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1-INTRODUCCION

En las Gltimas décadas ha surgido una tendencia hacia la produccién limpia, cuyo fin es
reducir el uso de insumos quimicos para la fertilizacion y control de fitopatdgenos que
producen pérdidas agrondmicas no solo en cultivos anuales sino también en cultivos
perennes. Estos agroquimicos estan implicados en la alteracion de la microbiota natural del
suelo, de manera que la reducen considerablemente y perjudican las interacciones benéficas
entre el microorganismo y la planta. Por esta razon las investigaciones se han enfocado en
la busqueda de microorganismos que puedan ser usados para restablecer estas
interacciones, al punto que sean empleados como bioestimulantes y/o biocontroladores, que

mitiguen el impacto ambiental de los agroquimicos y reduzcan los costos de produccion.

Los bioestimulantes pueden actuar mediante la sintesis de reguladores de
crecimiento, como auxinas y giberelinas, que producen un aumento en el desarrollo de
pelos radicales y en la densidad misma de la raiz, manifestandose en el aumento de la
capacidad de absorcion de agua y captacion de nutrientes, dando a la planta mayor
viabilidad, productividad y resistencia a condiciones adversas como sequia. Debido a que
las especies de bacilos tienen las caracteristicas de encontrarse omnipresentes en el suelo,
tienen alta tolerancia térmica, se desarrollan rapidamente en medio liquido, tienen una
rapida formacion de esporas altamente resistentes y son considerados agentes bioldgicos
seguros, su potencial como biocontroladores es muy alto.

Las especies de Bacillus son capaces de producir un amplio rango de metabolitos
secundarios de estructura muy diferente mostrando un amplio espectro de actividades.
Estos metabolitos incluyen antibidticos, pigmentos, toxinas, promotores de crecimiento y
otros compuestos bioactivos que estan disefiados para capacitar a la bacteria para sobrevivir
en su ambiente natural. En general estos metabolitos sirven como: armas competitivas
usadas contra otras bacterias, hongos, amebas, plantas e insectos, agentes transportadores

de metales, efectores de simbiosis, hormonas sexuales y factores de diferenciacion.



En trabajos previos del grupo de trabajo a partir de cepas de Bacillus sp se habian
aislado e identificado unos compuestos llamados dicetopiperazinas (DCP’s) con alto

potencial como promotores del crecimiento vegetal.

Dada la importancia de las giberelinas (GA’s) como promotoras del crecimiento
vegetal, en este trabajo se realizara una basqueda de cepas de Bacillus sp. aisladas de suelos
de diferentes Estados de la Republica Mexicana, que tuvieran presencia de giberelinas y de
dicetopiperazinas y se evaluara el papel de ambos compuestos como promotores del

crecimiento vegetal.



2- MARCO TEORICO

2.1 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

El suelo es uno de los habitats microbianos que presenta mayor diversidad, se
estima que alberga cerca de 10° microorganismos por gramo de suelo y 10* especies
diferentes por gramo de suelo. Estos microorganismos pueden interactuar en la
rizésfera, con las raices de las plantas, de modo que los exudados radicales, ricos en
compuestos organicos les aportan gran variedad de nutrientes para llevar a cabo sus
actividades metabolicas. En cuanto a la interaccion que los microorganismos
establecen con las plantas se pueden distinguir tres grandes grupos de comunidades

microbianas, a saber:

1. Saprofitos: son microorganismos que utilizan la materia organica como fuente
nutricional para llevar a cabo su actividad metabdlica.

2. Patdgenos: son los microorganismos responsables de muchas enfermedades en
las plantas.

3. Simbiontes mutualistas: estos microorganismos benefician el desarrollo y

nutricién de las plantas.

De estos ultimos, se han descrito diversos efectos benéficos, como la
estimulacién del desarrollo radicular y la germinacion de las semillas de las plantas,
debido a la produccion de vitaminas, fitohormonas y otras sustancias. Muchos
microorganismos mejoran las caracteristicas estructurales del suelo, mediante la
formacion de agregados estables, resultado del crecimiento microbiano; varios estan
implicados en los ciclos biogeoquimicos de algunos nutrientes, de manera que

actuan como biofertilizantes, aportando nutrientes al suelo.

También se ha encontrado que la resistencia de algunas plantas a factores
estresantes de naturaleza bidtica o abidtica se debe a la presencia de

microorganismos capaces de establecer actividad antagonista frente a fitopatdgenos,
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0 que aumentan la tolerancia a la salinidad de los suelos o al déficit de agua. A estos
microorganismos se les ha denominado, rizosféricos o rizobacterias, debido a la
preferencia que tienen de interactuar en el sistema conformado por el suelo y la raiz.
Estos microorganismos se conocen como microorganismos promotores de

crecimiento vegetal y poseen diferentes mecanismos de accion:

1. Antagonismo o supresion de microorganismos fitopatdgenos.
2. Proporcionando elementos biodisponibles para la planta (Biofertilizantes), como
nitrégeno y fosforo.

3. Produccion de fitohormonas (Bioestimulantes).

Las fitohormonas son moléculas de bajo peso molecular, se les ha llamado
“Reguladores del Crecimiento Vegetal”, estas sustancias actian en diversos tejidos
diana, cumpliendo diferentes funciones fisioldgicas, influyen en la division y
diferenciacion celular, dormancia y germinacion de semillas, desarrollo de frutos y
florescencia, actian a concentraciones muy bajas y sus efectos varian de acuerdo a
la interaccion con otros reguladores. Estos bioestimulantes pueden actuar mediante
la sintesis de reguladores de crecimiento, como auxinas y giberelinas, que producen
un aumento en el desarrollo de pelos radicales y en la densidad misma de la raiz,
manifestandose en el aumento de la capacidad de absorcion de agua y captacion de
nutrientes, dando a la planta mayor viabilidad, productividad y resistencia a

condiciones adversas como sequia.’

