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Resumen

Aislamiento, caracterizacion e identificacion de bacterias asociadas a Opuntia spp.
y su efecto en la germinacion y crecimiento de Arabidopsis thaliana L.

Las interacciones microorganismo-planta son muy importantes para las plantas ya
gue algunas bacterias conocidas como promotoras del crecimiento vegetal (PGPB,
por sus siglas en inglés) tienen la capacidad de promover su crecimiento a través
de la fijacion de N, la solubilizacion de fésforo, la produccion de fitohormonas,
compuestos organicos volatiles (COVs), por sideréforos, entre otros mecanismos,
que pueden ocurrir tanto en la enddsfera como en la rizosfera de la planta. Se ha
encontrado que las PGPB son muy importantes para el establecimiento de
algunas cactaceas en zonas aridas y semiaridas de México, sin embargo, aun son
escasos este tipo de estudios para especies de esta familia, en especifico para
Opuntia. Por lo tanto, se plantearon dos objetivos: 1) aplicar acido giberélico (GA3)
y acido indolacético (AlA) a las semillas de Opuntia streptacantha, O. leucotricha y
O. robusta para probar si era posible romper su latencia fisioldgica, ademas, se
experimento con semillas desinfectadas y no desinfectadas superficialmente para
comprobar el efecto de la microbiota de la testa en su germinacion; 2) aislar y
caracterizar PGPB de la enddsfera de semillas y rizésfera de las tres especies de
Opuntia con capacidad para producir AlA, COVs y sideroforos, y probar su efecto
en la germinacion y el crecimiento de la planta modelo Arabidopsis thaliana L. Las
fitohormonas no promovieron la germinacion de las tres especies de Opuntia, pero
si se observd un efecto negativo de la desinfeccion de las semillas en su
germinacion, lo que sugiere que su microbiota juega un papel muy importante en
la germinacion de las mismas. Se aislaron 108 cepas bacterianas de la rizésfera y
14 cepas de la endosfera de las semillas, de las cuales se identificaron siete cepas
como las mayores productoras de AlA (de entre 23 y 175 ug/ mL de cultivo O.D.
0.4s60nm) pertenecientes a los géneros: Micrococcus, Ensifer (Sinorhizobium),
Variovorax, Endobacter (Gluconacetobacter) y Kocuria, las cuales se inocularon
junto con A. thaliana L. para evaluar su crecimiento. Endobacter
(Gluconacetobacter) promoviéo 80% mas el crecimiento de la longitud total de A.
thaliana comparado con el testigo, posiblemente por el efecto de COVs, y Ensifer
(Sinorhizobium sp.) promovié 30% mas el crecimiento de la longitud total de A.
thaliana, posiblemente por el efecto del AlA, proponiéndose estas dos cepas como
PGPB de A. thaliana y probablemente de Opuntia spp. En conclusion, se aislaron
géneros bacterianos, anteriormente no reportados para cactaceas, con la
capacidad de producir AIA, COVs vy sideroforos, y se comprobd su efecto en la
promocién del crecimiento de A. thaliana L.

Palabras clave: Nopal, PGPB, acido indolacético, siderdforos, germinacion,
promocién de crecimiento vegetal.
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Abstract

Isolation, characterization and identification of bacteria associated with Opuntia
spp. and its effect on the germination and growth of Arabidopsis thaliana L.

The microorganism-plant interactions are very important for plants, some bacteria
known as plant growth promoters (PGPB) have the ability to promote their growth
through the fixation of Ny, the phosphorus solubilization , phytohormones, volatile
organic compounds (VOCs) and siderophores production, among other
mechanisms, which can occur both in the endosphere and in the rhizosphere of the
plant. It has been found that PGPB are very important for the establishment of
some cacti in arid and semiarid zones of Mexico, however, this type of studies is
still scarce for species of this family, specifically for Opuntia. Therefore, two
objectives were proposed: 1) apply gibberellic acid (GA3) and indoleacetic acid
(IAA) to the seeds of Opuntia streptacantha, O. leucotricha and O. robusta to test if
it was possible to break their physiological latency, also, experimented with seeds
disinfected and not disinfected superficially to check the effect of the microbiota of
the seed coat on its germination; 2) isolate and characterize PGPB from the seed
endosphere and rhizosphere of the three Opuntia species with the capacity to
produce IAA, VOCs and siderophores, and test their effect on the germination and
growth of the model plant Arabidopsis thaliana L. Phytohormones did not promote
the germination of the three Opuntia species, but a negative effect of the
disinfection of the seeds was observed in their germination, which suggests that
their microbiota plays a very important role in their germination. We isolated 108
bacterial strains from the rhizosphere and 14 strains of the seed endosphere, of
which seven strains were identified as the major producers of AlA (between 23 and
175 pg/ mL of culture OD 0.4560,m) belonging to the genera: Micrococcus, Ensifer
(Sinorhizobium), Variovorax, Endobacter (Gluconacetobacter) and Kocuria, which
were inoculated in A. thaliana L. to evaluate their growth. Endobacter
(Gluconacetobacter) promoted 80% more total length growth of A. thaliana
compared to the control, possibly due to the effect of VOCs, and Ensifer
(Sinorhizobium sp.) promoted 30% more the growth of the total length of A.
thaliana, possibly due to the effect of AIA. These two strains are proposed as
PGPB of A. thaliana and probably of Opuntia spp. In conclusion, bacterial genera,
previously not reported for cacti, were isolated with the ability to produce AIA,
VOCs and siderophores, and their effect on the growth promotion of A. thaliana L
was tested.

Key words: Nopal, PGPB, indoleacetic acid, siderophores, germination, plant
growth promoting.
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Introduccion

El suelo es el principal soporte de los ecosistemas terrestres y posee una gran
diversidad de microorganismos (bacterias, hongos, algas y protozoos) que
establecen complejas interacciones entre ellos mismos y con las plantas para
poder vivir (Dighton & Krumins, 2014; Vijaya et al.,, 2016). Estas interacciones
interespecificas entre microorganismo-planta se pueden llevar acabo en diversas
partes de la planta, ya sea la filésfera, la endosfera o rizosfera. La filésfera hace
referencia a las partes aéreas de la planta; la enddsfera al tejido interno de la
planta, ya sea de la raiz, tallo, hojas, flores o semillas, donde los microorganismos
gue se encuentran colonizandolos son también conocidos como enddfitos; y la
rizosfera se define como cualquier volumen del suelo que se encuentra en
asociacion y bajo la influencia de las raices de las plantas (Bhattacharyya & Jha,
2012). Se ha demostrado que las bacterias endofitas y de la rizosfera tienen la
capacidad para promover el crecimiento de las plantas a través de mudultiples
mecanismos (Lacava & Azevedo, 2013), por lo que son conocidas como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, por sus siglas en inglés).

La rizésfera se considera una region o un microhdbitat poblado por una gran
cantidad de microorganimos, estimando mas de 4,000 especies microbianas por
cada gramo de suelo (Montesinos, 2003), muchas son capaces de inducir efectos
positivos sobre el crecimiento y la salud de las plantas, por lo que habitualmente a
éstas se le denominan como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en inglés) (Saleem et al., 2007; Hayat et al., 2010; Zhou et
al., 2016). A su vez, las plantas, a través de sus raices, segregan diferentes
compuestos organicos como azucares, acidos organicos, aminoacidos y vitaminas
gue las poblaciones microbianas utilizan como recurso para vivir (Vijaya et al.,
2016).

El efecto promotor del crecimiento de las PGPR sobre las plantas esta basado
principalmente por la liberacion de diversos metabolitos que estimulan directa o
indirectamente el crecimiento y la salud de las plantas (Hayat et al., 2010; Pii et al.,
2015). Dentro de la estimulacion directa destaca la fijacion de nitrégeno
atmosférico (Sahin et al., 2004; Chauhan et al., 2015; Majeed et al., 2015), la
solubilizacion de fdsforo inorganico, mineralizacion de fésforo organico y la
adquisicion de otros nutrientes (Puente et al., 2004; Pii et al., 2015), la produccion
de reguladores del crecimiento vegetal (fitohormonas) como acido indolacético
(AIA), citocininas y giberelinas (Lopez et al., 2011; Sokolova et al., 2011), y por la
produccion de compuestos organicos volatiles (COVs) (Ryu et al., 2003). En el




caso de los mecanismos indirectos estos pueden ser mediante la produccion de
moléculas de bajo peso molecular llamadas sideroforos, mediante la disposicidon
del hierro de forma asimilable para la planta (Saha et al., 2015), o a través del
antagonismo o0 inhibicion de microorganismos fitopatégenos, aunado a la
produccion de antibidticos y enzimas que degradan sus paredes celulares,
proporcionandole cierta inmunidad o resistencia sistémica inducida a la planta
(Naveen, 2013; Glick, 2015; Vijaya et al., 2016). Ademas, los microorganismos le
dan a la planta cierta resistencia a varios tipos de estrés abidtico como son el
hidrico o salino (Yang, et al., 2008; Marasco et al., 2012; Mendes et al., 2013;
Goswami et al., 2016; Rubin et al., 2017). Por ejemplo, el incremento y la
disponibilidad de elementos minerales esenciales como el nitrogeno, fésforo y
hierro por la PGPB se puede ver reflejado en un incremento en la fotosintesis de la
planta y por lo tanto en su crecimiento (Nadeem et al., 2009). La produccion del
AIA modifica la arquitectura de las raices incrementando su densidad y longitud,
asi como la cantidad de pelos radiculares, lo que incrementa la capacidad de la
planta para absorber agua y nutrientes, facilitando su supervivencia y crecimiento
(Marulanda et al., 2009; Vacheron et al., 2013).

Por otro lado, las bacterias endofitas por lo general colonizan los espacios
intercelulares de todos los érganos de las plantas (Ryan et al., 2008), siendo los
lugares mas comunes de entrada a la planta las grietas y heridas que se forman
en las raices como resultado de su crecimiento (Sgrensen & Sessitsch, 2015), los
estomas (Roos & Hattingh, 1983), y las lenticelas presentes en raices y tallos
(Scott et al., 1996). Las bacterias enddfitas también pueden promover el
crecimiento de las plantas y darle proteccion contra fitopatdgenos (Ali et al., 2012).
La capacidad de los enddfitos bacterianos para promover el crecimiento
basicamente seria por los mismos mecanismos directos o indirectos que realizan
las PGPR (Santoyo et al., 2016). Ademas, se les han atribuido otros efectos
benéficos como el ajuste osmdético y la regulacién estoméatica permitiéndole a la
planta hacer un uso mas eficiente del agua (Compant et al., 2010). Los endéfitos
bacterianos pueden tener una ventaja sobre las bacterias que habitan la rizésfera,
ya que el vivir dentro de los tejidos de la planta representan una oportunidad para
estar siempre en contacto con sus células y, por lo tanto, ejercer mas facilmente
un efecto benéfico directo (Santoyo et al., 2016), interactuando de manera mas
eficiente con la planta (Ali et al., 2014). Otra ventaja de los enddfitos bacterianos
es gue no estan sujetos a las condiciones cambiantes del suelo (temperatura, pH,
contenido de agua, etc.) que pueden influir en la promocion del crecimiento (Glick,
2012). Sin embargo, las bacterias endofitas s6lo se han estudiado e identificado
de ciertas plantas, principalmente de plantas usadas cultivos comerciales, por lo
que la oportunidad de encontrar nuevas bacterias enddfitas benéficas entre la gran




diversidad de plantas de diferentes ecosistemas es considerable (Ryan et al.,
2008).

Por lo anterior, es de gran relevancia estudiar este tipo de interacciones entre
microorganismo-planta para entender y comprender mejor la estabilidad y
productividad de los ecosistemas naturales, ademas de poder aplicar este
conocimiento en diversas estrategias para incrementar la produccién de alimentos
de forma sustentable (Naveen, 2013; Dighton & Krumins, 2014).

En los ultimos afios ha crecido el interés por estudiar estas interacciones
simbidticas entre microorganismos y plantas que viven en las regiones éaridas y
semiaridas. Es bien conocido que estas regiones se caracterizan principalmente
por presentar baja disponibilidad de agua en el suelo para las plantas (Gibson &
Nobel, 1986), fluctuaciones extremas de temperatura durante el dia y la noche,
alta radiacion solar, suelos con bajo contenido de nutrientes, principlamente
nitrogeno y fosforo, o suelos con grandes cantidades de sales (Cline, 2007; Collins
et al., 2008).

En Norteamérica, las principales plantas que habitan estas zonas pertenecen a las
familias Cactaceae, Asparagaceae y a otras familias de plantas xerdfitas
(Granados-Sanchez et al., 2012) que han desarrollado diversos mecanismos
morfologicos, anatomicos y fisiologicos (Nobel, 2002; Marquez-Guzméan et al.,
2013) que les han permitido sobrevivir en estos ambientes inhdspitos (Gibson &
Nobel, 1986; Nobel, 2010). Sin embargo, estudios recientes han indicado que las
interacciones con microorganismos, principalmente con las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, también les pueden ayudar a sobrevivir en estos
ambientes (Puente et al., 2004; Bashan et al., 2007).

La promocién del crecimiento vegetal por los microorganismos en cactaceas se ha
reportado en Opuntia cholla, Pachycereus pringlei, Stenocereus thurberi (Puente
et al.,, 2004), Mammillaria fraileana (L6pez et al., 2011), Mammillaria carnea,
Opuntia pillifera y Stenocereus stellatus (Aguirre-Garrido et al., 2012). También se
ha reportado que algunos microorganismos, principalmente hongos, pueden
incrementar la germinacion de algunas cactaceas que presentan latencia,
principalmente fisiologica, por la produccion de enzimas que degradan la testa
(Delgado-Sanchez et al.,, 2010, 2011, 2013). Por lo que se sugiere que la
asociacion cactus-microorganismos es trascendental para la sobrevivencia y
desarrollo de estas plantas en lugares aridos y semiaridos. Sin embargo, alin son
escasos este tipo de estudios, para especies de la familia Cactaceae (Puente et
al., 2004; Aguirre-Garrido et al., 2012; Delgado-Sanchez et al., 2011, 2013).




