos aislados en otros ambientes

La evidencia muestra que el género Allophoma (1 aislado) ha sido reportada en plantas
de Papaver dubium, asociado a otros hongos provocan lesiones foliares desde
amarillamiento hasta el marchitamiento (Razaghi & Zafari, 2018). Sin embargo, aun se
requiere mas evidencia cientifica para confirmar si este hongo actua como patégeno o si
pudiera tener potencial como en aplicaciones biotecnoldgicas. En el caso del género
Volutella (2 aislados), en una investigacion reciente, reportaron que una cepa de este
hongo aislada del suelo, al biotransformar acido suberoilanilida hidroxamico (SAHA)
produjo metabolitos derivados de la anilina (Zhang et al., 2025). En el trabajo de tesis de
Lépez Pérez, (2024) hallaron este hongo en sedimentos de una mina en un medio de
cultivo enriquecido con zinc, sin embargo, el autor menciona que se necesita de mas
investigacion para descubrir el potencial de este hongo (Lopez Pérez, 2024). Ademas,
se ha informado que cepas especificas pueden producir enfermedades en plantas
ornamentales (Garibaldi et al., 2016), teniendo como sintomas defoliacién y retraso de
crecimiento. Es importante saber si estos hongos pueden ser patégenos o funcionales.
Otro género encontrado fue Fusicolla (2 aislados) y se han encontrado cepas de este
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género con actividad antifungica (Li et al., 2021). Similarmente en (Sun et al., 2024)
encontraron que la rizosfera de maiz y trigo al estar expuestas a arsénico y cadmio,
reclutan diversas bacterias y hongos, entre ellos a Fusicolla sp. tolerante a estos
contaminantes. En el caso de Lecanicillium (1 aislado) se ha evaluado la capacidad de
metabolizar hidrocarburos aromaticos policiclicos (Pozdnyakova et al., 2019), también se
ha encontrado que algunas cepas tienen propiedades entomopatogenas (Tello-Salgado
et al., 2021), con mas investigacion, se podria hallar su uso potencial como biocontrol de
plagas de insectos. Ampelomyces (1 aislado), se considera un hongo endéfito de algunas
plantas que no produce efectos negativos y ademas tiene caracteristicas que hacen que
actue como agente de control biolégico contra otros hongos (Aly et al., 2008; Németh et
al., 2023). El género Acremonium (2 aislados) se considera un hongo de interés, ya que
se ha encontrado que puede actuar como promotor del crecimiento vegetal, agente de
control biolégico contra insectos, como agente contra el estrés por sequia e incluso como
antifungico (Khan et al., 2021). Cladosporium (1 aislado) es enddfito de algunas plantas
y también considerado un hongo de interés, ya que tiene actividad promotora del
crecimiento vegetal (Raut et al.,, 2021); este hongo también se comporta como
antifungico contra hongos fitopatégenos (Torres et al., 2017). Para el género Scytalidium
(1 aislado), hay reportes que algunas especies producen infecciones en las ufas o
plantas de los pies (Mendoza et al., 2009), también pueden infectar algunas plantas, sin
embargo, la mayoria de las especies se consideran saproétrofas y, ademas, pueden
crecer en ambientes extremos (Jeong et al., 2025). Fusarium sp. (3 aislados), fue el
género mas recurrente encontrado en esta investigacion, este hongo es de importancia
ya que la evidencia nos dice que la mayoria de especies son patdgenos para las plantas,
causandoles diversas enfermedades y sintomatologia adversa (McGovern, 2015) y se
esta en constante estudio buscado la forma de como contrarrestar sus efectos adversos
(Bandara & Kang, 2024; Xu et al., 2022). Purpureocillium (1 aislado) se ha reportado que
una especie especifica promueve el crecimiento vegetal y ademas funciona como control
biolégico contra nematodos (Rigobelo et al., 2024) y también se ha encontrado que
pueden metabolizar el cadmio del suelo para su biorremediacion (Zheng et al., 2021).
Chaetothyriales (1 aislado) se ha reportado que este hongo puede crecer en suelos

contaminados por metales pesados (Guo et al., 2023) es necesario mas investigacion
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para detectar si este hongo puede ayudar a la biorremediacion del suelo. Finalmente,
Penicillium (1 aislado) estudios previos han demostrado que puede promover el
crecimiento vegetal (Shi et al., 2024) y ademas puede actuar como control biolégico

contra hongos fitopatdgenos de las plantas (Wang et al., 2022).