En respuesta al impacto ambiental causado por el uso de agroquimicos la
comunidad cientifica ha puesto su mirada en los microorganismos benéficos o
bacterias promotoras de crecimiento vegetal, capaces de estimular el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Estas bacterias median a favor de las plantas por medio de
complejas interacciones. La diversidad microbiana del suelo interactia con la raiz y
establece procesos simbidticos que benefician el desarrollo posterior de la planta.

Estudios recientes demuestran que son muchos los microorganismos implicados en



la ecologia microbiana del suelo que utilizdndolos correctamente pueden incluso

reemplazar el uso de agroquimicos. %3
2.2 Bacillus spp productor de metabolitos con gran potencial biolégico.

Las especies de Bacillus son capaces de producir un amplio rango de
metabolitos secundarios de naturaleza y estructura muy diferente mostrando un
amplio espectro de actividades. Estos metabolitos incluyen antibioticos, pigmentos,
toxinas, promotores de crecimiento y otros compuestos bioactivos y estan disefiados
para capacitar a la bacteria para sobrevivir en su ambiente natural.* En general estos
metabolitos sirven como: armas competitivas usadas contra otras bacterias, hongos,
amebas, plantas e insectos, agentes transportadores de metales, efectores de

simbiosis, hormonas sexuales y factores de diferenciacion. °

Esta amplia
variabilidad de estructuras y actividades de los compuestos secundarios expande el
potencial de la importancia industrial y biotecnoldgica del género Bacillus con sus
especies relacionadas.® Dentro de los metabolitos secundarios producidos por
especies de Bacillus spp. se encuentran cuatro familias: bacteriocinas, lantibiéticos,

lipopéptidos y policétidos®.

Una de las especies del género Bacillus spp. mas reconocidas por su potencial
como agente de control biolégico es B. thuringiensis. Esta propiedad recae
principalmente en su capacidad para sintetizar toxinas, enzimas y metabolitos
secundarios que actlan contra otras bacterias, hongos, insectos y neméatodos. B.
cereus es también una especie poseedora de propiedades como las de B.
thuringiensis pero no muy aplicada como agente de control bioldgico’. La
produccion de estos metabolitos es muy sensible a factores ambientales o a las
condiciones de cultivo, y por tanto, su producciéon in vitro depende de la
composicién del medio de cultivo en el que se hace crecer al microorganismo

productor®.

Las bacteriocinas son péptidos con actividad bactericida que son producidos por

sintesis ribosomal y segregados por un gran numero de especies bacterianas como
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un mecanismo para inhibir el crecimiento de otras bacterias con las que compiten
por el espacio y la fuente de nutrientes™'®. Pueden presentar pesos moleculares,
propiedades bioquimicas, espectros y mecanismos de accién variables®. Los
lantibidticos son péptidos antibidticos dentro de los que se encuentran a la subtilina
y bacilisina.

Los lipopéptidos son compuestos anfifilicos sintetizados no ribosébicamente que
exhiben un amplio espectro antimicrobiano debido a su actividad surfactante.
Comparten una estructura ciclica comun que consiste en un acido graso $-amino o
B-hidroxilo integrado a un residuo peptidico. Las diferencias en la secuencia
aminoacidica y la ramificacion del acido graso permiten la clasificacion de los

lipopéptidos en tres familias llamadas iturinas, fengicinas y surfactinas™.

Multiples especies de Bacillus han sido identificadas como rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal en base a la produccion de antibidticos, la
inhibicion de sintesis de etileno de la planta y la induccién de la resistencia
sistémica de las plantas.***®* Respecto a las especies que pueden favorecer el
crecimiento vegetal, un campo reciente y fundamental de la biologia es el estudio de
los procesos que regulan la interaccion entre las bacterias y los eucariontes, ya que
las bacterias pueden comunicarse a través de sefiales moleculares, en un proceso
conocido como quorum-sensing (QS). Las bacterias, tanto patdgenas como
simbiontes de las plantas, requieren del QS para comunicarse satisfactoriamente con
sus huéspedes. Las plantas por otra parte han desarrollado multiples mecanismos
para percibir estas sefiales quimicas. Las bacterias que habitan la rizosfera pueden
influir sobre el crecimiento vegetal mediante la produccion de fitohormonas, tales
como el acido indol-3-acético (AIA, ver figura 1), auxinas naturales u otros

metabolitos secundarios.
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Figura 1: AlA principal auxina natural



La aplicacion de estos metabolitos estimula la formacion de raices laterales y
pelos radiculares, los cuales participan en la captacion de agua y nutrientes y esto

permite un incremento en la produccion de biomasa.
2.3 Dicetopiperazinas promotores del crecimiento vegetal

La comunicacion planta-bacteria puede ocurrir por medio de diferentes
compuestos, algunos de los cuales mimetizan la actividad de fitohormonas
enddgenas. Los ciclodipéptidos y sus derivados las dicetopiperazinas constituyen
una clase novedosa de moléculas pequefas sintetizadas por microorganismos a las
cuales se les ha encontrado diversas funciones bioldgicas tal como ser promotoras

del crecimiento vegetal, antibacterial o antifungica.

Aunque las dicetopiperazinas son moléculas bioactivas notables, existe poca
informacion concerniente a su biosintesis en bacterias y su papel en la
comunicacion con las plantas, este estudio dio como resultado el analisis de 3
dicetopiperazinas como promotores de crecimiento vegetal.** Las dicetopiperazinas
tienen una funcion en la comunicacién entre células llamada quorum-sensing, que
es la forma en la cual las bacterias establecen una via de comunicacién de célula a
célula en la ecologia y este proceso esta regulado por diferentes compuestos. Se ha
visto que estos compuestos intervienen en el quorum-sensing que modula la
sefializacion de las auxinas promoviendo el crecimiento vegetal ™