Dentro de la familia Cactaceae, el género Opuntia tiene una gran distribucion
geografica en las zonas aridas y semiaridas, y muchas de sus especies crecen en
suelos degradados, mostrando gran capacidad de adaptacion a las condiciones
ambientales (Rzedowski, 2006; Pefia et al., 2008). Poseen gran importancia
ecolégica ya que muchas especies contribuyen a la estabilidad de los suelos
evitando su erosion y proporcionan sitios de anidacion y alimento para una gran
variedad de insectos, aves, roedores y lagomorfos (Soberon et al., 2001), ademas
representan una gran importancia econémica y social para México (Aguilar et al.,
2004; Reyes et al., 2009).

En general, las semillas del género Opuntia tienen bajos porcentajes de
germinaciéon (Mandujano et al., 2007; Orozco-Segovia et al., 2007; Baskin &
Baskin, 2014). El proceso de germinacion de las semillas involucra una activacion
del metabolismo del embrién, que inicia con la absorcion de agua y rehidratacion
de sus tejidos, terminando con el alargamiento del eje embrionario o radicula,
considerandose que la semilla ha germinado cuando su radicula ha atravesado la
cubierta seminal o testa (Bewley & Black, 1994). Este proceso es una etapa crucial
en el ciclo de vida de las plantas donde diversos factores, principalmente
ambientales influyen en él, por ejemplo la disponibilidad de agua, la temperatura,
la luz, la salinidad, el pH, entre otros. Sin embargo, la latencia que presentan
algunas semillas, principalmente de especies desérticas, influye directamente en
este proceso impidiéndole que germine (Baskin & Baskin, 2014). Una semilla que
tiene latencia no tiene la capacidad para germinar en un periodo de tiempo
especifico aln si se encuentra viable y tiene todas las condiciones ambientales
favorables para hacerlo (agua, temperatura, luz, etc.) (Baskin & Baskin, 2004). Por
lo que se requiere de la aplicacion de diversos métodos o tratamientos a las
semillas para que logre germinar, éstos dependiendo del tipo de latencia que
presente, que puede ser fisiologica, morfologica, morfo-fisioldgica, fisica o una
combinacion de las anteriores (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006; Baskin &
Baskin, 2013).

Se ha sugerido que las semillas de Opuntia spp. presentan latencia fisiologica,
(Mandujano et al., 2007; Orozco-Segovia et al., 2007; Baskin & Baskin, 2013) ya
gue el embrién tiene un bajo potencial de crecimiento lo que impide la emergencia
de la radicula, por lo que por lo que necesitan de un periodo de post-maduracion
para poder romper esta latencia (Orozco-Segovia et al.,, 2007; Baskin & Baskin,
2013). También, algunos autores sugieren que presentan latencia fisica (Olvera-
Carrillo, 2003), sin embargo, con la latencia fisica las semillas son impermeables
al agua, y estudios han demostrado que se embeben sin necesidad de
escarificacion (Orozco-Segovia et al., 2007). En este caso, la latencia es del tipo




mecanica, en la cual aunque el embrion esté maduro y germine, la radicula no
tiene la capacidad de romper la testa (Delgado-Sanchez et al., 2011).

En estudios preliminares se han utilizado diversos tratamientos en Opuntia spp.
para incrementar su porcentaje de germinacion, donde el uso del GA3; y la
inoculacion con microorganismos, principalmente hongos, han incrementado
significativamente su germinacion (Cuadro 1):

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para romper la latencia de semillas de Opuntia

Spp.
Germinacion (%)
Especie Tratamiento c I Trata- Autor
ontro miento
0. discata Escarificaciéon con H?SO 4 36% 83% Potter et al.
concentrado durante 30 min a 20° C. (1984).
. Escarificacién mecéanica + imbibicion Sanchez-
O. joconostle en GA3 40 ppm durante 30 min. 1% 80% Venegas
(1997).
Delgado-
O. leucotricha Uso de Trichoderma harzianum. 0% 40% Sanchez et al.
(2010).
Luz + Penicillium chrysogenum, Delgado-
O. leucotricha Phoma medicaginis, Trichoderma <5% 40% Sanchez et al.
koningii, Trichoderma harzianum. (2013).
0. lindheimeri Escarificacion con HZ,.SO4 20 34% Potter et al.
concentrado durante 30 min a 30° C (1984).
Rojas-
O. microdasys Agar 1% + GA, 500 ppm. 5% 35% Aréchiga et al.
(2011).
Rojas-
O. rastrera Agar 1% + GA, 1000 ppm. 5% 40% Aréchiga et al.
(2011).
Rojas-
O. rastrera Agar 1% + GA, 1000 ppm 25% 40% Aréchiga et al.
(2011).
Delgado-
O. robusta Luz + Trichoderma koningii. >5% 70% Sanchez et al.
(2013).
Delgado-
O. streptacantha Uso de Phoma spp. 1% 68% Sanchez et al.
(2010).
Luz + Penicillium chrysogenum, Delgado-
O. streptacantha Phoma medicaginis, Trichoderma >10% <70% Sanchez et al.
koningii, Trichoderma harzianum. (2013).
Reduccién de la testa con un corta Romo-
O. streptacantha ~ 51% 63% Campos et al.
ufias.
(2010).
0. tomentosa Escarificacion con_HZSO s durante 90 20% 60% Olvera-Carrillo

min.

et al. (2003).




Escarificacion con H,SO, durante 90 .
Olvera-Carrillo

L o

O. tomentosa min + imbibicion en GA, 2 mg/ml a 4% 50 % et al. (2003).
24° C.

Opuntia spp. Medio MS 25%+ GA; 25 ppm 33% 85% Oc(g%ig)t al.

Se ha reportado que las giberelinas son capaces de romper la latencia fisioldgica
(Gubler et al., 2008; Seo et al., 2009) mediante la estimulacién de la sintesis de
hidrolasas, especialmente a-amilasas, que se encargan de degradar el almidon
presente en el endospermo para formar azucares simples que el embrion utiliza
para su expansion y crecimiento celular y por ende para la germinacion (Baskin &
Baskin, 2004; Yamaguchi, 2008; Miransari & Smith, 2014). También, la latencia
fisiolégica de algunas plantas depende de la relacion entre los niveles del acido
abscisico (ABA, hormona inhibidora del crecimiento) y del &cido giberélico (GAs,
promotora del crecimiento), donde a una mayor concentracion del GAz disminuyen
las concentraciones del ABA 'y, por lo tanto, se promueve la germinaciéon (Baskin &
Baskin, 2004; Rojas-Aréchiga et al., 2011). Las auxinas, principalmente el AlA, por
si solas no son necesarias para la germinacion, sin embargo, estan presentes en
la punta de la radicula de las semillas después de la germinacion. Este proceso
también es necesario para las etapas relacionadas con el crecimiento del embrién
después de la emergencia (Miransari & Smith, 2014), ademas, su interaccion con
giberelinas puede influir directamente en la germinacién (Fu & Harberd, 2003).
Algunos estudios reportan el incremento de la germinaciéon de Zea mays por la
produccion de AIA de PGPR como Streptomyces sp. (Aldesuquy et al., 1998;
Tokala et al., 2002; El-Tarabily, 2008).

Por otro lado, en las zonas aridas y semiaridas esta muy bien documentado que el
nitrogeno y el fosforo son los principales nutrientes que por lo general se
encuentran deficientes o de forma no disponible para la planta, donde las PGPRs
juegan un papel muy importante en su disposicion (Aguirre-Garrido et al., 2012).
Sin embargo, el hierro (Fe) por lo general también esta limitado y se le ha dado
menor atencidén estudiar su disposicion, a pesar de la importancia que tiene para
los microorgasnimos y para la planta como un micronutriente esencial debido a
que participa en multiples procesos de su metabolismo (Colombo et al., 2014). Por
ejemplo, en las plantas forma parte de los grupos cataliticos de muchas enzimas
redox del tipo hemoproteinas, como en los citocromos que son indispensables
para el transporte de electrones durante la fotosintesis (Azcén-Bieto & Taldn,
2008). Bajo condiciones aerobias y valores de pH superiores a 7 se ha estimado
que la concentracién de Fe es de alrededor de 10™° M, es decir, de entre 10* y
10° M mas bajo que la concentracién que requieren las plantas para su 6ptimo
crecimiento (Saha et al., 2015). Por lo tanto, la deficiencia de Fe es un problema




frecuente para muchas plantas, particularmente en suelos calcareos (Mengel et
al., 2001), suelos caracteristicos de muchas zonas aridas y semiaridas. Dado
que la geoquimica del Fe esté estrictamente relacionada con los procesos fisico-
quimicos y bioldgicos que ocurren en el suelo (Carrillo-Gonzélez et al., 2006), los
factores que influyen en estos procesos podrian afectar significativamente la
presencia relativa de las diferentes formas de Fe y, a su vez, la disponibilidad del
micronutriente para los microorganismos y las plantas. El Fe fundamentalmente
se encuentra en forma de Fe*®formando parte de sales e hidroxidos de muy baja
solubilidad, éstos pueden ser especificamente disueltos por bacterias a través de
su solubilizacion (quelacién), por ejemplo, por accién de Thiobacillium sp. y
Metallogenium sp. ElI medio principal por el cual los microorganismos del suelo
adquieren el Fe se basa en la sintesis y liberacion de sider6foros en respuesta a la
deficiencia del mismo Fe. Estos forman complejos con el hierro que son
transportados a las células microbianas a través de transportadores especificos de
membrana Fe-sideroforos (Neilands, 1981), y que a su vez pueden ser
transportados de la solucion del suelo hasta las raices (Raaijmakers et al. 1995).
Estos complejos presentan una alta estabilidad incluso mayores a los quelatos
sintéticos de Fe utilizados en suelos agricolas con deficiencia de este
micronutriente (Lucena, 2000). También, el secuestro de Fe por parte de las
bacterias puede inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos (Saha et al.,
2015). Por lo tanto, también seria de gran relevancia identificar PGPRs
asociadas a Opuntia spp. que pudieran estar produciendo sideréforos,
permitiéndole a la planta adquirir hierro, pudiendo ser otra estrategia para
sobrevivir en las zonas aridas y semiaridas.

Asi, es de gran relevancia conocer si los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal incrementa la capacidad de Opuntia spp. para establecerse en
las zonas aridas y semiéridas, a través de la promocion de la germinacion de sus
semillas (rompiendo su latencia) y del crecimiento mediante la produccion de
fitohormonas, COVs vy sideroforos. Entender los procesos que mejoran la
capacidad de adaptacion de las cactaceas, principalmente Opuntia spp., puede
ser de gran utilidad para su conservacion y para desarrollar aplicaciones
biotecnoldgicas en su produccion agricola.



https://link.springer.com/article/10.1007/s11368-013-0814-z#CR64

Hipotesis

Opuntia spp. establece interacciones interespecificas positivas con bacterias
enddfitas de semillas y rizosféricas, dicho efecto puede verse reflejado en otras
especies vegetales como Arabidopsis thaliana L., utilizada como planta modelo,
incrementando la germinacion de sus semillas y promoviendo su crecimiento a
través de la produccién de fitohormonas (principalmente acido indolacético),
compuestos organicos volatiles y sideréforos.




Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias promotoras del crecimiento vegetal a partir de la
rizosfera y endosfera de semillas de Opuntia streptacantha, O. leucotricha y O.
robusta con la capacidad para producir acido indolacético (AlA), compuestos
organicos volatiles (COVs) y sideréforos, y probar su efecto en la germinacion vy el
crecimiento de Arabidopsis thaliana L utilizada como planta modelo.

Objetivos especificos:

v' Evaluar el efecto de la aplicacion exdégena de distintas concentraciones de
acido indolacético (AlA) y acido giberélico (GA3z) en la germinacién de
Opuntia streptacantha, O. leucotricha y O. robusta.

v Aislar bacterias promotoras del crecimiento vegetal de semillas y de
rizosfera de Opuntia streptacantha, O. leucotricha y O. robusta, y
caracterizarlas a través de la produccion de AIA, compuestos volétiles y
siderdéforos.

v Identificar taxonémicamente las bacterias con mayor produccién de AlA,
compuestos volatiles y sideréforos mediante la secuenciacion del gen 16S
rRNA.

v' Evaluar el potencial de las bacterias para promover la germinacién y el
crecimiento de Arabidopsis thaliana L. como planta modelo bajo
condiciones de laboratorio.




Materiales y métodos

1. Especie de estudio
Se aislaron bacterias de la rizésfera y enddfitas de semillas de tres especies de
Opuntia que a continuacién se describe su distribucién y usos:

o Opuntia leucotricha DC.: crece en diferentes condiciones ambientales y se
distribuye principalmente en la zona centro de San Luis Potosi y Zacatecas,
pero también en Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Querétaro y
Tamaulipas. Se utiliza tanto como alimento (principalmente la tuna), forraje,
medicina, asi como cerca viva y ornamental (Bravo-Hollis, 1978).

o Opuntia robusta H.L.Wendl. ex Pfeiff.: crece de forma silvestre en el Distrito
Federal y sur de Hidalgo, extendiéndose hasta San Luis Potosi, Zacatecas
y Durango (Bravo-Hollis & Séanchez-Mejorada, 1991). Se utiliza
principalmente como alimento (cladodios y frutas), forraje, medicinal, como
cerca viva (Bravo-Hollis, 1978) y en restauracion de suelos debido a su
hébito semi-rastrero que ayuda a que se acumule el suelo (Guzman et al.,
2003).

o Opuntia streptacantha Lem.: es un nopal silvestre que se distribuye en
Aguascalientes, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y
Zacatecas (Guzman et al., 2003). Se utiliza principalmente como alimento
(cladodios vy frutas), forraje, medicinal, como cerca viva y artesanal (Bravo-
Hollis & Sanchez-Mejorada, 1991).

La tres especies representan en las zonas aridas y semiaridas de México un
recurso de gran valor econdmico, principalmente para las personas de
comunidades rurales (Bravo-Hollis, 1978).