Considerando la informacion reportada para cada género, es importante continuar con el
estudio de los aislados obtenidos. Para el caso de hongos benéficos se podria continuar
hacia la caracterizacidbn precisa y realizar ensayos para conocer su potencial

biotecnologico.

En el caso de los aislados bacterianos encontrados tenemos a Serratia (3 aislados),
existen reportes de que algunas cepas son patdogenas en humanos y plantas, sin
embargo, existen cepas de este género con actividad de promocién del crecimiento
vegetal y también ayudan a enfrentar estrés abidtico como sequia y salinidad (Kulkova
et al., 2024). Stenotrophomonas (3 aislados) se encuentra en suelo y forma parte de la
rizosfera de algunas plantas, ya que, promueve el crecimiento vegetal a través de
produccion de fitohormonas, solubilizacién de fosfatos y fijacion biologica del nitrégeno
(Criollo et al., 2012; Pérez-Pérez et al., 2020). El género Leucobacter (1 aislado) se ha
encontrado en diferentes ambientes, incluidos la rizosfera. Se han descubierto cepas
resistentes al cromo; otras se han investigado para su uso en biorremediacion, por
mostrar resistencia a herbicidas, también hay evidencia de que tiene actividad contra
nematodos (Bates & King, 2021; Liu et al., 2018). Agrococcus (1 aislado) este género,
tiene reportes que ha sido aislado de ambientes extremos, como permafrost, agua de
mar, suelos contaminados con cromo, pero también en la filosfera de papa (Behrendt et
al., 2008). Se sugiere que pueda ser tolerante a la desecacién por su sobrevivencia a
estos ambientes, también es un posible modelo para biorremediacion (Kampfer & Busse,
2015). Paenibacillus (2 aislados) es un género que mayormente se encuentra en el suelo,
asociado con las raices de las plantas. Diversas especies promueven el crecimiento de
las plantas, ya que producen fitohormonas, sideréforos, pueden solubilizar fosfatos y fijan
el nitrdgeno atmosférico. Es por ello, que pueden ser usadas en la agricultura (Grady et
al., 2016). Las cepas de Bacillus (3 aislados), soportan ambientes adversos por su
capacidad de formacion de esporas (Pandey & Palni, 1997), esto hace que se puedan
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hallar en la rizosfera de diversas plantas y que funjan como promotoras del crecimiento
vegetal (Zahra et al., 2023). Ademas, algunas cepas, pueden fungir como agente de
biocontrol ya que cuentan con mecanismos de antibiosis, micoparasitismo y
desencadenan resistencia sistémica inducida en las plantas hospederas (Gurikar et al.,
2022). Microbacterium (2 aislados), se han estudiado cepas de este género con actividad
biorremediadora, contra el lindano y ademas de promocion del crecimiento vegetal
(Singh & Singh, 2019); también se ha descubierto que pueden producir compuestos
organicos volatiles que ayudan al crecimiento y salud de las plantas (Viviane et al., 2018)
y también se han descubierto una cepa fijadora de nitrégeno (Zheng et al., 2024).
También se encontrd el género Cytobacillus (1 aislado), la evidencia nos muestra que
una cepa aislada de una region semiarida crecido en condiciones extremas de pH y
resistic a la exposicion de rayos UV, ademas presenta genes de promocion de
crecimiento vegetal y actividad de inhibicion contra el hongo fitopatégeno Rhizoctonia
solani (Suarez-Bautista et al., 2024). Streptomyces (2 aislados), estas bacterias actuan
como agentes importantes en el suelo, ya que pueden degradar la celulosa, también
producen metabolitos antagonistas contra enfermedades y plagas de las plantas y
pueden estimular el crecimiento vegetal (Chater, 2016). Algunas cepas de Pseudomonas
(2 aislados), se consideran promotoras del crecimiento de las plantas, ya que pueden
solubilizar fosfatos (Liu et al., 2019) y también ayudan al desarrollo vegetal en
condiciones adversas como altas temperaturas (Molina-Romero et al., 2017), ademas se
ha demostrado su actividad antagonica contra hongos fitopatogenos (Wahyudi et al.,
2011), pero también su uso es debatido ya que existen cepas de este género que son
patdogenas (Hofte & De Vos, 2006). Staphylococcus. (1 aislado), es comunmente
conocido por su patogenicidad en humanos, sin embargo, se han reportado cepas de
este género que pueden ser tolerantes a la sequia y estimular el crecimiento de plantas
(Jayakumar et al., 2020), también que solubilizan fosfatos y producen sideréforos (Rawat
et al., 2022). Paracoccus (1 aislado), algunas cepas de este género han sido reportadas
que pueden degradar compuestos téxicos que afectan a la flora y la fauna como es la
deltametrina (Ning et al., 2020) y el lindano (Sahoo et al., 2019), ademas se ha reportado
que tiene actividad promotora del crecimiento vegetal, como la fijacion de nitrégeno y la