Estos ciclodipéptidos consisten en un anillo que contiene dos enlaces peptidicos
y esta estructura ciclica confiere una gran estabilidad y resistencia a la digestion
humana. Esta Ultima propiedad permite que los dipéptidos sean utilizados como
andamios para medicamentos, ademas de poseer una serie de propiedades bioldgicas
interesantes, incluyendo propiedades antivirales, antibidticas y actividad
antitumoral. Muchos organismos tanto marinos como terrestres forman algunos de
estos compuestos y estos han demostrado ser prometedores para varias rutas en la

industria farmacéutica y con multiples funciones.™



2.4 Giberelinas promotores del crecimiento vegetal

Las giberelinas (GAs) constituyen una gran familia de acidos carboxilicos
diterpenoides tetraciclicos, algunos miembros funcionan como hormonas de
crecimiento en plantas superiores. Ademas de ser fitohormonas, las GAs también
estan presentes en algunos hongos y bacterias, se identificaron por primera vez en
1926 en Japon como productos secundarios del hongo patégeno de arroz Fusarium
fujikuroi causante de sintomas de sobrecrecimiento (enfermedad "bakanae™) en
plantulas de arroz. EI compuesto GA3 (figura 2) se aislé por primera vez por
cientificos japoneses, dicho compuesto presentaba capacidad para restaurar el
crecimiento normal de las plantas mutantes enanas, conjuntamente la aparicion de
sustancias tipo-GA3 en plantas superiores llevaron a la sugerencia de que las GAs
son hormonas vegetales naturales que regulan el crecimiento y desarrollo en plantas

superiores.'®
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Acido giberelico GA3

Figura 2. Estructuras de algunas giberelinas



No solo estan presentes en hongos y plantas sino también en bacterias en donde
actuan como metabolitos secundarios que pudieran jugar un papel como factores de
sefializacion hacia la planta huésped. Las fitohormonas incluyendo auxinas,
citoquininas, &cido abscisico, giberelinas y etileno inducen respuestas fisioldgicas
importantes en diferentes estados de desarrollo de la planta. Las giberelinas estan
asociadas con varios procesos de desarrollo de la planta como es germinacion,
elongacion del tallo, floracion y desarrollo de los frutos, como se muestra en la
figura 3.1 También promueve el crecimiento de raices la abundancia de pelos

radiculares y retraso en el envejecimiento celular de las plantas.

control * SRS

Figura 3. Induccion de la germinacion.

Los efectos de las giberelinas endogenas y exdgenas en el rompimiento de la
latencia de semillas han sido reconocidos en diversas especies de plantas; la
aplicacién de giberelinas puede reemplazar la necesidad de un estimulo ambiental
especifico como la temperatura o la luz. Se proponen dos mecanismos de accién de
las giberelinas en el proceso de germinacion, el primeo es su influencia en la
hidrolisis de las reservas de alimento y el segundo mecanismo de accién consiste en

un efecto directo sobre el potencial de crecimiento del embrion.*8
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3- MARCO DE REFERENCIA

Existen muchas bacterias que producen giberelinas como promotores del
crecimiento vegetal. Entre ellas la bacteria del género Bacillus sp. También ha
demostrado tener la capacidad de ser una productora de giberelinas. Concretamente, en
estudios previos se ha demostrado que dos especies de Bacillus como son B. pumilus y
B. licheniformis que tenian fuerte actividad promotora del crecimiento eran productoras
de giberelinas las cuales eran las responsables de esa actividad bioldgica junto con las
auxinas.™ También la especie de B. amyloliquefaciens ha demostrado tener la habilidad
de producir giberelinas con capacidad de ser buenas promotoras del crecimiento vegetal
del arroz. ® Mas recientemente se han aislado giberelinas de la especie B. siamensis
probando que diferentes especies de Bacillus tienen capacidad de secretar giberelinas

promoviendo el crecimiento vegetal en diferentes plantas.?

Nakagawa en 2013 describieron una dicetopiperazina que es el ciclo L-Prolina-L-
Tirosina ya que a este le Ilaman también llamado maculosin. Varios informes también
han descrito a “maculosin” ya sea como un mero metabolito secundario o por tener
varias bioactividades, incluso como una citotoxina de la hierba anual Centaurea
maculosa (Figura 4). Las actividades antimicrobianas de macusolin son débiles. Este

compuesto mostré una débil actividad contra Escherichia coli. %

HO

Figura 4: Maculosin o ciclo (L-Pro-L-Tyr) y Centaurea maculosa

Trabajos recientes en el grupo de trabajo del laboratorio donde se llevd a cabo este

proyecto se logré al aislamiento de las cuatro dicetopiperazinas ciclo-(L-Pro-L-Leu),
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ciclo-(L-Pro-L-Val), ciclo-(L-Pro-L-Phe) y ciclo-(L-Pro-L-Tyr) aisladas de una cepa de

Bacillus thuringiensis (Figura 5).%®

Bacillus thuringiensis

0 0 0 o
N )\HKN | /@NH
m—— HN“),D H, W HO HN._ -+
H H H g "
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L-Pro-i-Leu L-Pro-L-Val L-Pro-L-Phe L-Pro-L-Tyr

Figura 5: Ciclodipéptidos o dicetopiperazinas extraidas de B. thuringiensis

Se han descrito éstos compuestos modulan las vias de sefializacion de las auxinas y
promueven el crecimiento vegetal permitiendo proponer una importante funcion de las
dicetopiperazinas (DCPs) en la comunicacién planta-bacteria, tal y como se muestra en
la figura 6.2

Conitiol En presencia de DCPs

Figura 6: Crecimiento de semillas de Arabidopsis taliana en ausencia y en presencia

de dicetopiperazinas.
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4- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México a pesar de ser considerado uno de los paises con mayor diversidad bioldgica
del mundo, no ha enfocado suficientes esfuerzos a la exploracion de la diversidad
microbiana con el objetivo de identificar cepas productoras de metabolitos
secundarios a los que se les pueda dar una aplicacion biotecnoldgica.