2. Recoleccién de las muestras de la rizosfera de Opuntia spp.

El muestreo se realizé durante la temporada de lluvias en un sitio cercano a la
cabecera municipal de Mexquitic de Carmona, S.L.P. (Coordenadas aproximadas:
22°16°2"" Ny 101°06°42"" W). El sitio pertenece a la zona semiarida del Altiplano
Potosino al sur del Desierto Chihuahuense, y en éste se encuentran poblaciones
silvestres de las tres especies de Opuntia.

Se recolectaron muestras por triplicado de la rizésfera de tres plantas de una
especie de Opuntia con una pala previamente desinfectada con etanol y se
colocaron en tubos falcon de 15 mL, se conservaron en hielo hasta su
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almacenamiento en un refrigerador a 4°C para ser procesadas en el laboratorio en
un tiempo no mayor a 24 h. Lo anterior se realiz0 para cada especie de Opuntia.

3. Aislamiento de bacterias de la rizosfera

En el laboratorio, las tres muestras de cada planta se mezclaron para formar una
sola muestra y se tamizaron para homogeneizarlas y eliminar restos vegetales y
conglomerados del suelo que pudieran interferir o dificultar el aislamiento de las
bacterias. Lo anterior se realiz0 para todas las muestras de las tres plantas de
cada especie.

Se tomo6 1 g de una muestra de la rizosfera y se diluyé en 99 mL de buffer de
fosfatos estéril y se agitd vigorosamente en vortex por 1 min. De esta solucion se
tomé una alicuota de 1 mL y se transfirid a un tubo de ensaye con 9 mL de buffer
de fosfatos estéril (12 dilucion). Lo anterior se realiz6 sucesivamente cinco veces
mas hasta llegar a una dilucién de 10° (diluciones seriadas). Se inocularon tres
cajas Petri que tenian medio Tripteina soya agar (TSA), tres cajas de medio
Rennie y tres cajas de medio Mineral con una alicuota de 1 mL de la ultima
dilucion cada una, se identificaron y se sellaron con parafilm. Lo anterior se realiz6
para las muestras de las tres especies de Opuntia. Las cajas Petri se incubaron en
cuarto oscuro a 28° C durante siete dias y se observo el crecimiento microbiano.
Todas las colonias bacterianas que crecieron en las cajas Petri se aislaron
haciéndolas crecer nuevamente en el mismo medio en una nueva caja Petri,
manteniendo cada colonia bacteriana como cultivo puro.

4. Semillas de Opuntia spp.

Las semillas de las tres especies de Opuntia fueron proporcionadas por el
laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la
Universidad Autonoma de San Luis Potosi. Las semillas de O. streptacantha Lem.
se recolectaron en el afio 2007 y las semillas de O. leucotricha DC. y O. brobusta
H.L.WendIl. ex Pfeiff. se recolectaron en el afio 2008. A 100 semillas de cada
especie se les realiz6 una estimacion rapida de viabilidad mediante la técnica de
tetrazolio al 0.5%.

La técnica de tetrazolio consiste en embeber las semillas en una solucion incolora
de la sal cloruro de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio. En las células vivas de los tejidos de
las semillas se lleva a cabo una reaccion quimica de oxido-reduccion en la que
participan las enzimas deshidrogenasas, los protones de hidrégeno liberados en el
proceso de respiracion reducen a la sal de tetrazolio a formazan. El formazan es
una sustancia estable de color rojizo que permite distinguir las zonas vivas de las
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semillas (de color rojo o rosado) de las zonas muertas (de color blanco), por lo que
el color rojo del embrién de las semillas una vez embebidas es un indicativo de su
viabilidad (ISTA, 2005).

5. Aislamiento de bacterias endoéfitas de las semillas

Las semillas de cada especie de Opuntia se lavaron y se desinfectaron para
realizar el aislamiento de bacterias como se menciona a continuacion (modificado
de Puente et al., 2004):

3 g de semillas se colocaron en un tubo Falcon de 50 mL.
Se lavaron con Tween 20 al 2% durante 10 min.

Se enjuagaron 10 veces con agua destilada.

Se lavaron con etanol al 96% por un minuto.

Se lavaron con hipoclorito de sodio al 5% durante 5 min.
Se enjuagaron 5 veces con agua destilada estéril.

Se enjuagaron 5 veces con tiosulfato de sodio al 2%.

Se enjuagaron 10 veces con agua destilada estéril.

©ONOORrWNE

Para corroborar la esterilidad de las semillas se inocularon cajas de medio TSA
con el agua del ultimo lavado de las semillas y se llevaron a incubar a un cuarto
oscuro a 28° C por siete dias para observar que no hubiera crecimiento
bacteriano.

Una vez desinfectadas, las semillas se trituraron con un mortero estéril y se
colocaron en 30 mL de buffer de fosfatos estéril y se mezclé por pipeteo. Se tomé
una alicuota de 1 mL y se colocé en un tubo de ensayo previamente llenado con 9
mL de buffer de fosfatos. Se inocularon tres cajas Petri que tenian medio TSA, tres
cajas de medio Rennie y tres cajas de medio Mineral con una alicuota de 1 mL de
la diluciobn cada una, se identificaron y se sellaron con parafilm. Las cajas se
incubaron en un cuarto oscuro a 28° C durante siete dias y se observo el
crecimiento microbiano. Las bacterias que crecieron en el medio TSA, Rennie y
Mineral se aislaron haciéndolas crecer nuevamente en el mismo medio,
manteniéndolas como cultivos puros. Cada colonia se describio morfolégicamente.

6. Descripcion morfoldgica de las colonias bacterianas

Se describieron caracteristicas macroscopicas de todas las colonias bacterianas
aisladas para su identificacion preliminar a través de su examen visual y se
descartaron aquellas que fueran muy parecidas o iguales. Se clasificaron de
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acuerdo a las caracteristicas mostradas en el Cuadro 2. Algunas de estas
caracteristicas se ilustran en la Figura 1 (Barragan et al., 2010).

Cuadro 2. Caracteristicas morfolégicas utilizadas para la descripcion de las
colonias bacterianas.

Caracteristica Descripcion
Tamafio Diametro (mm)
Forma Puntiforme

Circular
Irregular
Filamentosa
Elevacién Plana
Elevada
Convexa baja
Abovedada
Umbonada
Papilada convexa
Crateriforme
Borde Entero
Estriado
Ondulado
Dentado
Lobulado
Rizoide
Color Blanco, amarillo, negro, naranja, etc.
Superficie Brillante
Mate
Densidad Opaca
TransllUcida
Transparente
Consistencia Cremosa
Viscosa
Membranosa
Quebradiza
Rugosa
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Forma Sr e @’

Puntiforme Circular Filamentosa Irregular Rizoide Fusiforme

Elevacion S PN ‘ A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

COIVARVERNCMECTERY ¥

Entero Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Figura 1. llustracion de las caracteristicas morfolégicas de colonias bacterianas
utilizadas para su descripcién (Barragan et al., 2010).

7. Seleccion de las cepas bacterianas

A todas las cepas bacterianas con distinta morfologia se les realiz6 una prueba
para identificar la produccion de la auxina AIA. Aquellas que produjeron mayor
concentracion de AlA, y a todas las bacterias enddfitas aisladas de las semillas, se
les realiz6 la técnica para identificar la produccion de sideréforos. A las 7 cepas
bacterianas que produjeron la mayor concentracion de AIA se les realiz6 una
prueba de hemodlisis. Las técnicas empleadas seran descritas a continuacion:

7.1 Cuantificacion de la produccion de acido indolacético (AlA) de las cepas
bacterianas

Para la determinacion de la produccion de AlA por las cepas bacterianas se siguio
el siguiente protocolo basado en la prueba de Salkowski (Salkowski, 1985):

7.1.1 Preparacion del reactivo Salkowski
Se prepararon 100 mL del reactivo Salkowski utilizando:

o 2 mL de FeCl; a una concentracion 0.5 M.
o 49 mL de acido perclorico al 70%.
o 49 mL de agua destilada.
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7.1.2 Preparacion del medio de cultivo YEM adicionado con triptéfano
Se prepar6é medio de cultivo liquido YEM (Yeast extract - Manitol) adicionado con
triptofano utilizando los siguientes reactivos:

o Extracto de levadura.............c.cccceeeennnnn. 0.70¢g
O Manitol (C5H1406) ............................. 7.00 g
o Fosfato dipotasico (Ko;HPO,)............... 0.35¢
o Sulfato de magnesio (MgSQ,).............. 0.14 ¢
o Cloruro de sodio (NaCl)...................... 0.07g
o Triptofano............ooiiin, 1% (0.7 g)
o Aguadestilada.............c.ooeiiii 700 mL

Se esterilizé en autoclave por 15 min a 120°C y 15 Ib de presién.

7.1.3 Incubacién de las bacterias
En tubos falcon de 15 mL se colocaron 5 mL del medio YEM estéril. Con palillos
de mesa estériles se tom6 una muestra de una cepa bacteriana y se introdujo en
un tubo de ensaye, éste se etiquetd de acuerdo a la identificacion de la caja de
Petri y se incubo6 en un cuarto oscuro a 28° C en agitacion durante 6 dias.

7.1.4 Ajuste de la densidad Optica celular de las bacterias
A los seis dias de incubacion se midio la absorbancia (ABS) del cultivo bacteriano
con un espectrofotobmetro a una longitud de onda de 560 nm.

Se tomaron 2 mL del medio donde se hizo crecer la cepa bacteriana y se
colocaron en una celda de cuarzo. Se midi6 su ABS a una longitud de onda de
560 nm y si la ABS fue superior a 0.400 ABS se diluyé con medio YEM hasta
alcanzar un valor igual o aproximado a 0.400 ABS. Una vez alcanzada la ABS
deseada se conservé la alicuota en un tubo eppendorf.

7.1.5 Preparacion de la curva de calibracion de AIA
Se realizaron diluciones de AIA utilizando la hormona comercial (3-indoleacetic
acid 98%, SIGMA-ALDRICH) mezclandola en medio YEM para conseguir
soluciones con concentraciones de 5, 10, 15, 20, 40 y 100 ppm y el blanco (0 ppm)
fue medio YEM sin AIA adicionado.

Para realizar las diluciones se partio de una solucion “stock” a 100 ppm gque se
realizd mezclando 1.5 mg de AIA en 15 mL de acetona (el AIA no es soluble en
agua por eso se disuelve en acetona). A partir de la solucion “stock”, en tubos
falcon de 15 mL se realizaron las siguientes mezclas para obtener las soluciones a
las concentraciones deseadas (Cuadro 3):
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Cuadro 3. Diluciones de AlA para la curva de calibracion.

Concentracion Cantidad de la Cantidad del Concentracion
inicial de la solucion inicial medio YEM (mL) final (ppm)
solucion (ppm) (mL)
100 (stock) 5 5 50
100 (stock) 4 6 40
100 (stock) 1 9 10
50 1 9 5
50 3 7 15
40 5 5 20
Blanco 0 5 0

7.1.6 Incubacion de las reacciones y lectura de absorbancia

Para leer la absorbancia de los cultivos se utiliz6 un espectrofotometro para
microplacas Epoch con capacidad de 300 pL por pozo. Se realizaron tres
repeticiones por cultivo. La preparacion de las muestras se realizé de la siguiente
manera:

1.

De los cultivos ajustados previamente a la densidad 6ptica de 0.400 ABS se
tomaron 1.5 mL y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL, luego se
centrifugaron a 13000 x g (10774 rpm) durante 5 minutos.

En los primeros siete pozos se colocaron 100 pL de las diluciones de AIA
(curva de calibracion) comenzando por el blanco o concentracion cero y
terminando con la concentracion mas alta, en los siguientes pozos se
colocaron 100 pL del sobrenadante de los cultivos centrifugados.

Se agregaron 200 pL del reactivo Salkowski a cada muestra y se mezclaron
muy bien con una pipeta multicanal.

Se dej6 incubar durante 30 min en condiciones de oscuridad (las placas se
cubrieron completamente con dos capas papel aluminio).

Se leyd la absorbancia de la muestras en un espectrofotbmetro para
microplacas Epoch (BioTeK Instruments Inc.) a una longitud de onda de 530
nm.

7.2 Produccion de sideroforos

Para evaluar la produccion de sideroforos por las bacterias se utilizo la técnica del
cromo azurol sulfonato (CAS, Schwyn & Neilands, 1987) que a continuaciéon se
describe:

7.2.1 Preparacion del medio NFb liquido para el crecimiento de las cepas

Las bacterias se hicieron crecer en medio liquido NFb (Nitrogen free broth) que se
encuentra compuesto de los siguientes reactivos:
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Acido MAlICO. .......oeveeeieiieieeee, 3.7¢

o]

o KoHPO4al 10%......ceeieeeieeieieeiiieiiiien, 5mL
o MgSO4 7H,0 al 10%.......cceeevvveiieeeeeeeennn, 2 mL
o NaClal 10%........cccccevveeeeeriieeeiieeeeieeeeenen, 1mL
o CaCl 2H0 al 1%0....ccvvniieiiiiiiieeeeei 2 mL
o Solucion de micronutrientes.................. 2 mL
o Aguadestilada......................l 1000 mL
o Se adiciona con NH4NO3...........cceeneene. 1g/L

Se ajusto el pH a 6.8 con perlas de KOH.

La solucion de micronutrientes utilizada estd compuesta por:

o NasMoO,4 2Ho0....eviiiiiiiiiieeee 0.200 g
o MNSO4HO....oiiiiiiii . 0.235¢
¢} H3803 ....................................... 0.280 g
0 CuSO4 7HO. .o, 0.008 g
0 ZNSO4 THO. ..o 0.024 g
0 HoO. oo 200 mL

El medio liquido NFb se esterilizo en la autoclave por 15 minutos a 120° C y
15 Ib.

Se sembrdé una porcién de una colonia aislada en 3 mL de medio NFb liquido. Se
incubo durante 48 h en agitacion en un cuarto oscuro a 28° C. Se tomd una
alicuota de 2 mL y se ajusté la DO con el mismo medio estéril a una ABS de 0.2 a
560 nm.