produccion de fitohormonas (Sahoo et al., 2019). Rhodococcus (1aislado), existen
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diversas cepas que se han reportado que producen compuestos de interés, como
biosurfactantes, carotenoides, polihidroxialcanoatos antimicrobianos, entre otros
(Cappelletti et al., 2020). Otro género encontrado Mycobacterium (1 aislado), tiene
reporte de cepas patdégenas de importancia que afectan al ser humano (Percival &
Williams, 2014), pero también hay evidencia de que cepas pueden degradar
hidrocarburos aromaticos policiclicos que pueden asociarse a las raices de las plantas
(Child, Miller, Liang, Narasimham, et al., 2007; Child, Miller, Liang, Sims, et al., 2007).
Por ultimo, Alcaligenes (1 aislado), se ha reportado que algunas cepas tienen actividad
contra fitopatégenos cuando se asocian a la raiz de la planta (Kakar et al., 2018), también
degradacion de metales pesados y promocién del crecimiento vegetal (Cavalca et al.,
2013).

Con la informacién previamente obtenida y una investigacion mas a fondo, se puede

determinar el rol de cada cepa aislada en este estudio.

La microbiota de las suculentas, un tema para explorarse mas profundamente

El estudio de la microbiota rizosférica en plantas suculentas y cactaceas ha cobrado
interés en los ultimos afos debido a la capacidad de estos microorganismos de contribuir
a la adaptacion de las plantas a condiciones ambientales extremas (Jiang et al., 2019;
Ma et al., 2019), como la escasez de agua y la baja disponibilidad de nutrientes. Por lo
que, la exploracion de la rizosfera de Sedum rubrotictum resulta relevante, ya que aporta
conocimiento sobre comunidades microbianas potencialmente utiles para aplicaciones
biotecnoldgicas.

Una limitacion importante de este trabajo es que el objetivo metagendmico quedo
incompleto. Los métodos dependientes de cultivo capturaron solo una fraccién cultivable
de la microbiota. La metagendmica habria permitido acceso a una mayor diversidad
microbiana incluyendo microorganismos no-cultivables (Ravin et al., 2015). Este trabajo
futuro es esencial para obtener una imagen mas amplia de la diversidad microbiana

rizosférica de S. rubrotinctum.
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En la tabla 8, se muestran algunos microorganismos asociados a la rizésfera de especies
de cactaceas y suculentas detectados en diversos trabajos de aislamiento y usando
técnicas moleculares. Por ejemplo, géneros como Bacillus, Pseudomonas y Penicillium
son comunmente descritos en la rizosfera de cactaceas donde se les atribuyen funciones
de promocién del crecimiento vegetal, solubilizacidon de fosforo y tolerancia a la sequia
(Chavez-Ambriz et al., 2016; Romero-Bastidas et al., 2025; Shreshtha et al., 2025). Esto
sugiere que dichos microorganismos podrian representar componentes centrales del
microbioma rizosférico de plantas adaptadas a ambientes aridos. La parcial
caracterizacion de la microbiota rizosférica de S. rubrotinctum amplia el conocimiento

sobre los microorganismos asociados a especies suculentas y su importancia.

Tabla 8. Investigaciones de aislamientos en cactaceas y suculentas.