La identificacion e investigacion de metabolitos secundarios con actividades de ser
estimulantes del crecimiento vegetal contribuira al desarrollo de investigaciones
cuya finalidad sea generar productos agricolas para un mejor desarrollo de las
plantas debido a que gran parte de la produccién agricola nacional se ve
comprometida por el ataque de organismos patdgenos (principalmente hongos). El
objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de cepas de Bacillus sp. nativas de
México para producir los compuestos dicetopiperazinas y giberelinas que tienen
actividad promotora de plantas.

Por lo que nos planteamos la siguiente pregunta cientifica:

¢Se podréan identificar cepas de Bacillus sp. con la capacidad para producir
giberelinas y dicetopiperazinas al mismo tiempo y que tengan efecto de ser

promotores del crecimiento vegetal?
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5- JUSTIFICACION

En las ultimas décadas ha surgido una tendencia hacia la produccion limpia, cuyo fin
es reducir el uso de insumos quimicos para la fertilizacion y control de fitopatégenos
que producen pérdidas agrondmicas no solo en cultivos anuales sino también en
cultivos perennes. Estos agroquimicos estan implicados en la alteracion de la
microbiota natural del suelo, de manera que la reducen considerablemente y
perjudican las interacciones benéficas entre el microorganismo y la planta. Por esta
razon las investigaciones se han enfocado en la bldsqueda de microorganismos que
puedan ser usados para restablecer estas interacciones, al punto que sean empleados
como biofertilizantes y/o biocontroladores, que mitiguen el impacto ambiental de los
agroguimicos y reduzcan los costos de produccion.

Las giberelinas y las dicetopiperazinas estan involucradas en la regulacion del
crecimiento y desarrollo en plantas superiores. La utilizacion de microorganismos en
el control bioldgico de plagas y enfermedades de las plantas resulta una alternativa
atractiva pues su aplicacion directa, la de sus derivados o metabolitos secundarios.
Por lo tanto, en este proyecto se pretende obtener por lo menos una cepa de Bacillus
sp. con capacidad de secretar dicetopiperazinas y giberelinas al medio y que tengan

un efecto de promover el crecimiento vegetal.
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6- OBJETIVOS

6.1- Objetivo general

Obtener cepas con capacidad productora de dicetopiperazinas y giberelinas al

mismo tiempo y que promuevan el crecimiento vegetal.

6.2- Objetivos particulares

» Obtener de una coleccion de cepas de Bacillus sp. cepas con capacidad de
producir dicetopiperaznas y giberelinas.

» Extraer de esa cepa las dicetopiperazinas y giberelinas, identificando ambos
compuestos por técnicas espectroscopicas.

» Seleccionar semillas de crecimiento rdpido y optimizar el medio de
crecimiento de las mismas.

» Probar la capacidad de la cepa seleccionada para promover el crecimiento de
las semillas en comparacién con un control.

» Probar la habilidad de las dicetopiperazinas y giberelinas aisladas solas y en

combinacion para promover el crecimiento de las semillas.

15



7- DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio: Observacional, descriptivo, transversal, experimental y prospectivo.
Universo de estudio: Cepas de Bacillus sp. aislados de la tierra de diferentes regiones
de la Republica Mexicana.
NuUmero de muestras: 84 cepas.
Criterios de seleccion de muestra

a. Inclusion: Aquellas cepas que mostraron la presencia de dicetopiperazinas y

giberelinas.
b. Exclusién: Aquellas cepas que no mostraron la presencia de

dicetopiperazinas y giberelinas.
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8- METODOLOGIA

El desarrollo de la metodologia se procedera por medio del siguiente diagrama de

trabajo.
Obtencion de giberelina

Obtencion de dicetopiperazina

crecer la bacteria Bacillus en un
medio ICIl y Czapek para
produccion de giberelinas durante
siete dias

crecer la bacteria Bacillus en un
medio LB durante cuatro dias

\Z

NI

Visualizar a diferentes dias la
presencia de giberelinas por
fluorescencia azul bajo la luz UV

centrifugar el medio para que
quede libre de células

\Z

\Z

Centrifugar el medio para
eliminar las células y bajar el pH a
2 con HCI

Obtener un extracto crudo de la
bacteria Bacillus mediante la
extraccion con acetato de etilo

\Z

\Z

Obtener un extracto crudo de la
bacteria Bacillus mediante el
disolvente acetato de etilo

Purificar por cromatografia en
columna el extracto crudo para
obtener las dicetopiperazinas

\Z

NI

Identificar los compuestos de tipo
giberelina

Identificar los compuestos de tipo
dicetopiperazina

Germinacion de semillas v su evaluacion

) . ( )
4 A Germinar Germinar
las semillas las semillas
Germinar semillas de Analizar en en presencia en presencia
diferentes plantas y ver que medio y ausencia gusencia
ctial germina en menos germinan de la cepa Y de los
tiempo mejor pmdggtora compuestos
urificados
compuestos P
\_ , — P ———

17



8.1. Crecimiento de las cepas de Bacillus sp para produccién de giberelinas y
dicetopiperazinas

Las cepas a utilizar se crecieron primeramente en una placa de medio sélido LB
(Luria Bertani), durante 24 horas, y se reviso que permaneciera sin ninguna

contaminacion por alguna otra bacteria u hongo.

Posteriormente se procedid a crecerlas en medio IClI y medio Czapek para la
produccion de giberelinas. Los aislados obtenidos se inocularon en 5 ml de medio
ICI y se incubaron 30°C por 7 dias en condiciones de oscuridad y agitacion (175
rpm). Una vez que las muestras salieron de incubacion se tomo una alicuota de 0.2
mL del medio de cultivo y se mezclo con 0.2 mL de etanol (96%, v/v), a esta
mezcla se adiciono 2 mL de una mezcla fria de volimenes iguales de Acido
sulfurico y etanol al 96%. La mezcla se incubo a 48°C por 30 minutos. Las muestras
fueron observadas con lampara UV, las muestras positivas presentaron
fluorescencia verde. Se utilizaron como control negativo tubos sin cultivo y como

control positivo el reactivo de acido giberelico (sigma) a diferentes concentraciones.