7.2.2 Preparacion del colorante CAS 10x (50 mL)
Soluciéon A: se pesaron 0.03025 g del colorante CAS y se disolvieron en 25 mL
de agua destilada pH 7 (la solucion adquiere un color rojizo). Se agregaron 50 pL
de KOH al 10% (p/ v) (se adquiere un color verde azulado) y después 5 mL de
FeCl3*6H,0 1 mM (cambia la solucién a color rojizo). Se agregaron 50 pL de KOH
al 10% (p/ v) y se adquiri6 nuevamente un color azulado.

Solucion B: se pesaron 0.03645 g de CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) y se
disolvieron en 20 mL de agua destilada pH 7. La mezcla se agité durante varios
minutos hasta que no quedaron soélidos sin disolver.

Se agrego lentamente la solucion A a la solucion B (que adquiri6 nuevamente un
color rojizo) y se agit6 nuevamente. Se agregaron 3 mL de KOH 10% (p/v), la
mezcla adquirié un color verde azulado. Se esterilizé en la autoclave por 15 min a
120°Cy 15 Ib.
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7.2.3 Preparacion del medio de cultivo (medio + PIPES)
Se utilizé 120 mL del medio de cultivo NFb liquido y se le agregaron 4.575¢g de
PIPES (&cido piperazin-N, N'-bis (2-etanosulfonico)) (pH 7). ElI PIPES baja el pH
del medio a un valor de aproximadamente 3, a este pH el PIPES no se disuelve
por lo que se llevd nuevamente el pH a 6.8 con KOH para que el PIPES se
disolviera.

La mezcla se llevé a un volumen final de 135 mL con el mismo medio NFb y se
agregaron 2.3 g de agar. La mezcla resultante se esterilizé en la autoclave por 15
min a 120°C vy 15 Ib.

7.2.4 Preparacion del Agar-CAS
Una vez esterilizado el medio + PIPES se dej6 enfriar un poco y se agregaron 15
mL del colorante CAS 10X (estéril), la mezcla se agitd y se vacié en cajas Petri
libres de Fe*.

7.2 5Inoculacion y determinacién de sideroforos
Una caja Petri que contiene agar-CAS se inoculd con 10 pL de la suspension
bacteriana ajustada a una ABS de 0.2. Lo anterior se realizd por triplicado para
cada cepa a ensayar. Una vez inoculadas, las cajas Petri se dejaron en la
campana de flujo laminar hasta que se secara la suspension bacteriana y se
incubaron en un cuarto oscuro a 28°C durante 7 dias.

La produccién de sideréforos se observo por el cambio de color del agar CAS del
verde azulado del medio a naranja, lo que produce la formacion de un halo claro
alrededor de cada una de las colonias.

7.3 Prueba de hemolisis

Esta técnica se utiliza para identificar de forma rapida y sencilla microorganismos
con posible potencial de ser patégenos del hombre. Cuando se inocula agar-
sangre con un microorganismo patdogeno es posible observar la reaccion de
hemolisis, en la que se destruyen los eritrocitos presentes en la sangre del medio
de cultivo mediante la produccién de toxinas. Se han observado tres tipos de
hemodlisis:

o Alfa: es una hemodlisis parcial y la zona de crecimiento aparece rodeada de
un halo color verdoso.

o Beta: es una hemdlisis total y la zona de crecimiento aparece rodeada de
un halo totalmente transparente.

o Gama: no hay una hemdlisis producida por el microorganismo y por lo tanto
no hay halo alrededor de la zona de crecimiento.
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7.3.1 Agar-sangre
Para la preparacion del Agar-Sangre se utiliz6 como base el medio TSA (agar rico
en nutrientes) al cual se le afiadieron 5% de sangre desfibrinada (Nakano et al.,
1988). A continuacion se describe la técnica de preparacion del medio:

7.3.1.1 Preparacion de la sangre desfibrinada:

1. Se obtuvieron asépticamente 20 mL de sangre humana (aunque
preferiblemente puede ser de conejo o carnero) y se vertieron en un matraz
estéril que contenia perlas de vidrio estériles.

2. Se agitdé moderadamente por 10 min para romper la fibrina formada durante
la coagulacién (desfibrinacion).

3. Se mantuvo en refrigeracion hasta el momento de usarla (aproximadamente
10 min).

7.3.1.2 Preparacion del medio TSA
Se prepar6 medio TSA para ser utilizado como base:

o Tripteina........coooiiiii 60
o Peptonadesoya...........cooooiiiiiiiiiiinn 29
o Clorurode sodio........cccoovieviiiiiiiienn 29
O AQar...ooiii 69
O AQUA....iiiii 400 mL

Se esteriliz6 en la autoclave por 15 min a 120°C y 15 Ib.

7.3.1.3 Preparacion del Agar-Sangre:
Al agar TSA, una vez esterilizado y enfriado a 45-50° C, se le afadié 5% de
sangre desfibrinada, se mezclé bien y se vacié en cajas Petri. En este medio se
inocularon las cepas bacterianas que produjeron la mayor concentracion de AlA,
cada una se inocul6 por triplicado.

8. Identificacién de las bacterias mediante el gen 16s

Las bacterias con mayor produccién de AIA y sideroforos fueron identificadas
mediante la amplificacion y secuanciacion del gen 16s rRNA. A continuacion se
describe la metodologia:

8.1 Extraccién de ADN
La extraccion de ADN se realiz6 para las siete cepas bacterianas que produjeron
la mayor concentracidon de AlA y para las 14 bacterias enddfitas.

La extraccioén se realizé con el kit comercial “Quick-DNA Fungal/ Bacterial Miniprep
kit” (Zymo Research) siguiendo su protocolo:
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1. Toda la masa microbiana de la bacteria que creci6 en la caja Petri se coloco
en un tubo ZR BashingBead Lysis Tube y se afadieron 750 pL de Lisis
Solution.

2. Eltubo se centrifug6 a 10,000 x g por 1 min.

3. Se transfirieron 400 pL del sobrenadante a Zymo-Spin IV Spin Filter (de
tapa naranja) que este a su vez estaba en un tubo colector, y se centrifugd
a 7000 rpm (7000 x g) por un minuto.

4. Al filtrado colectado en el tubo se le afladieron 1200 pL de fungal/Bacterial
DNA Binding Buffer y se mezclé perfectamente.

5. 800 pL de la mezcla se transfirieron a Zymo-Spin IIC Column que a su vez
estaba en un tubo colector y se centrifug6 a 10,000 x g por un minuto.

6. El filtrado colectado en el tubo se desechd y se volvié a repetir el paso
anterior, después la Zymo-Spin IIC Column se colocé en un nuevo tubo
colector.

7. Se afadieron 200 pL de DNA Pre-Wash Buffer al Zymo-Spin 1IC Column y
se centrifugd a 10,000 x g por un minuto

8. Se afiadieron 500 pL de Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer al Zymo-Spin
[IC Column y se centrifug6 a 10,000 x g por un minuto.

9. Se transfirid el Zymo-Spin 1IC Column a un tubo limpio de 1.5 mL y se le
afladié 100 uL de DNA Elution Buffer. Se centrifugd a 10,000 x g por 30
segundos para diluir el DNA.

10.EI DNA recolectado en el tubo se etiquetdé y se conservd en el
ultracongelador (-20° C) para experimentos posteriores.

8.2 Amplificacion del gen 16S rRNA
Para la identificacion de las cepas bacterianas se realiz6 la amplificacion del gen
16S rRNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés).

Se dtilizaron los  primers universales 27 F/ 1492 R (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ y 5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’,
respectivamente), que amplifican un fragmento de aproximadamente 1400 pares
de bases (pb). La reaccion se realizé en un volumen de 50 pL por muestra
(Cuadro 4):
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Cuadro 4. Concentracion y volumen de reactivos utilizados para la PCR.

., Concentracién
Concentracion

Reactivo del “stock” final en la Vol (uL)
reaccion
Buffer 10x 1x 5
MgCl, 50 mM 1mM 1
dNTPs 10 mM 0.2 mM 1
Primer 27F 10 mM 0.2 mM 1
Primer 1492R 10 mM 0.2 mM 1
Tag DNA Polimerasa 5 U/ uL 1 U/ L 0.4
DMSO 100% 5% 25
BSA 1 mg/ mL 0.5 mg/ mL 25
H,0 -- 11.1
Muestra ADN -- 2
Total 50

Se incluy6é un control negativo agregando agua destilada estéril en lugar de la
muestra de ADN y un control positivo utilizando una muestra de ADN de
Geobacter sp.

La amplificacion se efectu6 en un termociclador (DNA Bio-Rad C 1000™)
siguiendo las siguientes condiciones de reaccion (Cuadro 5):

Cuadro 5. Pasos de la PCR utlizados en el termociclador

Paso de lareaccion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
30 ciclos Desnaturalizacion 95° C 1 min
conformados por Alineamiento 52°C 2 min
las etapas de: Extension 72° C 3 min
Extension final 72° C 10 min

Para verificar si se logr6 amplificar la region deseada del 16s rRNA en los
productos de PCR, se realiz0 una electroforesis en gel de agarosa al 1%
verificando el tamafio en pb del producto.

El gel se prepar6 utilizando 0.3 g de agarosa disueltos en 30 mL de TAE 1x. La
camara de electroforesis se llen6 hasta su marca de maximo volumen con TAE 1x.
La solucion de carga se preparé mezclando 1 pL de Loading Buffer (6x, azul de
bromofenol) con 5 pL del producto de PCR de una muestra. La mezcla de la
muestra se cargo en uno de los pozos del gel de agarosa, y asi se hizo para el
resto de las muestras, en otro de los pozos se cargd 4 pL del marcador de peso
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molecular y se corrié el gel a 100 V por 40 min. Terminado el proceso, el gel se
dej6 en una solucion de bromuro de etidio (40 pl bromuro de etidio a una
concentracion de 10 mg/ ml diluido en 200 ml de agua desionizada) por 15 min y
se lavé con agua destilada. El gel se revelé en un fotodocumentador (MiniBIS
PRO DNR) y se visualiz6 si habia la presencia de bandas en el gel, confirmando la
amplificacion de las muestras de ADN. Si la PCR fue exitosa el producto de PCR
se purifico.

8.3 Purificacion
Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit “Wizard® Gel and PCR
Clean-Up System Protocol” (Promega) siguiendo su protocolo.

8.4 Secuenciacion

Una vez purificados, a los productos de PCR se les determiné la concentracion de
ADN con un Nanodrop (ND-1000 Thermo Scientific), y se prepararon a una
concentracion de 10 ng/ uL en 20 pL. Se enviaron a secuenciar al Laboratorio
Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del IPICYT,
utilizando la técnica de Sanger. Las secuencias obtenidas se analizaron con el
software BioEdit (Tom Hall, Ibis Biosciences), y se compararon usando BLAST en
la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, por sus
siglas en inglés).

9. Efecto exdgeno de acido indolacético (AlA) y acido giberélico (GA5)
en la germinacién de las tres especies de Opuntia.

Para comprobar si hay un efecto del AIA y del GA; en la promocion de la
germinacion de las tres especies de Opuntia se prepararon soluciones de estas
hormonas a diferentes concentraciones con las que se inocularon semillas.
Ademas, para ver el efecto de la microbiota de la cubierta de la semilla en su
germinacion, se lavaron semillas siguiendo el protocolo descrito en el apartado de
“Aislamiento de bacterias de las semillas”. A continuacion se describe el
procedimiento:

9.1 Preparacion de las soluciones de AIAy GA3
Se prepararon concentraciones de 0, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ppm de cada
fitohormona vegetal, como se muestra en el cuadro 6:
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Cuadro 6. Cantidad (g) de AIA y GA;3 utilizadas para preparar distintas
concentraciones de las hormonas.

Concentracion deseada

de la hormona (ppm) Cantidad de GA; (mg)*  Cantidad de AIA (mg)*

0 0 0
25 3.75 4.03
50 7.49 7.41
100 30.00 31.10
250 37.5 37.73
500 74.99 75.34

1000 149.99 150.04

*Para obtener la concentracion deseada, la cantidad de la hormona se disolvié en 150 mL
de agua destilada.

9.2 Disefio experimental
La preparacion del ensayo se realizd dentro de la campana de flujo laminar. En
una caja Petri (unidad experimental) se coloco un circulo de algoddn previamente
esterilizado en autoclave. Se colocaron 10 semillas lavadas de una especie de
Opuntia y se le pusieron 10 mL de una concentracion de una hormona, se sellé
con parafilm y se puso en una camara de germinacion (Lumistell ICP-19 d-c/ iv) a
25°C con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h oscuridad durante 30 dias. Lo
anterior se realizé para las tres especies de Opuntia, para todas las
concentraciones de ambas fitohormonas y para las semillas lavadas y no lavadas.
Se tuvieron 4 cajas Petri (repeticiones) para cada concentracion de hormona.
Teniendo en total 28 cajas Petri para cada concentracion de la hormona, 128 cajas
para cada especie de Opuntia, 192 cajas para AIA y 192 cajas para GA3, y 192
cajas para el tratamiento de lavado de semillas y 192 para las semillas no lavadas.

9.3 Evaluacién de la germinacion

La germinacion de las semillas se consider6 como la emergencia de la radicula a
través de la testa (Baskin & Baskin, 2014). A partir del inicio de cada experimento
se registraron el porcentaje de germinacién que corresponde a la proporcion de
semillas germinadas durante el tiempo que duré el experimento (40 dias) (Flores
et al., 2005). Se calcul6 en base a la siguiente formula: % de germinacion=
[(ndmero total de semillas germinadas/ numero total de semillas colocadas en la
unidad experimental)* 100].
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10. Evaluacién in vitro del efecto de las bacterias en la promocion de la
germinacion y crecimiento de Arabidopsis thaliana L.

10.1 Preparacion de las cepas bacterias

Las cepas bacterianas que produjeron mayor concentracion de AIA y una cepa de
E. coli (control negativo) se hicieron crecer en medio YEM adicionado con
triptéfano siguiendo el protocolo descrito en el apartado de 5.1.3 Incubacién de las
bacterias. El ajuste de la densidad optica se realizé tomando tres muestras de 1
mL de cada una de cada cepa bacteriana en la campana de flujo laminar y en el
espectrofotometro se midié su ABS. Se ajustd su ABS a una densidad 6ptica
(DOsgo nm) de 0.400 con el medio YEM utilizado. Una vez ajustada a la ABS
deseada se anot6 cuanto medio YEM se utilizé y se calculé un promedio de las
tres muestras para cada cepa. En la campana de flujo laminar se tom6é 1 mL de
cada cepa, se colocaron en un tubo eppendorf de 2 mL y se ajusté su densidad
Optica con la cantidad de medio YEM estéril calculado. Los tubos se conservaron
en hielo hasta la inoculacién de las cajas Petri.