Microorganismo Planta usada para .
. . Referencia
aislamiento
gzg:lllggmonas Aloe vera (rizosfera) (Thakur et al., 2017)
gzi;lllilgmonas Opuntia ficus-indica (Shreshtha et al.,
Priestia (rizosfera) 2025)
Penicillium Pachycereus pringlei (Romero-Bastidas et
Aspergillus (rizosfera) al., 2025)
Bacillus
Pseudomonas Echinocactus platyacanthus (Salinas Virgen et al.,
Stenotrophomonas (rizosfera) 2020)
Paenibacillus
Taxones (Metagendémica) Planta usada para .
Referencia
muestreo
Proteobacteria . ) L
Actinobacteria Sg//corn/a europaea (Dragojevic et al.,
Bacterioidetes (rizosfera) 2023)
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
ﬁiglohbacteria Myrtillocactus (Fonseca-Garcia et
Pleospolares geometrizans (rizosfera) al., 2016)
Chaetothyriales
Hypocreales
Actinobacteria Opuntia ficus-indica
Firmicutes (rig osfera) (Karray et al., 2020)
Alphaproteobacteria
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Se puede observar que es un tema que aun podria ser explorado con mayor profundidad.
Aun hay muchas suculentas en las que se desconocen que microorganismos estan

asociados y tampoco se conoce su funcién al interaccionar con las plantas.
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CONCLUSIONES

En esta investigacion se logré el aislamiento e identificacion de microorganismos

asociados a la rizosfera de Sedum rubrotinctum ubicada en un techo verde.

El uso de los siete medios de cultivo nos permitié aislar una diversidad microbiana amplia,
abarcando distintos grupos de bacterias y hongos y no centrandonos en géneros
particulares, por lo que se puede contribuir al conocimiento parcial de la microbiota
asociada a la rizosfera. EI medio V8, destacd, ya que de este se aislaron mas

microorganismos.

De los microorganismos secuenciados se obtuvieron 12 géneros fungicos y 15
bacterianos. La mayoria de los géneros aislados ya se han reportado previamente en
rizosfera de plantas y existe evidencia de que ciertos géneros son patdégenos, sin
embargo, gran parte, segun la literatura citada, presentan actividad promotora del
crecimiento vegetal, capacidad de tolerancia a estrés abibtico, degradacion de
compuestos toxicos o con posible capacidad antagonista frente a fitopatogenos o plagas
y por tanto podrian ser los ayudantes a su desarrollo y supervivencia en un techo verde,
contribuyendo con el metabolismo acido de las crasulaceas, sin embargo se debe
profundizar el conocimiento mediante experimentacion e investigacion para determinar

el rol verdadero de cada microorganismo en la rizosfera de S. rubrotinctum.

Ademas, los medios de cultivo sugieren que incluso en ambientes “artificiales”, como los
techos verdes, puede establecerse una comunidad microbiana que podrian ser
funcionales y contribuir al desarrollo y adaptacion de la planta a condiciones limitantes
como lo es baja disponibilidad de agua, altas temperaturas y limitaciéon de nutrientes. Por
otra parte, este trabajo es relevante para el conocimiento de las comunidades

microbianas rizosféricas, debido a que la rizosfera de suculentas ha sido poco explorada.

Este estudio caracterizé parcialmente la microbiota cultivable. El analisis metagendmico
planeado para conocer mas diversidad de la comunidad rizosférica completa quedé en

proceso y requiere ser completado en investigaciones futuras.
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PERSPECTIVAS

El conocimiento de estos microorganismos abre el panorama sobre el rol de la microbiota
en la salud y resistencia de S. rubrotinctum. Ademas, pueden servir como base para
futuros trabajos donde se busquen inoculantes que promuevan el crecimiento vegetal o
para la biorremediacion de suelos agricolas y para la planta explorada.
Es importante validar identidades mediante secuenciacion multigénica o taxonomia

polifasica.

Futuras investigaciones podrian enfocarse en evaluar las funciones especificas de las
cepas obtenidas, como su potencial en la promocion del crecimiento vegetal, su papel
en degradacion de sustancias toxicas, biocontrol de patdgenos, su comportamiento
frente a condiciones adversas como: desecacion, altas temperaturas, salinidad, entre
otras.

Completar el estudio metagendmico para conocer mas ampliamente la diversidad
microbiana rizosférica de la planta, sera util para comprender la dinamica y funciones de

las bacterias y hongos con la planta.
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ANEXOS
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Figura A1. Cromatograma del aislado CN6.1H, secuencia forward visualizado en
Chromas. Secuenciacion por método de Sanger, cada pico representa un nucledétido.
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Figura A2. Cromatograma del aislado LG3.2R, secuencia reverse, wsuahzado en
Chromas. Secuenciacion por método de Sanger, cada pico representa un nucledtido.
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