Para la produccion de dicetopiperazinas las cepas candidatas de tener giberelinas se
crecieron en medio LB por 4 dias a 30 °C y 175 rpm. Pasado el tiempo de
incubacion se procedié a centrifugar, con el fin de separar células del cultivo
liquido, a 6000 rpm durante 15 min separando por decantacion el botén celular del

cultivo ya tratado.

8.2 Extraccion del cultivo sin células con disolventes organicos

Al cultivo ya sin células se procedio a realizar una extraccion con acetato de etilo en
una relacion 1:1 de volumen por 3 veces. Posteriormente la fase organica
recolectada se seco con Na,SQO,, y se concentr0 a presion reducida obteniendo un

extracto crudo.

Del extracto obtenido se observd la presencia de giberelinas a través de luz UV.
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La obtencion y purificacion de las dicetopiperazinas se realiz6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice, utilizando los eluyentes de acetato de
etilo: acetona. A estas fracciones se les evaporo el disolvente y se observaron la
presencia de dicetopiperazinas, compuestos de los cuales ya se tiene experiencia en

obtenerlos en el laboratorio.

8.3 Germinacion de diferentes tipos de semillas en varios medios

Las semillas que fueron usadas en este estudio son: de jitomate (Solanum

lycopersicum), acelga (Beta vulgaris var. cicla), apio (Apium graveolens),

manzanilla (Matricaria chamomilla), pasto (Agrostis tenuis), rdbano (Raphanus
sativus) y chia (Salvia hispanica).

Las semillas se tuvieron que desinfectar. Para ello se procedié de la siguiente

manera:

1- En 20 mL de hipoclorito de sodio (1%) se agrego las semillas y se hicieron
lavados de 2-5 min, dejando reposar 2 minutos.

2- Posteriormente, se colocaron las semillas en 20 mL de etanol al 70% y se
lavaron por 2-5 minutos y dejando reposar 2 minutos.

3- Se quitaron los residuos con lavados con agua destilada estéril de la misma
forma que los lavados anteriores. Este paso ya se realizo en condiciones de
esterilidad.

4- Se secaron Yy se guardaron en condiciones de esterilidad para su posterior
sembrado.

Una vez desinfectadas las semillas se sembraron en medios sélido (placas de trisG

con agar), semisélido de TrisG al 0.75% de agar, semisdlido de TrisG al 0.37% de

agar y en medio liquido de TrisG. Esto sirvid para determinar en donde crecian
mejor y qué semillas serian las mas aptas para realizar las pruebas de crecimiento

con la cepa inductora y productora de giberelinas y dicetopiperazinas.
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9- RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 Obtencion de cepas con capacidad de producir giberelinas

De una coleccion de 284 cepas de Bacillus del laboratorio aisladas de diferentes
Estados de la Republica se escogieron las primeras 84 cepas para probar su
capacidad primeramente de producir giberelinas mediante una identificacion
cualitativa. Para ello se procedié como se describio en la parte experimental. Las
cepas fueron crecidas primero en un medio ICI (adecuado para la produccion de
las giberelinas) y la presencia o ausencia de giberelinas fue identificado
cualitativamente por la emision de fluorescencia bajo la luz UV. Se utiliz6 como
control negativo un tubo sin cultivo y como control positivo el reactivo del
acido giberélico comercial diluyendo 0.100 gramos en 200 microlitros de agua
destilada (Figura 7).

CTRL(-) CTRL(#

Figura 7. Controles positivo y negativo observados bajo la luz UV.

Esta blasqueda de cepas productoras de giberelinas se llevé a cabo durante 16
dias de crecimiento siguiendo una cinética de produccion de acido giberélico
para ver cual era el tiempo Optimo para la produccion de este compuesto. A
continuacion, en la Tabla 1 se observan los resultados del anélisis de las 84
cepas (una (+) denota la produccion de giberelinas y una (-) no produccién de

giberelinas)
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Tabla 1: Andlisis de las 84 cepas probadas para la produccion de giberelinas.

Cepa Dia4 Dia6 Dia8 Dial0 Dial2 Dial4 Dia 16
ELI1 + + + + + + +
ELI 2 + + + + + + +
ELI3 + + + + + + +
ELI 4 + + + + + + +
ELI5 - - - - - - -
ELI6 - - - - - - -
ELI7 + + + + + + +
ELI 8 + + + + + + +
ELI9 + + + + + + +
ELI10 - - - - - - -
ELI11 - - - - - - -
ELI12 - - - - - - -
ELI 13 - - - - - - -
ELI14 - - - + + + ++
ELI15 - - - - - - -
ELI16 - - - - - - -
ELI 17 - + ++ ++ ++ ++ ++
ELI 18 - - - + +
ELI19 - + ++ ++ ++ ++ ++
ELI20 - - - - - - -
ELI21 + + + + + ++ ++
ELI22 + + + ++ ++ ++ ++
ELI23 X X ++ ++ ++ ++ ++
ELI24 + + ++ ++ ++ ++ ++
ELI25 + + + + ++ ++ ++
ELI26 + + + + ++ ++ ++
ELI27 - - - - - - -
ELI28 + + + + ++ ++ ++
ELI29 + + + + ++ ++ ++
ELI30 + + ++ ++ ++ ++ ++
ELI3L - - - - - - -
ELI 32 + + + + ++ ++ ++
ELI33 + + ++ ++ ++ ++ ++
ELI34 + + + + ++ ++ ++
ELI35 + + + + ++ ++ ++
ELI 36 + + + - ++ ++ ++
ELI37 - - - - + + ++
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ELI83 - - - - - - -
ELI84 - - : - - - -

De los resultados obtenidos se puede observar que en los primeros seis dias
las cepas casi no tienen produccion de giberelinas y es a partir del décimo dia que se
ve aumentada esta produccion, aunque un 33 % de las cepas no presentaron ningun
indicio de produccion de giberelinas. De las cepas que se vieron con una mayor
produccion se seleccionaron dos cepas al azar, EL124 y ELI30, para continuar con

los experimentos, como se observa en la siguiente tabla 2.