10.2 Semillas de Arabidopsis thaliana L.

Se trabajo con semillas de Arabidopsis thaliana L. ecotipo Col-0 que fueron
proporcionadas por el Dr. Juan Francisco Jiménez Bremont de la Division de
Biologia Molecular del IPICYT. A. thaliana L. se utiliza ampliamente como planta
modelo en investigacion debido a que tiene un tamafio pequefo, estructura
simple, organizacion genética simple y extensa literatura que define muchos
aspectos de su crecimiento en condiciones experimentales (Dubrovsky et al.,
1994; Garcia-Juérez et al., 2010).

Las semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 5% durante 10
min, se enjuagaron con abundante agua destilada estéril y se dejaron secar en la
campana de flujo laminar.

10.3 Preparaciéon del medio Murashige & Skoog (MS)
Se prepar6é medio MS al 0.5x utilizando (Murashige & Skoog, 1962):

o MedioMS..........oiiii s 2.2¢
O SacCaroSa.........ccciiiiiiiiiiii 15¢
O AQAl .. 159
o Aguadestilada...................l 1000 mL

Se esteriliz6 en la autoclave por 15 min a 120°C y 15 Ib.
Se vacio en cajas Petri con divisién y sin divisién para los bioensayos posteriores.

Las cajas con divisidon se utilizaron para probar el efecto de la inoculacién de las
cepas bacterianas en el crecimiento de A. thaliana por COVs, y las cajas sin
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division se utilizaron para probar el efecto de la inoculacion de las cepas
bacterianas en el crecimiento de A. thaliana por compuestos solubles, en este
caso por hormonas (AlA).

10.4 Disefio experimental

10.4.1 Fitohormonas (compuestos solubles)

En un extremo de una caja Petri (unidad experimental) con medio MS (al 0.5x, pH
de 5.7; Murashige & Skoog, 1962) se colocaron 10 semillas de A. thaliana
previamente desinfectadas y en el otro extremo se colocaron por separado 3 gotas
de 20 pL c/u de cultivo de una cepa bacteriana preparado como se indico en la
seccion 10.1. Se dejaron secar las gotas en la campana de flujo laminar y después
se sellaron perfectamente con parafilm. Lo anterior se realizo para todas las cepas
bacterianas (5 cepas mayor productoras de AlA) a evaluar y la cepa de E. coli
(utilizada como control negativo). Las cajas Petri se incubaron en una camara de
germinacion (Lumistell ICP-19 d-c/ iv) a 25°C con un fotoperiodo de 12 h de luz 'y
12 h oscuridad durante 40 dias colocadas de manera vertical. Se tuvieron 5 cajas
Petri (repeticiones) por cepa bacteriana y E. coli (tratamientos) y 5 cajas Petri sin
inocular (testigo).

10.4.2 Compuestos organicos volatiles (COVs)

En una seccion de una caja Petri con divisién (unidad experimental) con medio MS
(al 0.5x, pH de 5.7; Murashige & Skoog, 1962) se colocaron 10 semillas de A.
thaliana previamente desinfectadas y en la otra seccion de la caja se colocaron 3
gotas de 20 pL c/u de una cepa bacteriana. Se dejaron secar las gotas en la
campana de flujo laminar y después se sellaron perfectamente con parafilm. Lo
anterior se realiz6 para todas las cepas bacterianas a evaluar. Las cajas Petri se
incubaron en una camara de germinacion (Lumistell ICP-19 d-c/ iv) a 25°C con un
fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h oscuridad durante 30 dias. Se tuvieron 5 cajas
Petri (repeticiones) por cepa bacteriana (tratamientos) y 5 cajas Petri sin inocular
(testigo).

10.5 Evaluacion de la germinacion
La germinacion de las semillas se evalu6 como se describe en el apartado 7.3
Evaluacion de la germinacion.

10.6 Evaluacion del crecimiento de las plantulas
Para evaluar el crecimiento de las plantulas de A. thaliana, a los 40 dias después
de que se colocaron las semillas a germinar, se tomaron imagenes de alta
resolucion de las cajas Petri que tenian plantulas y con el programa Imagen J
(http://imagej.nih.goV/ij/) se determind el crecimiento del tallo y raiz.
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11. Andlisis estadisticos

El porcentaje de germinacion de las semillas de Opuntia spp. se analiz6 mediante
un analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de tres vias, siendo los
factores: la concentracion de la hormona (siete niveles), el lavado de las semillas
(dos niveles) y la especie de Opuntia (tres niveles). Este analisis se realiz6 por
separado para cada hormona.

El porcentaje de germinacién y el crecimiento de A. thaliana L. se analizo
mediante un ANOVA de dos vias, siendo los factores: la cepa bacteriana (siete
niveles, incluido el testigo y el control negativo) y el tipo de promocién del
crecimiento (dos niveles: compuestos volatiles y compuestos solubles).

Si los ANOVAs fueron significativos se procedié a realizar una prueba de
comparaciones multiples de medias (Tukey, p= 0.05) para determinar los efectos
de los diferentes tratamientos en las variables de respuesta.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa STATISTICA y las graficas
en el programa de Excel del paquete Office.
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Resultados

1. Aislamiento de cepas bacterianas de la rizosfera 'y enddsfera de
Opuntia spp.

Tomando en cuenta la morfologia macroscopica de cada cepa bacteriana aislada,
se aislaron 108 cepas bacterianas de la rizosfera (Cuadro 7) y 14 cepas
bacterianas de la endosfera de las semillas con morfologias coloniales diferentes
(Cuadro 8).

De las 108 cepas aisladas de la rizésfera, 37 cepas se aislaron de O. robusta, 48
cepas de O. leucotricha y 23 cepas de O. streptacantha. Considerando la fuente
de aislamiento o el medio de cultivo, se aislaron 40 cepas en medio TSA, 53 en
medio Rennie y 15 en medio mineral (Cuadro 7). EI mayor nUmero de cepas se
aislo en el medio Rennie en la especie O. leucotricha.

Cuadro 7. Numero de cepas bacterianas aisladas de la rizésfera de las tres
especies de Opuntia.

O. robusta O. leucotricha 0. Total
streptacantha
TSA 12 19 9 40
Medio Rennie 21 22 10 53
Mineral 4 7 4 15
Total 37 48 23 108

De las 14 cepas aisladas de la endosfera de las semillas, 5 cepas se obtuvieron
de O. robusta, 4 cepas de O. leucotricha y 5 cepas de O. streptacantha.
Considerando el medio de cultivo, se aislaron 9 cepas en medio TSA, 3 en medio
Rennie y 2 en medio mineral (Cuadro 8). En el medio TSA se aislo la mayor
cantidad de bacterias, asi como de las especies O. robusta y O. streptacantha.

Cuadro 8. Numero de cepas bacterianas aisladas de las semillas de las tres
especies de Opuntia.

O. robusta O. leucotricha 0. Total
streptacantha
TSA 4 3 2 9
Medio Rennie 1 0 2 3
Mineral 0 1 1 2
Total 5 4 5 14
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En total se aislaron 122 bacterias, aislandose considerablemente mas de la
rizosfera de las plantas que de la endosfera de las semillas.

2. Seleccion de las bacterias

2.1 Cuantificacion de la produccion de acido indolacético (AlA) por las
bacterias

La produccion de la auxina AlA por todas las cepas bacterianas fue detectada y
cuantificada mediante el método de Salkowski. Veinticinco cepas bacterianas
produjeron mas de 5 ppm de AIA, sin embargo, solo siete cepas produjeron
concentraciones por arriba de 20 ppm. La cepa MIN-END-OS-1-3-DE-1-2 y TSA-
END-OL-1-3 produjeron concentraciones mayores a 100 ppm (Cuadro 9). Se
seleccionaron las siete cepas que produjeron concentraciones mayores a 20 ppm
para continuar con los ensayos de produccion de sideroforos y hemalisis.

Cuadro 9. Cuantificacion de la produccion de AIA por las cepas bacterianas
mediante el método de Salkowski.

# ID [AIA] ug/ mL
*1 MIN END OS 1-3 DE 1-2 175.10
*2 TSA END OL 1-3 119.31
*3 R-S13 7-3 79.86
*4 RE END OS 2-2 73.02
*5 RE S13 7-5 MP 28.00
*6  TSA END OL 1-3 DE MIN 1-2 23.75
*7 MIN END OL 1-3 DE 1-1 23.62
8 R-S13 9-1 17.33
9 TSAEND OR 1-2 1 16.88
10 M-L32 1-2 16.69
11 R-S13 8-2 15.23
12 TSA-L32 13-2 12.08
13 TSA-L23 2 30-Sep 11.47
14 TSA-L13 1-1 29-Sep 10.26
15 R-L13 4-2 10.11
16 TSA-L31 9-2 9.23
17 R-R32-3-2 8.63
18 RE L32 9-3 MP 8.56
19 R-L32 11-2 8.04
20 TSA END OR 3-6 7.24
21 TSA-S22 4-2 7.14

22 TSA-L32 11-2 6.39
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

R-S11 3-2
R-R12 1-1 29-Sep
TSA-S22 5-2
R-L23 7-2
TSA-L11 3-2
R-S12 5-2
RE END OR 1-3
R-L32 10-2
R-R13 22-2
RE END OS 1-3
M-S32 1-1 29-Sep
TSA-L11 2-2
TSA-S32 6-2
M-L12 8-2
TSA-S32 7-2
TSA L11 2-3 MP
TSA-L32 14-2
M-R32 3-2
TSA-S33 16-2
M-S21 1-1 29-Sep
R-L32 12-2
TSA L32 13-4
R-R11 1-2
M-L21 1-1 29-Sep
TSA-R33 2-1
R-L13 3 6-Oct
R-L23 12-2
R-R21 5-2
TSA-S11 1-2
TSA-L23 15-1
R-L11 3 6-Oct
TSA-L131
R-R32 1 6-Oct
TSA-R12 9-2
R-L32 2-1 21-Sep
R-L22 2-1 29-Sep
TSA-L12 4-2
R-R21 4-2
R-R32 20-2
TSA-R21 10-2
TSA-R31 4-2
R-L11 2 6 Oct
TSA-R13 1-1

6.23
5.94
5.15
421
4.05
4.01
3.79
3.50
3.28
2.76
2.56
2.47
2.23
2.20
2.17
1.80
1.76
1.58
1.49
1.32
1.13
1.11
0.99
0.87
0.82
0.60
0.54
0.47
0.46
0.46
0.45
0.43
0.42
0.42
0.42
0.42
0.41
0.41
0.41
0.40
0.40
0.33
0.25

29




66
67
68
69
70
71
12
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

TSA-R22 6-2
R-L32 3 6-Oct
R-L32 9-2
R-S11 2-2
TSA END OL 3-3
R-S11 1-2
TSA-R12 2
R-R11 3-1
R-S22 6-1
R-R22 9-2
R-L22 1-1 30-Sep
TSA-L33 6-2
R-R21 7-2
M-L32 9-2
M-L25 2-2
TSA END OL 2-3
TSA END OS 2-4
R-R33 10-2
TSA-R22 7-2
R-L12-3-2
TSA-R11 2-1
TSA-L31 8-2
M-R12 1-2
R-R22 8-2
R-L11 1-2
M-S23 21-2
M-L22 3-2
M-R11 2-2
M-R33 4-1 29-Sep
R-L13 5-2
TSA-S12 2-2
R-R21 6-2
R-L23 3 6-Oct
R-L23 4 6-Oct
M-S13-1-1 29-Sep
TSA-S32 8-2
R-S11 4-2
R-L21 6-2
R-R31 1-1 29-Sep
TSA END OS 1-4
TSA-R11 2 30-Sep
R-R11 2-2
R-L25 8-2

0.18
0.03
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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109 TSA-L22 16-1 0.00

110 TSA-L11 1-7 0.00
111 TSA R23 8-2 0.00
112 TSA-L331-2 0.00
113 R-R31 2 0.00
114 R-L33 13-2 0.00
115 R-L31 2 0.00
116 TSA-L31 10-2 0.00
117 TSA-S23 3-2 0.00
118 R-L31 15-2 0.00
119 TSA END OS 1-3 0.00

* Cepas seleccionadas para las pruebas siguientes.

2.2 Prueba de hemolisis

Se realiz6 la prueba de hemdlisis a las siete cepas bacterianas que produjeron
mayor concentracion de AIA para descartar que fueran microorganismos
patdgenos para el ser humano. Las cepas bacterianas MIN END OL 1-3 de MIN-1-
2y TSA END OL 1-3 de MIN 1-2 realizaron hemdlisis ya que presentaron halos
hemoliticos incoloros alrededor de su crecimiento, indicando que hubo una
degradacion de los glébulos rojos presente en el agar-sangre, por lo que se
determind que realizaron una hemodlisis del tipo Beta (halos incoloros) (Figura 2).
No se observaron halos hemoliticos del tipo Beta alrededor del crecimiento de las
otras cinco cepas bacterianas por lo que se determind que realizaron una
hemolisis del tipo Gamma (inexistencia de halos alrededor del crecimiento
bacteriano) (Figura 2).
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Realizaron HEMOLISIS

Figura 2. Prueba de hemdlisis de las siete cepas bacterianas que presentaron
mayor produccién de AlA. Soélo las cepas MIN END OL 1-3 de MIN 1y TSA END
OL 1-3 de MIN 1 realizaron hemolisis del tipo Beta.

2.3 Produccion de sideroforos

Se realiz6 esta técnica a las cinco cepas bacterianas que produjeron
concentraciones mayores a 20 ppm de AIA y que no realizaron hemdlisis del tipo
Beta. Esta prueba también se le realiz6 a las 14 bacterias aisladas de la endésfera
de las semillas. Del total de las bacterias a las que se les realiz6 la prueba, sélo la
cepa RE-END-OS 1-5 produjo sider6foros, ya que se observd un cambio de
coloraciéon del medio Agar-CAS de azul a amarillo, confirmando de forma
cualitativa la produccion de sideréforos (Figura 3), esta cepa fue identificada como
Burkholderia sp. (Cuadro 10).
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‘i REENDOS15 !

Figura 3. Crecimiento de las cepas bacterianas en el medio agar-CAS. La cepa
RE END OS 1-5 (Burkholderia sp.) dio positivo para la produccion de sideroforos
por el cambio de color del medio de azul a naranja.

3. Identificacién de las cepas bacterianas

Las siete bacterias con mayor produccién de AIA y sideréforos se identificaron
mediante la secuenciacion del gen 16s rRNA mediante un fragmento de
aproximadamente 500 pb. A continuacion se muestra una lista de las cepas
bacterianas y sus referencias del GENBANK mas cercanas en identidad una vez
gue se compararon las secuencias en la base de datos del NCBI (Cuadro 10). La
lista también muestra informacién sobre la produccion de AlA, sideroforos y
hemdlisis.

Cuadro 10. Cepas bacterianas identificadas mediante la secuenciacion del gen
16s rRNA y resultados de las pruebas de caracterizacion.

0 Siderofo- .
producciéon Hemolisis

de AIA ros

Fuente de Medio de No. de accesion % de
Aislamiento crecimiento GenBank identidad

Micrococcus luteus
cepa SSA-1 100
(KY486008.1)
Micrococcus
yunnanensis cepa 100
V8Pb (KY419163.1)
Mineral Micrococcus 23.62 - +
yunnanensis cepa
WJB23 100
(KU877632.1)
Micrococcus
aloeverae cepa PP- 100
06 (KX082870.1)

MIN
END OL Semillas de
1-3 DE O. leucotricha
MIN 1-2

Ensifer sp. Car_E8
(KU510026.1)
RE S13- Rizo6sfera de . S.ino.rhizobium
2 0. Rennie meliloti cepa SH23 100 32.04 - -
streptacantha (KC172024.1)
Ensifer sp. LLGRs3
(KX266938.1)

100

100
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Sinorhizobium fredii
cepa DB6-1 100
(KU862346.1)

Uncultured
bacterium clone 100
RE S13 Rizésfera de T1 1111 67
3 0. Rennie (KP686864.1) 30.36 - -
7-3 -
streptacantha Variovorax
paradoxus cepa NG- 100
T6 (KF844058.1)

Endobacter
medicaginis cepa
M1MS02
(NR_132395.1)
Uncultured clon
bacteria
FL2xal0_18024
(JQ383784.2)
Endobacter
medicaginis cepa
M1MS02
(NR_132395.1)
Gluconacetobacter
diazotrophicus clon
CFN-CF52
(AY230812.1)

100

100
Semillas de
4 RE END 0. Rennie
0Ss 2-2
streptacantha

87.92

100

100

Kocuria rhizophila
cepa SL-08 100
(KX082875.1)
Uncultured clon
bacteria
TSA Semillas de ncd1017c10cl 100
5 ENDOL . TSA (KF083457.1) 119.3 - -
O. leucotricha —— -
1-3 Kocuria rhizophila
cepa IS39 100
(MF125904.1)
Kocuria sp. cepa
KOCH_198.F 100
(KY434635.1)

Micrococcus
aloeverae cepa
ST _BT4S 210

(LT800158.1)

Micrococcus luteus

cepa SSA-1 100

TSA (KY486008.1) 23.75 - +
Micrococcus luteus

cepa SSW15 100
(KU922513.1)

Micrococcus

aloeverae cepa PP- 100
06 (KX082870.1)

100

TSA
END OL Semillas de
1-3 DE O. leucotricha
MIN 1-2

Kocuria rhizophila
MIN Semillas d cepa I1S39 100
END OS emifas de . (MF125904.1)
7 1-3DE 0. Mineral Kocuria rhizophila
streptacantha cepa 149 100

MIN 1-2
(KU922406.1)

175.09

Burkholderia
Semillas de contaminans DNA,
8 ROESElNE O. Rennie scaffold: scaffold03, 100 - +
streptacantha strain: CH-1
(AP018359.1)

No se
ensay6 por
cuestiones
de tiempo.
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4. Efecto exdgeno de acido indolacético (AlA) y acido giberélico (GA3)
en la germinacién de Opuntia spp.

La aplicacion de AIA y GAs en diferentes concentraciones a las semillas de las tres
especies de Opuntia no tuvo efectos significativos en su germinacion, pero si se
observé un efecto del lavado de las semillas para las tres especies (F= 229.76, P<
0.0001, Figura 4; F= 66.27, P< 0.0001, Figura 5). Por lo tanto, no hubo un efecto
de la aplicacion exdgena de estas dos fitohormonas a diferentes concentraciones
en la promocion de la germinacién de las tres especies de Opuntia, sin embargo,

el lavado de las semillas disminuyd la germinacion de las mismas en las tres
especies.

100 4

W O. streptacantha/ No lavadas
W 0. streptacantha/ Lavadas

W O. robusta/ No lavadas

B 0. robusta/ Lavadas

W 0. leucotricha/ No lavadas

Germinacion (%)

0. leucotricha/ Lavadas

0 25 50 100 250 500 1000
[1 GA; (ppm)

Figura 4. Porcentaje de germinacion de las semillas de las tres especies de
Opuntia, lavadas y no lavadas, bajo diferentes concentraciones de GA;. Letras

diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos (F= 229.76, P<
0.0001).
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M 0. streptacantha/ No lavadas
W 0. streptacantha/ Lavadas
u 0. robusta/ No lavadas

B 0. robusta/ Lavadas

Germinacion (%)

W O. leucotricha/ No lavadas

W 0. leucotricha/ Lavadas

b
b b b
bbb bbbb Mbllibbb Mbllbbb Mbbbbb [Mbbbbb

0 25 50 100 250 500 1000
[1 AIA ppm

Figura 5. Porcentaje de germinacion de las semillas de las tres especies de
Opuntia, lavadas y no lavadas, bajo diferentes concentraciones de AIlA. Letras
diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos (F= 66.27, P<
0.0001).

La semillas de Opuntia streptacantha tuvieron mayor porcentaje de germinacion
en ambas hormonas vegetales y en el tratamiento de no lavadas, en comparacién
con la germinacion de las otras dos especies. Sin embargo, también su
germinaciéon disminuy6 cuando se lavaron las semillas (Figuras 4 y 5), por lo que
al menos en esta especie es probable que no se requiera de algin pretratamiento
para romper su latencia y que pueda germinar, probablemente porque se haya
roto la latencia con el periodo de almacenamiento que tuvieron.

La semillas de O. leucotricha y O. robusta presentaron bajos porcentajes de
germinacion (menos del 10 %) en ambas fitohormonas y no germinaron cuando se
lavaron las semillas (Figuras 4 y 5), por lo tanto, estas semillas requieren de otros
pretratamientos para romper su latencia y que puedan germinar.
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5. Efecto de las bacterias seleccionadas en la germinacion y
crecimiento de Arabidopsis thaliana L.

A los diez dias de sembrar las semillas de Opuntia sp. se evallo este el porcentaje
de germinacion. En general, el porcentaje de germinacion de las semillas de A.
thaliana fue mayor al 60% en todos los tratamientos (cepas bacterianas, testigo y
control negativo), asi como en la prueba para volatiles y compuestos solubles
(cajas Petri con division y sin division, respectivamente) (F= 11.40, P< 0.05; Figura
6).

La bacteria identificada como Ensifer (Sinorhizobium sp.) mostré una tendencia a
promover mas la germinacion de las semillas comparado con los otros
tratamientos, en especifico en la prueba de compuestos volatiles (porcentaje de
germinacion superior al 95%), pero en la prueba de compuestos solubles también
hubo un alto porcentaje de germinacion (mayor al 90%).

Las bacterias identificadas como Variovorax sp., Endobacter (Gluconacetobacter
Sp.) Y una cepa de Kocuria sp. presentaron porcentajes de germinacion superior al
80% en la prueba de compuestos solubles y volatiles, sin embargo, no se puede
decir que hubo una promocion de la germinacion por estas bacterias ya que
estadisticamente el porcentaje de germinacion fue igual comparado con el testigo.
La bacteria de Kocuria sp. y la cepa de E. coli inhibieron la germinacion de A.
thaliana.
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Prueba:

i Compuestos
solubles

Germinacion (%)

 Compuestos
volatiles

Testigo Variovorax spp. Sinorhizobium spp.  Endob o Kocuria spp. Kocuria spp. E. coli
Gluconacetobacter

spp.
Tratamiento

Figura 6. Efecto de la inoculacion de las cepas bacterianas en la germinacion de
A. thaliana L. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos (F= 11.40, P< 0.05).

El crecimiento de la raiz de A. thaliana fue mayor en el tratamiento de Endobacter
(Gluconacetobacter sp.) en la prueba de volétiles y en el tratamiento de Ensifer
(Sinorhizobium sp.) en la prueba de compuestos solubles, comparado con el resto
de los tratamientos y el testigo donde no se vio un efecto de la inoculacion de las
bacterias en la promocién del crecimiento de las raices (Figura 7).

Endobacter (Gluconacetobacter sp.) promovié 82% mas el crecimiento de la raiz
de A. thaliana comparado con el testigo, siendo estadisticamente la bacteria que
mayor promovid su crecimiento en la prueba de compuestos volatiles (F= 14.88,
P< 0.05). Ensifer (Sinorhizobium sp.) promoviéo 48% mas el crecimiento de las
raices comparado con el testigo, mostrando una tendencia a promover mas el
crecimiento de A. tahliana en la prueba de compuestos solubles (Figura 7).
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Prueba:
 Compuestos
solubles

il Compuestos
volatiles

Longitud de raiz (cm)

Endob.

ter o Kocuria spp. Kocuria spp. E. coli
Gluconacetobacter
spp.
Tratamiento

Testigo Variovorax spp.  Sinorhizobium spp.

Figura 7. Efecto de la inoculacion de las cepas bacterianas en el crecimiento de
raiz de A. thaliana. Letras diferentes indican diferencias significativas en los
tratamientos (F= 14.88, P< 0.05).

La bacteria Endobacter (Gluconacetobacter sp.) en ambas pruebas (compuestos
solubles y volatiles) promovidé mas el desarrollo del tallo comparado con el testigo,
sin embargo fue similar al crecimiento promovido por Ensifer (Sinorhizobium sp.) y
E. coli sp. en la prueba de compuestos solubles. En la prueba de compuestos
solubles, Endobacter, promovié 71% mas el crecimiento en comparacion con el
testigo y en la prueba de compuestos volatiles promovié 88% mas el crecimiento
(F= 7.86, P< 0.05). La bacteria Ensifer (Sinorhizobium sp.) en la prueba de
compuestos solubles promovié 65% mas el crecimiento comparado con el testigo
pero fue menor al crecimiento promovido por Endobacter (Gluconacetobacter sp.)
(Figura 8).
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Prueba:

i Compuestos
solubles

i Compuestos
volatiles

Longitud de tallo (cm)

Testigo Variovorax spp. Sinorhizobium spp. dobacter o Kocuria spp. Kocuria spp. E. coli
Gluconacetobacter
spp.
Tratamiento

Figura 8. Efecto de la inoculacion de las cepas bacterianas en el crecimiento del
tallo de A. thaliana. Letras diferentes indican diferencias significativas en los
tratamientos (F= 7.86, P< 0.05).

Endobacter (Gluconacetobacter sp.) en la prueba de compuestos volatiles fue la
que estadisticamente promovid6 mas el crecimiento de A. thaliana (80%)
comparado con el testigo y el resto de los tratamientos (F= 13.76, P< 0.05). La
misma bacteria pero en la prueba de compuestos solubles no mostré diferencias
en el crecimiento comparado con el testigo y el resto de los tratamientos.

Ensifer (Sinorhizobium sp.) en la prueba de compuestos solubles promovié 30%
mas el crecimiento total de las plantas comparado con el testigo, pero no mostré
diferencias estadisticamente significativas, siendo también menor la promocion del
crecimiento comparado con Endobacter (Gluconacetobacter sp.) en la prueba de
volatiles (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la inoculacion de las cepas bacterianas en el crecimiento de A.

thaliana. Letras diferentes indican diferencias significativas en los tratamientos (F=
13.76, P< 0.05).
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Las bacterias Ensifer (Sinorhizobium sp.) y Endobacter (Gluconacetobacter sp.)
también fueron las que mayor promovieron el crecimiento de A. thaliana en la
prueba de compuestos solubles (Figura 10).

Figura 10. Efecto de la inoculacion de las bacterias en el crecimiento de A.
thaliana L. por compuestos solubles (en cajas Petri sin division).

42




Las bacterias Ensifer (Sinorhizobium sp) y Endobacter (Gluconacetobacter sp.)
también fueron las que mayor promovieron el crecimiento de A. thaliana en en la
prueba de compuestos volatiles (Figura 11).

Figura 11. Efecto de la inoculacion de las bacterias en el crecimiento de A.
thaliana L. por compuestos volatiles (en cajas Petri con division).
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Discusioén

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue aislar y caracterizar bacterias
promotoras del crecimiento vegetal a partir de la rizosfera y endosfera de semillas
de Opuntia streptacantha, O. leucotricha y O. robusta con la capacidad para
producir acido indolacético (AIA), compuestos organicos volatiles (COVs) y
sideroforos, y probar su efecto en la germinacion y el crecimiento de Arabidopsis
thaliana L utilizada como planta modelo. En los bioensayos se observo que dos
cepas bacterianas (Ensifer (Sinorhizobium sp.) y Endobacter (Gluconacetobacter
sp.)), identificadas como productoras de AIA, fueron capaces de promover el
crecimiento de raiz y tallo de A. thaliana, este efecto puede atribuirse a la
produccion de AlA, algun compuesto organico volatil u otro compuesto promotor
del crecimiento vegetal. Por cuestiones técnicas (tiempo de duracion del programa
de posgrado) no se logré6 comprobar que las bacterias aisladas de la enddsfera de
las semillas y rizosfera de O. streptacantha, O. leucotricha y O. robusta les puedan
ayudar a estas especies a romper la latencia de sus semillas y promover el
crecimiento de sus plantulas.