Tabla 2: Cinética de produccidn de giberelinas durante 14 dias.

Cepa DIA 4 DIA6 DIAS DIA 10 DIA 12 DIA 14
ELI 24 + + ++ ++ ++ ++

ELI 30 + ++ ++ ++ ++ ++
CTRL (+) +++ +++ +++ +++ +++ +++
CTRL(-) ---

Se puede observar que ambas cepas a los ocho dias tienen su maxima
produccidn con una ventaja para la cepa ELI30 la cual tiene su maxima produccion
al sexto dia. La cantidad de fluorescencia no era tanta como la del control lo cual
hacia dificil observar el fenémeno bajo la luz UV, como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Muestras de las cepas ELI 24 y ELI30 bajo la luz UV.
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Tal y como se describié en la metodologia tambien se utilizd el medio
Czapek para ver la produccion de giberelinas durante 8 dias ya que después no se
observaba mayor cambio y solo se utilizaron las dos cepas seleccionadas para ello,

como se muestra en la figura 9.

5 dias 7 dias
cepa ELI24
5 dias 7 dias 8 dias
cepa ELIS0

Figura 9: Produccidn de giberelinas en las cepas ELI 24 y EL130

Para evaluar si ambas cepas poseen compuestos de tipo dicetopiperazinas se

debe de realizar su extraccion que se describe en la siguiente seccion.

9.2 Extraccion de giberelinas y dicetopiperazinas

9.2.1 Extraccion de giberelinas

Se tenian por lo tanto dos cepas, ELI124 y ELI30 como productoras de giberelinas,

como se muestra en la figura 10.
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ELI 24 ELI 30

Figura 10. Cepas productoras de giberelinas

Para extraer la giberelina se realizé el crecimiento de las cepas en medio Czapek
obteniendo un extracto crudo que tenia fluorescencia y que se tenia que someter a
una extraccién. Como se tenia la giberelina comercial se obtuvo un espectro de la
misma para tener una referencia de comparacion. El espectro se obtuvo en metanol

deuterado y es el que se muestra en la figura 11.
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gura 11: Espectro de RMN *H a 500 MHz en CDCl; de la giberelina
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Sin embargo, a pesar de haber sometido el extracto crudo a diferentes métodos
cromatograficos, que incluyen columna en gel de silice y placas en capa fina, nunca
se pudieron obtener las giberelinas separadas, lo cual se confirmaba por los
espectros RMN comparandolos con el espectro de la giberelina comercial. Una
explicacion es que probablemente debido a su alta polaridad pudo haberse quedado
retenida en la columna y se necesitaria mas tiempo para poder dedicarse a su
separacion. Por lo tanto, la presencia de las giberelinas en las cepas ELI24 y ELI30
fue detectada solamente de manera cualitativa por la fluorescencia emitida bajo la
luz UV.

9.2.2 Extraccidn deicetopiperazinas

Lo siguiente era demostrar la presencia de dicetopiperazinas para lo cual el
cultivo de la cepa ELI30 se crecié en medio LB durante cuatro dias, se procedio a
realizar una extraccion con disolvente como es el acetato de etilo, como se describio
en la metodologia (ver en la pag. 17). Una vez obtenido el extracto crudo, éste se
sometid a una cromatografia en gel de silice, eluyéndola con diferentes disolventes.
Se logro obtener una fraccion eluida con acetato de etilo:acetona, de aspecto liquido
viscoso cuyo analisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) *H confirmé la
presencia de tres dicetopiperazinas que se encontraban juntas en la misma fraccion:
ciclo (L-Prolina-L-Valina), ciclo (L-Prolina-L-Leucina) y ciclo (L-prolina-L-
fenilalanina), como se muestra en la Figura 12. Tiene sefiales caracteristicas en
aproximadamente 7 ppm para los grupos fenilos de la fenilalanina, grupos
isopropilo en 1 ppm para la valina y la leucina y las sefiales en 4 y 3.5 ppm para el
ciclo de la prolina.

El experimento de la extraccion de las dicetopiperazinas se repitié con la cepa
ELI24 la cual también generd una fraccién cuyo anélisis por RMN *H de mostré
que tenia la presencia de otras tres dicetopiperazinas. Sin embargo, su analisis
mostrd una diferencia respecto a la cepa anterior, ya que ésta no tenia ciclo (L-Pro-
L-Leu) pero si ciclo(L-Pro-L-Tyr), por la presencia de dos dobles hacia 7 ppm de

los fenilos sustituidos en para, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 12: Espectro de RMN *H a 500 MHz en CDCl; de la Fraccion de las DCP’s ELI 30
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Figura 13: Espectro de RMN *H a 500 MHz en CDCl; de la Fraccién de las DCP’s ELI 24
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9.3 Seleccidn de semillas con 6ptimas condiciones de crecimiento

Para evaluar la capacidad de las dos cepas seleccionadas de promover el

crecimiento en plantas, primero habia que decidir qué planta era la que crecia mas

rapido y en qué medio para realizar los experimentos siguientes. Primeramente se

utilizaron las semillas de Jitomate, Apio, Manzanilla y Pasto en los medios TrisG

liquido y TrisGM (medio TrisG con 0.75% de agar) en tubos de vidrio (Figura 14).

Para ello las semillas eran tratadas con soluciones de hipoclorito de sodio a baja

concentracion para su esterilizacién como se menciona en la parte experimental y se

guardaban para ensayos posteriores. La germinacién de semillas se sigui6 durante 7

dias, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3: Germinacion de semillas en tubos con medio TrisG y TrisGM

Medio de | Jitomate Apio Manzanilla Pasto
cultivo
Dias de inoculacion
Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia |Dia | Dia | Dia | Dia
2 5 7 2 5 7 2 5 7 2 5 7
Tris G - - + - - - - ¥ +* +* 1+ + +++ *
Tris GM - - - - - - B G +* |- - +

(+) = crecimiento; (-) = no crecimiento y (*) = contaminacion

Se pudo observar que el pasto era la semilla que méas rapidamente germinaba de

las probadas inicialmente, sin embargo en los tubos de vidrio la contaminacion en el

medio TrisG siempre aparecia a pesar de mantener los tubos en ambiente estéril.