En este estudio se lograron aislar en total 122 cepas bacterianas, de las cuales, el
mayor numero se obtuvieron de la rizésfera de Opuntia spp. (108 cepas
bacterianas) en comparacion con el numero de cepas aisladas de la enddsfera de
las semillas (14 cepas bacterianas). Se ha descrito que las bacterias aisladas de la
rizosfera de las plantas se pueden cultivar mas facilmente que las bacterias
endofitas (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; Bafana, 2012). Lo anterior
debido a que las bacterias endofitas estan mas estrechamente relacionadas con
las plantas, ya que se encuentran dentro de sus o6rganos (raiz, tallo, hojas),
principalmente entre los espacios intercelulares y en los vasos xilematicos
(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006), considerado un lugar mas limitado y
estable que la rizosfera, por lo que probablemente requieren de ciertas
condiciones y nutrientes mas especificos para que se puedan aislar. Se ha
encontrado que el medio de cultivo que se utiliza para aislar bacterias influye
fuertemente en el numero de bacterias y la diversidad de bacterias que se pueden
aislar (Eevers et al., 2015).

A pesar de que se utilizaron tres medios de cultivo, existe una gran cantidad de
microorganismo enddfitos de las plantas que aun no se pueden cultivar con las
metodologias actuales (Maruwa et al., 2016). También se ha encontrado que la
composicion y la cantidad de compuestos organicos de las semillas influyen
mucho en la comunidad bacteriana que puede soportar y, por lo tanto, que se
pueden aislar, ya que las propias semillas pueden producir compuestos
antimicrobianos que seleccionan fuertemente a los microorganismos que las
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colonizan (Roberts et al., 2009). En nuestros cultivos inoculamos una solucién de
semillas trituradas la cual podria contener este tipo de compuestos
antimicrobianos. Asi, se ha sugerido que la riqueza de especies bacterianas que
se detectan de la enddsfera de las semillas es menor que de especies de la
rizosfera de la planta (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Con respecto a los medios de cultivos utilizados, se tuvo el mayor nimero de
cepas bacterianas aisladas de la rizésfera en el medio TSA y Rennie, y de la
enddsfera de las semillas en el medio TSA. Los medios ricos en nutrientes o
medios complejos, como el TSA, producen un ambiente rico para que gran
cantidad de bacterias heterotrofas se reproduzcan. Por otra parte, los medios
pobres en nutrientes, como el medio mineral, contienen una composicién mas baja
de nutrientes y nulas fuentes de carbono que los medios complejos, lo que origina
que séblo algunas bacterias oligotrofas o autétrofas puedan crecer después de
varios dias (Eevers et al., 2015). Por lo anterior, un mayor niamero de bacterias
heterétrofas y de répido crecimiento se desarrollan en medios ricos en nutrientes o
complejos en comparacion con los medios minimos (Hottes et al., 2004; Majzlik et
al., 2011; (Ali et al., 2009; Eevers et al., 2015).

El medio de cultivo Rennie se utiliza principalmente para aislar bacterias con
posibilidades de fijar nitrdgeno atmosférico, ya que este medio carece de fuentes
de nitrogeno (Rennie, 1981). Los suelos de las zonas aridas y semiaridas en
general presentan bajo contenido de nitrégeno (Celaya & Castellanos, 2011), asi
gue muchas bacterias de las comunidades microbianas de la rizosfera
desempefian un papel fundamental en la fijacién bioldgica de nitrégeno (Pii et al.,
2015), lo que puede explicar el mayor nimero de cepas bacterianas aisladas en el
medio de cultivo Rennie y de la rizésfera de Opuntia spp. con respecto a los otros
medios de cultivo.

La diferencia en el numero de cepas bacterianas aisladas y géneros identificados
entre las tres especies de Opuntia spp., principalmente en la rizésfera, puede
deberse a que las plantas seleccionan su microbiota bacteriana de la rizésfera a
través de exudados de carbono y otros metabolitos que producen (Hardoim et al.,
2008; Doornbos, et al., 2012; Marasco et al., 2012), estimulando microorganismos
gue son benéficos para su crecimiento (Compant et al., 2010). El genotipo de la
planta es un factor determinante en la estructura y composicion de la comunidad
microbiana en la rizésfera de la planta. Aun cuando hablamos de plantas de la
misma especie, dependiendo de su salud, estado fisiologico, edad (Berg & Smalla,
2009; Lundberg et al.,, 2012; Mendes et al., 2013) y el entorno al que estan
sometidas (por ejemplo por el efecto de algun estrés hidrico), la composicion de su
microbiota puede variar (Berg & Smalla, 2009; Mendes, et al., 2013; Haney et al.,
2015)(Mendes et al.,, 2013). Lo anterior también se ha observado en los
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microorganismos que viven dentro de la planta (endésfera) (Hardoim et al., 2008;
Marasco et al., 2012).

Existe una gran diversidad de microorganismos que habitan la rizésfera y la
endosfera de las plantas. Los principales géneros bacterianos de la rizosfera
reportados como promotores del crecimiento de las plantas incluyen a
Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas vy
Serratia (Bashan & De Bashan, 2005; Bhattacharyya & Jha, 2012; Majeed et al.,
2015) y los principales microorganismos enddfitos incluyen a los géneros
Azorhizobium, Azospirillum, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas
y Rhizobium (Lodewyckx et al., 2002; Bashan & De Bashan, 2005; Rosenblueth &
Martinez-Romero, 2006). De todas las bacterias aisladas de la rizésfera y
endosfera de las semillas de las tres especies Opuntia, se identificaron las siete
cepas con mayor produccién de AIA. Estas correspondieron a los géneros
Micrococcus (MIN END OL 1-3 DE MIN 1-2 y TSA END OL 1-3 DE MIN 1-2;
Actinobacteria, Actinomycetales), Ensifer (Sinorhizobium) (RE S13-7-5,
Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhizobiales), Variovorax (RE S13 7-3;
Proteobacteria, Betaproteobacteria, Burkholderiales), Endobacter
(Gluconacetobacter) (RE END OS 2-2; Proteobacteria, Alphaproteobacteria,
Rhodospirillales) y Kocuria (TSA END OL 1-3 y MIN END OS 1-3 DE MIN 1-2;
Actinobacteria, Actinomycetales); y la cepa que produjo sideroforos se identifico
como Burkholderia sp. (RE END OS 1-5; Proteobacteria, Betaproteobacteria,
Burkholderiales). Se ha reportado que especies del género Burkholderia muestran
importantes actividades antimicrobianas contra hongos y bacterias fitopatdgenos
(Deng et al., 2016; Sivaji et al., 2016), y también se ha reportado que promueve el
crecimiento vegetal mediante la fijacién de N y solubilizacién de fosforo (Castro-
Gonzalez et al., 2011; Sivaji et al., 2016), por lo que seria de gran relevancia
continuar trabajando con esta cepa para evaluar estas caracteristicas.

De estos géneros, sélo Micrococcus y Burkholderia se han reportado como
aislados de la rizosfera de otra cactacea (Stenocereus stellatus) (Aguirre-Garrido
et al., 2012), por lo que en el presente trabajo se reportan otros géneros de
bacterias aisladas de Opuntia que no se habian reportado antes, sin embargo, si
se han aislado de otras familias de plantas, principalmente de cultivos agricolas.

Varias especies del género Micrococcus se han aislado de Brassica napus L.
(canola, Germida et al., 1998), de las raices de Polyspora axillaris (Zhao et al.,
2009), de la endésfera de Oryza sativa (arroz) y de los tejidos internos de
tubérculos de Solanum tuberosum (papa; De Boer & Copeman, 1974; Sturz et al.,
1998), de Triticum sp. (trigo, Germida et al., 1998) y del interior de las raices de
Trifolium pratense L. (trébol, Sturz et al., 1998). Este género estd compuesto de
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microorganismos Gram-positivos, con forma de esfera y que por lo general se
encuentran en tétradas o grupos irregulares generalmente inmoviles (Kocur et al.,
2006; Huber & Prangishvili, 2006). El principal habitat de este género es la piel de
los mamiferos, encontrandose en la piel humana, pero también se ha encontrado
en el suelo, en el lodo marino, en el agua dulce y salina, en las plantas, en el polvo
y el aire (Kocur et al., 2006), lo cual sugiere que es un heterétrofo generalista.

Algunas especies de este género habitan la piel humana, en particular M. luteus,
que es considerada como patégeno oportunista en los humanos, principalmente
cuando el sistema inmune estd inmunocomprometido, provocando algunas
enfermedades (Souhami et al., 1979; Fosse et al., 1985). Las cepas aisladas de
Micrococcus (MIN END OL 1-3 de MIN-1-2 y TSA END OL 1-3 de MIN 1-2)
identificadas con un 100% de identidad con la especie M. luteus, dieron positivo en
la prueba de hemdlisis, por lo que se considera que pueden ocasionar alguna
enfermedad humana, tomandose la decision de ya no seguir trabajando con ellas
ya que para aplicaciones biotecnoldgicas futuras esto podria representar una
limitacion.

Se ha descrito en los dltimos afios que muchos microorganismos patégenos de
humanos se pueden encontrar en la rizésfera y en los tejidos vegetales (Tyler &
Triplett, 2008; Mendes et al., 2013). Tyler & Triplett (2008) han sugerido que los
microorganismos patdgenos de humanos pueden utilizar a las plantas como un
huésped alternativo para sobrevivir en el ambiente, ya que es un habitat con un
alto contenido nutricional, los protegen de la radiacion UV y de la desecacion,
ademas de utilizarlas como medio de transporte para volver a colonizar a los
animales o humanos una vez ingeridos. Sin embargo, también algunas especies
de este género exhiben ciertos atributos de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal como la solubilizacién de fosforo, produccion de AIA (Dastager
et al., 2010; Shahzad et al., 2017), actividad de la enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato desaminasa y produccion de sider6foros (Dastager et al., 2010).
Dentro de la produccion de auxinas, las cepas de Micrococcus del presente
trabajo produjeron de entre 23.62 y 23.75 ug/ mL de AIA (Cuadro 9), en otros
estudios también se ha reportado la produccién en condiciones in vitro de esta
hormona (Dastager et al., 2010; Ali et al., 2009; Shahzad et al., 2017).

Otro de los géneros aislados fue Variovorax, que también se ha aislado de los
tejidos internos de Cucurbita pepo (calabaza; Eevers et al., 2015), de Gossypium
hirsutum L. (algodén; Mclnroy & Kloepper, 1995), Triticum sp. (trigo; Chen et al.,
2007), de Trifolium pratense L. (Sturz et al.,, 1998), de Solanum tuberosum L.
(papa; Belimov et al., 2015) y de Pisum sativum L. (chicharo, Wang et al., 2016).
Especies del género Variovorax sp. son bacterias aerobias Gram-negativas que se
encuentran presentes en diversos ambientes (Willems, 1991) y que se ha
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asociado con la degradacibn de diversos compuestos contaminantes,
principalmente con herbicidas como la atrazina (Smith et al., 2005), pero también
se ha descrito como promotora del crecimiento vegetal, catalogandola como una
PGPR (Lin et al., 2002; Maimaiti et al., 2007; Jamieson et al., 2009; Belimov et al.,
2009). Se ha identificado que algunas especies de este género producen AlA y
gue han promovido el crecimiento de diversas plantas, principalmente cultivadas.
En este estudio también se identific6 como una cepa (RE S13 7-3) productora de
AIA (30.36 ug/ mL), sin embargo no originé una promocion del crecimiento de A.
thaliana L. En contraste, Mahmood et al., (2016) reportaron una produccion de
3.25 ug/ mL de AlA por una especie de este género y su inoculacion en Cucumis
sativus L. (pepino) promovio el crecimiento de su raiz 29% y la longitud de su tallo
23%. En otro estudio se reportd una produccién de AlA de entre 4 y 73 yg/ mL y
su inoculacién en Brassica juncea L. (mostaza parda) promovio 20% la longitud de
la raiz (Belimov et al., 2005), ademas de ser atribuida la promocion del crecimiento
a una alta actividad de la enzima de ACC-deaminasa (acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico), la cual disminuye las concentraciones de etileno en la planta
cuando éste se encuentra en concentraciones muy altas, principalmente cuando la
planta esta estresada (Belimov et al., 2005; Belimov et al., 2009; Wang et al.,
2016).

Las cepas TSA END OL 1-3 y MIN END OS 1-3 DE MIN 1-2 correspondieron al
género Kocuria. Anteriormente el género Kocuria formaba parte del género
Microccocus, sin embargo fue reclasificado en este nuevo grupo filogenético
(Stackebrandt et al., 1996). Diversas especies de este género han sido aisladas de
diferentes fuentes como el aire, alimentos fermentados como el queso, la carne de
pollo, de la piel de los mamiferos, del agua dulce y salina, del sedimento marino y
del suelo desértico (Huber & Prangishvili, 2006; Kaur et al., 2011). De las plantas
se han aislado de la rizésfera de Suaeda fruticosa (planta haléfita), donde se ha
identificado que también producen AlA y sideréforos (Goswami et al., 2014), de las
raices de Prosopis glandulosa (mezquite) con capacidad para realizar fijacion de
N, (Villegas-Espinoza et al., 2014), del tejido de raices de Tagetes erecta
(cempasuchil; Sturz & Kimpinski, 2004), de la rizésfera de Typha angustifolia,
donde se aisl6 por primera vez la especie K. rhizophila (Kovacs et al., 1999), y de
la rizésfera de Vitis vinifera (uva; Salomon et al., 2014). K. rhizophila es una
bacteria Gram-positiva en forma esférica, aerobia, quimioorganotrofica, se puede
encontrar en pares o tetradas de 1.0-1.5 ym de didmetro, y no presenta motildad
(Kovacs et al., 1999).