28




1]

Figura 14: Crecimiento de semillas en tubos

Se intent6 la germinacion en placa con agar TrisG semisélido (0.75% de agar)
con semillas de pasto y Jitomate, sin embargo, no hubo tanto crecimiento de las

semillas, como se muestra en la Figura 15.

Figura 15: Germinacién de semillas en medio TrisG semisolido (0.75% de agar)

Debido a los problemas mencionados anteriormente se pensé en germinar las
semillas en algoddn estéril, humedecido con agua estéril, para luego realizar una
micropropagacion en tierra. Se realizd el experimento por diez dias y con las
semillas de rabano, perejil, chia, apio, espinaca, pasto, cilantro, jitomate y
manzanilla, como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4: Germinacion de semillas en algodén
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semilla Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia9 Dial0
1 2 3 4 5 6 7 8

- + I D = T = o S = T S T S S A
- + + T = T = S o e =
- 5 z : - - + + + + ++
- - - - - - + + ++ 4+ ++
- - - + + ++ o+ A+
- - - - + + + ++ 4+
- - - + N T s T

[ il

(+) = Germinacion, (-) = No germinacion, y (*) = contaminacion

Tal y como se muestra en la Tabla 4 las semillas de rabano (Figura 16) fueron
las que crecieron mas y sin problema por lo que se decidid trabajar con estas

semillas.

Figura 16: Germinacién de las semillas de rabano en algodén
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Lo siguiente era estandarizar la micropropagacion con las semillas de rabano.
Para ello lo primero que se hizo fue esterilizar la tierra tres veces a 15 libras por 15
minutos. Para asegurar la completa esterilizacion de la tierra se realiz6 un recuento
en placa de los microorganismos de la tierra teniendo un recuento de cero. A
continuacion en condiciones de esterilidad se colocd una porcidon de tierra estéril en
pocillos previamente esterilizados y se pone la semilla ya germinada. Se agregaron
300 ml de agua estéril a cada pocillo con tierra una vez inoculada la plantula. Se
mantiene por un periodo de dos dias la micropropagacion asegurando que la planta

ya se haya adaptado a la tierra (Figura 17).

Control de tierra estéril Micropropagacion de las plantulas

Figura 17: Control de la esterilidad de la tierra y micropropagacion de las plantulas.

9.4 Evaluacién de las cepas seleccionadas, las dicetopiperazinas y giberelina

solas y en combinacion para promover el crecimiento de las semillas.

Una vez que se encontraron las condiciones Optimas para germinar y crecer las
semillas mas apropiadas, se procedid a realizar el experimento con la tierra
inoculada con las dos cepas seleccionadas, utilizando como control tierra sin
inocular. No se observé un efecto notorio entre el control y la aplicacion de las

cepas, por ello se procedié a evaluar el efecto de los compuestos.
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Se procedio a probar el efecto en el crecimiento de las semillas de la
giberelina comercial, debido a que no se lograron obtener las giberelinas extraidas
de las cepas, y de las dicetopiperazinas solas y en combinacion con las giberelinas,
como se muestra en la Figura 18. Las dicetopiperazinas fueron extraidas de ambas
cepas Yy se juntaron ya que practicamente eran las mismas y por lo tanto se evaluo el
efecto de las 4 DCPs obtenidas. Fueron diluidas en 1 mL de agua estéril y se
aplicaron 200 ul de dicha solucion. De la giberelina comercial se pes6 0.1 g y se
resuspendio en 200 ul de agua estéril para tener una concentracion de 0.5 mg/ul que
fue la concentracion aplicada. Cuando se aplico la mezcla de DCPs y giberelinas se

pusieron 100 ul de cada una.

Figura 18: Tierra inoculada con las cepas y con los compuestos

Las plantulas se dejaron crecer veinte dias al cabo de los cuales se les media la

raiz, el tallo y se veia la floracion como se puede observar en la figura 19.
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Figura 19: Medicion de las plantulas

Los datos que se obtuvieron en cuanto a floracidn, aumento de la raiz y el tallo

son los que se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto de los compuestos giberelina y dicetopiperazinas en las funciones

de la planta

Funcion fisiolégica Control (agua estéril) GA DCP’s Mezcla GA's y DCP’s

Floracion — o+ g
Aumento de raiz + ++ ++
tallo + . -+ ++

--- = no se noto efecto

De los datos presentados en la tabla 5 se puede observar que la giberelina
comercial tuvo un efecto en el aumento de la raiz, mientras que las
dicetopiperazinas tuvieron un aumento en la floracion de la plantula. Pero el efecto
mas notorio fue el de la mezcla de ambos compuestos ya que se notd un aumento en
cada funcidn fisioldgica. Esto se muestra de manera clara en la figura 20 donde se
aprecia un claro efecto de ambos compuestos juntos, lo cual demuestra un
sinergismo de los dos compuestos. Estos experimentos se realizaron por triplicado,

coincidiendo los resultados en todas las réplicas.

33



e

Control +Giberelina(GA) +DCP + GA+DCP

Figura 20. Efecto de los compuestos en las funciones fisioldgicas de las plantulas
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10- CONCLUSIONES
» Se lograron obtener dos cepas ELI24 y ELI30 con capacidad de producir
giberelinas y dicetopiperazinas.

» Se pudo comprobar de manera cualitativa por la fluorescencia bajo la luz
UV la presencia de giberelinas; sin embargo, no se pudieron purificar y

extraer, probablemente por la alta polaridad de dichos compuestos.

» Las dicetopiperazinas se lograron extraer e identificar por métodos
espectroscopicos, pudiendo constatar que las cepas ELI24 y ELI30 variaban
en el tipo de dicetopiperazinas producidas.

» De todas las semillas utilizadas la del rabano resulto ser la méas apropiada

para los experimentos de semillas por la rapidez y facilidad de crecimiento.

» Se lograron establecer las condiciones Optimas para la germinaciéon y
crecimiento de semillas, controlando la contaminacién, siendo primero

germinadas en algoddn y posteriormente propagadas en tierra estéril.

» Se logré ver que tanto la giberelina comercial como las dicetopiperazinas
aisladas tenian un efecto benéfico en el crecimiento de las plantulas. Sin
embargo, el mayor efecto fue el de la mezcla de ambos compuestos
apoyando la hip6tesis de un sinergismo entre ambos compuestos.

35



11-

1.

10.

11.

12.

BIBLIOGRAFIA

Saharan BS., Nehra V. (2001). Plant growth promoting rhizobacteria: A critical
review. Life Sciences and Medicine Research. Volume 2011: LSMR-21.

Timmusk S, Paalme V, Pavlicek T, et al. (2011) “Bacterial distribution in the
rhizosphere of wild barley under contrasting microclimates,” PLoS One, 6, e17968.
Badri DV, Weir TL, van der Lelie D, Vivanco JM. (2009). Rhizosphere chemical
dialogues: plant-microbe interactions. Current Opinion in Biotechnology, 20: 642—
650.

Stein T. 2005 Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific
functions. Mol. Microbiol. 56, 845-857

Demain AL, Fang A. 2000 The natural functions of secondary metabolites. Adv.
Biochem. Eng. Biotechnol., 69, 1-39

Sansinenea E, Ortiz A. 2011.Secondary metabolites of soil Bacillus spp. Biotechnol.
Lett., 33, 1523-1538.

Layton, C., Maldonado, E., Monroy, L., Constanza, L. y Sanchez, C. 2011.Bacillus
spp.; perspectiva de su efecto biocontrolador mediante antibiosis en cultivos
afectados por fitopatdgenos. NOVA-Publicacion cientifica en ciencias biomédicas, 9,
177-187.

Bérdy, J. Bioactive Microbial Metabolites. 2005.The journal of antibiotics, 58, 1-26.
Monroy, M., Castro, T., Fernandez, F. y Mayorga, L. 2009 Bacteriocinas producidas
por bacterias probi6ticas. ContactoS, 73, 63-72.

Bais, H., Fall, R., y Vivanco, J. Biocontrol of Bacillus subtilis against infection of
arabidopsis roots by Pseudomonas syringae is facilitated by biofilm formation and
surfactin production. Plant Physiology, 2004, 134, 307-3109.

Romero, D., Vicente, A. y Rakoptoaly, R. The iturin and fengycin families of
polipeptides are key factors in antagonis of Bacillus subtilis toward Podosphaera
fusca. The America Phytopatology Society, 2007, 20, 431-440.

Reva, O. N.; Smirnov, V.V.; Petterson, B.; Priest, F.G. Int. J. Syst. Evol. Micr.,
2002, 52, 101-107.

36



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Lee, Y-J.; Lee, S-J.; Kim, S. H.; Lee, S. J.; Kim, B-C.; Lee, H-S.; Jeong, H.; Lee, D-
W. J. Bacteriol. 2012, 194, 5705-5706.

Ortiz-Castro R, Diaz-Pérez C, Martinez-Trujillo M, del Rio RE, Campos-Garcia J,
Ldpez-Bucio J. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2011, 108: 7253-7258.

Arachchilage, A. P. W.; Wang, F.; Feyer, V.; Plekan, O.; Prince, K. C. J. Chem.
Phys. 2012, 135, 1243301-1.

Tudzynski, B. (2005). Gibberellin biosynthesis in fungi: genes, enzymes, evolution,
and impact on biotechnology. Applied Microbiology and Biotechnology, 66(6),
597-611.

Gomi K, Matsuoka M. Gibberellin signalling pathway. Curr Opin Plant Biol 6: 489-
493, 2003.

Debeaujon, 1. Koornneef, M. (2000). Gibberellin requirement for Arabidopsis seed
germination is determined both by testa characteristics and embryonic abscisic acid.
Plant Physiol. 122: 415-424.

Gutiérrez-Mafiero, F.J., Ramos-Solano, B., Probanza, A., Mehouachi, J.R., Tadeo,
F., Talon, M. (2001). The plant-growth-promoting rhizobacteria Bacillus pumilus
and Bacillus licheniformis produce high amounts of physiologically active
gibberellins. Physiol. Plant. 111, 206-211.

Shahzad R, Wagas M, Latif Khan A, Asaf S, Aagil Khan M, Kang S-M, Yun B-W,
Lee I-J. (2016). Seed-borne endophytic Bacillus amyloliquefaciens RWL-1
produces gibberellins and regulates endogenous phytohormones of Oryza sativa.
Plant Physiology and Biochemistry 106, 236-243.

Ambawadel M.S., Pathade G. R. (2015). Production of Gibberellic Acid by
Bacillus siamensis BE 76 Isolated from Banana Plant (musa spp). International

Journal of Science and Research.4: 394-398.

Nakagawa, K.; Takada, K.; Imamura, N. (2013) Probable novel MEP pathway
inhibitor and its binding protein, IspG. Biosci. Biotechnol. Biochem, 77, 1449-1454.
Sansinenea, E.; Salazar, F.; Jiménez, J.; Mendoza, A.; Ortiz, A. (2016)

Diketopiperazines derivatives isolated from Bacillus thuringiensis and Bacillus

37



endophyticus, establishment of their configuration by X-ray and their synthesis.
Tetrahedron Lett. 57, 2604-2607.

24. Ortiz-Castro, R.; Diaz-Pérez, C.; Martinez-Trujillo, M.; del Rio, R. E.; Campos-
Garcia, J.; Lopez-Bucio, J. (2011) Transkingdom signaling based on bacterial
cyclodipeptides with auxin activity in plants. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 108,
7253-7258.

38