Aunque se detect0 una alta produccion in vitro de AIA por las cepas de Kocuria
aisladas en el presente trabajo (175.09 ug/ mL producidos por MIN END OS 1-3
DE MIN 1-2 y 119.3 pg/ mL producidos por TSA END OL 1-3), ninguna promovio
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el crecimiento de A. thaliana comparado con el testigo en la prueba de promocién
del crecimiento por compuestos solubles y volatiles (cajas sin y con division,
respectivamente) al igual que Variovorax. La alta produccion de AIA en
proporciones similares a las encontradas en esta investigacion ya habia sido
reportada previamente (Yuan et al.,, 2011). Sin embargo, en ese trabajo no se
evalluo su capacidad como promotor del crecimiento. En otro trabajo, una especie
de Kocuria produjo una menor cantidad de AIA y su inoculaciébn en Arachis
hypogaea L. (mani) promoviéo un crecimiento del 18% en la longitud total en
comparacion con el control, ademas se identificd que solubiliza fésforo y produce
sideroforos (Goswami et al., 2014).

Especies del género Sinorhizobium se han aislado de diversas especies
vegetales, de hecho es uno de los grupos mas estudiados de fijadoras de N. Por
dar algunos ejemplos de la variedad de plantas de las que se han aislado tenemos
a Acacia laeta (Martens et al., 2007), Gliricidia sepium (cocuite, Acosta-Duran &
Martinez-Romero, 2002; Martens et al., 2007), Glycine max (soya, Scholla &
Elkan, 1984; Chen et al., 1988; Martens et al., 2007), Ipomoea batatas (camote;
Reiter et al., 2003), Leucaena leucocephala (guaje, Wang et al., 2002; Martens et
al., 2007), Lotus corniculatus var. tenuifolium, (Martens et al., 2007), Medicago
sativa (alfalfa, Muioz et al., 2001; Martens et al., 2007), Medicago murex
(Howieson & Ewing, 1986), Medicago truncatula (Martens et al., 2007), Phaseolus
vulgaris (frijol; Rogel et al., 2001, Martens et al., 2007), Pisum sativum (chicharo;
Martens et al., 2007), Pithecellobium dulce (guamduchil; Martens et al., 2007),
Prosopis chilensis (Martens et al., 2007), Psoralea corylifolia L. (Sorty et al., 2016),
Sesbania grandiflora, Sesbania herbacea y Sesbania rostrata (Martens et al.,
2007). Este género estd compuesto por bacterias Gram-negativas, aerdbias y
moviles, que no forman esporas y que pueden existir como saprofitos del suelo en
vida libre o como simbionte de las raices de varias especies de leguminosas
fijando nitrdgeno (Howieson et al., 1986; Reeve et al., 2010; Reeve et al., 2014),
por ejemplo Sinorhizobium meliloti en Medicago sativa (Mitsui et al., 2004).

El género Sinorhizobium tiene reportadas once especies (Martens et al., 2007). La
comparacion de las secuencias de nuestras cepas con la base de datos del NCBI
indica que tienen 100% de similitud con Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium
fredii y con el género Ensifer. Andlisis filogenéticos indican que Sinorhizobium
estd estrechamente relacionado con el género Ensifer por lo que pueden ser
considerados como un solo taxén (Willems et al., 2003; Martens et al., 2007). La
cepa RE S13-7-5 identificada como Ensifer (Sinorhizobium sp.) fue la que mas
promovié el crecimiento de la raiz, el tallo y la longitud total de A. thaliana en la
prueba por compuestos solubles (cajas sin division) comparado con el resto de los
tratamientos y el testigp. Como se mencioné anteriormente, la principal
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caracteristica de este género es que sus especies, principalmente Sinorhizobium
meliloti, fijan nitrogeno atmosférico (Yan et al., 2017), sin embargo, también se ha
descrito que algunas especies de este género producen algunas fitohormonas
como AIA (Barnett et al., 2004; Sorty et al., 2016) y citocininas que promueven el
crecimiento (Xu et al., 2012). En esta investigacion Unicamente se comprobd la
produccion de AIA mediante la técnica de Salkowski, indicando la produccion de
32.04 ug/ mL de esta hormona (Cuadro 9), y que a pesar de que produjo menor
cantidad de AIA comparado con las otras cepas evaluadas (por ejemplo, 175.09
Mg/ mL producidos por Kocuria sp.-MIN END OS 1-3 DE MIN 1-2; 119.3 pg/ mL
producidos por la otra cepa de Kocuria sp.-TSA END OL 1-3; y 87.92 pg/ mL de
AlA producidos por Endobacter (Gluconacetobacter-RE END OS 2-2) fue la cepa
gue promovio en mayor medida el crecimiento total y de la raiz de A. thaliana en la
prueba por compuestos solubles (cajas sin divisién), pudiéndoselo atribuir al AlA.

Sin embargo, como mencionamos anteriormente, existen otros compuestos
producidos por las bacterias que también promueven el crecimiento vegetal, los
cuales no evaluamos en el presenta trabajo pero que pudieron haber tenido un
efecto positivo en el crecimiento de A. thaliana.

En general, el AIA promueve la division y diferenciacion celular y estimula el
crecimiento de las raices cuando éste se encuentra dentro de un rango de
concentracion optimo, incrementando la longitud de las raices, su area superficial
y la cantidad de pelos radiculares, proporcionandole a la planta un mayor acceso y
absorcion de los nutrientes (Ahemad & Kibret, 2014). ElI AIA también puede
promover la exudacion de compuestos que estimulan una mayor colonizacion de
las raices por los microorganismos promotores del crecimiento (Spaepen &
Vanderleyden, 2011), por lo que también se identifica como una molécula efectora
en la interaccion planta-microorganismo (Ahemad & Kibret, 2014).

Se ha descrito que para que ocurra una simbiosis efectiva entre la planta-
microorganismo se requiere de una comunicaciéon molecular entre los organismos
participantes mediada por exudados de la planta huésped y de Ilos
microorganismos (Mitsui et al., 2004), donde el AlA puede estar jugando un papel
muy importante en el establecimeinto de esta interaccion y promover el
crecimiento. Sin embargo, también se ha descrito que a concentraciones mas
altas, el AIA bacteriano puede inhibir el crecimiento de las raices primarias
(Davies, 1995). El AIA secretado por las bacterias actia en conjunto con el
suministro endégeno de AIA de la planta, por lo que la concentracion de AIA
bacteriano sobre las plantas puede ser positivo 0 negativo, dependiendo del nivel
de AIA producido (Ali et al., 2010). Las plantas mantienen la homeostasis de AIA
en su organismo, sin embargo, altos niveles de AIA derivados de las bacterias
pueden anular la regulacion de AlA y tener efectos perjudiciales (Davies, 1995).
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También se ha reportado que la presencia de triptéfano, vitaminas, sal, oxigeno,
pH, temperatura, fuentes de carbono y fuentes de nitrégeno son otros factores que
contribuyen en la regulacion de la biosintesis de AIA (Apine & Jadhav, 2011) y que
los microorganismos varian en sus fuentes preferenciales de carbono y nitrégeno
para la produccion de esta hormona (Sridevi et al. 2008), lo que influye
directamente en la produccion de AIA que puede estimular el crecimiento de la
planta. Los niveles de produccién de AIA de las bacterias que nosotros reportamos
son en condiciones ideales y en presencia de todos los recursos necesarios para
su produccion (por ejemplo el medio esta adicionado con triptofano, molécula
prescursora del AlA), sin embargo, el ensayo de promocién del crecimiento se
realiz6 en un medio diferente (medio MS, ideal para el crecimiento de tejidos
vegetales), carente de aminoacidos y de triptéfano lo que también pudo influir en
la produccion de AIA por las bacterias y en la promocion del crecimiento de A.
thaliana.

Por lo anterior, a pesar de que Variovorax y Kocuria fueron las cepas que
produjeron la mayor concentracion de AIA en condiciones in vitro (junto con
Micrococcus), no promovieron el crecimiento de A. thaliana posiblemente por la
explicacion dada de que altos niveles producidos de AlA por las bacterias, puede
afectar la regulacién endogena de AlA de la planta y tener efectos negativos en su
crecimiento (Davies, 1995), o porque las condiciones y/ o la composicién
nutricional del medio no fueron los adecuados para que las bacterias produjeran
AlA, por lo que seria importante estudiar si pueden producirlo bajo otras
condiciones como por ejemplo con diferente medio de cultivo o directamente en el
suelo, aunado a la identificacién de otros compuestos promotores del crecimiento.

El género Endobacter se ha propuesto como un nuevo género de la familia
Acetobacteraceae, muy cercano al género Gluconacetobacter por lo que la
secuencia de la cepa RE END OS 2-2 comparada en la base de datos del NCBI
dio como resultado 100% de similitud con ambos géneros y en muchas ocasiones
se manejan como un mismo género en la literatura. Endobacter medicaginis fue
reportado como la primera especie aislada de este género a partir de nédulos de
raiz de Medicago sativa (alfalfa) (Ramirez-Bahena et al., 2013).

Las especies de Endobacter (Gluconacetobacter) son bacterias Gram-
negativas, aerébias y en foma de cocoide o bacilo, méviles, y algunas pueden fijar
grandes cantidades de nitrdgeno atmosférico, principalmente en la cafia de
azucar, sin embargo es un género que puede habitar diversas especies vegetales
y no requiere de la formacion de nodulos con las raices vegetales para fijar
nitrdgeno como otras especies (Eskin et al., 2014). Se ha identificado también por
su capacidad para producir fitohormonas, principalmente AIA (Patil et al., 2011).
En esta investigacion esta cepa produjo 87.92 pg/ mL de AIA (Cuadro 9), pero no
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se observd una promocion del crecimiento de raiz comparado con el testigo. Sin
embargo, si promoviéo 71% la longitud del tallo de A. thaliana en la prueba de
compuestos volétiles. En otros estudios, esta especie ha producido 26.28 pg/mL
de AIA, promoviendo el crecimiento de la raiz en un 35% y del tallo en un 43% en
Zea mays (maiz) (Patil et al.,, 2011). En otros esudios sélo se identificdé que
produce entre 4 y 7 ug/ mL de AIA (Lee et al., 2004; Anitha et al., 2010) y 4.32 ug/
mL de AIA (De Carvalho & Soares De Melo, 2012). También se ha reportado que
produce giberelinas, realiza solubilizacion de fésforo y zinc y que es un antagénico
de fitopatdégenos (Eskin et al., 2014). Sin embargo, en el presente trabajo no se
observd una promocion del crecimiento de A. thaliana mediante métodos directos
(s6lo en el crecimiento del tallo), mas bien fue mayor la promocion del crecimiento
por métodos indirectos, posiblemente por COVs lo cual inferimos de los resultados
de los ensayos. Sin embargo, no hay reportes previos sobre la produccién de
compuestos volatiles por G. diazotrophicus que estimulen el crecimiento, sélo hay
un reporte dénde se indica que inhibié el crecimiento del fitopatdbgeno Fusarium
oxysporum por la produccién de COVs, sin embargo, no se identificé el o los tipos
de compuestos volétiles que lo hicieron (Logeshwarn et al., 2011).

Se sabe que las PGPR producen una gran diversidad de COVs de los cuales solo
algunos se han reportado como promotores del crecimiento vegetal, dentro de los
gue destacan aldehidos, alcoholes, cetonas, indoles, derivados de acidos grasos,
terpenos y jasmonatos (Van Loon, 2007). Sin embargo, so6lo 3-hidroxi-2-butanona
(acetoina) y 2, 3-butanodiol se han reportado como COVs promotores del
crecimiento vegetal de A. thaliana producidos por Bacillus subtilis y Bacillus
amyloliquefaciens; y ademas se comprob6 mediante la aplicaciéon exdégena de 2,3-
butanodiol la estimulacion del crecimiento de plantulas (Ryu et al., 2003).

También, se ha reportado que estos compuestos pueden originar en la planta una
resistencia sistémica contra microorganismos fitopatdgenos (Ryu et al., 2003;
Rudrappa et al., 2010). Otro estudio reportdé que el 2,3-butanodiol producido por
Pseudomonas chlororaphi no sélo promovio el crecimiento de A. thaliana, sino que
le indujo resistencia o tolerancia a la sequia (Cho et al., 2008). Otros COVs que se
han identificado como promotores del crecimiento de A. thaliana son 2-etil 1-
hexanol producido por las rizobacterias Bacillus megaterium y Arthorobacter agilis,
el cual promovié la formacion de raices laterales (Garcia-Juarez et al., 2010). En
otro estudio se reportd que la produccion del compuesto 2-pentilfurano aumento la
biomasa de A. thaliana (Velazquez-Becerra et al., 2011).

En general, G. diazotrophicus ha mostrado gran capacidad para ser inoculado con
éxito en plantas como A. thaliana y promover su crecimiento (Eskin et al., 2014).
En el presente estudio una cepa relacionada con esta especie promovio el
crecimiento de A. thaliana, sin embargo no por métodos directos, sino por métodos
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indirectos como es la produccion de COVs, por lo que seria de relevancia analizar
el tipo de COVs que puede producir esta cepa, ya que se ha visto que los COVs
activan las vias de produccion de fitohormonas como auxinas, giberelinas,
citocininas, acido salicilico y brasinosteroides promoviendo el crecimiento de A
thaliana (Zhang, 2007).

En el presente trabajo no se tuvo el objetivo de evaluar la promocion del
crecimiento de A. thaliana por la mezcla de varias bacterias. Sin embargo, durante
el experimento, en una de las repeticiones crecié una mezcla de varias de las
cepas evaluadas de forma individual (Variovorax sp., Endobacter
(Gluconacetobacter sp.) y Kocuria sp., tal vez mezcladas por error o por
contaminacion accidental). Esta mezcla promovié un 83% el crecimiento la raiz y
un 94% el tallo de A. thaliana comparado con el control (Figura 12). De las cepas
probadas de forma individual, s6lo Endobacter (Gluconacetobacter sp.) promovié
el crecimiento de A. thaliana bajo la misma condicién (cajas con division), por lo
que consideramos relevante reportarlo.

Figura 12. Efecto de la promocién del crecimiento de A. thaliana por la
combinacion de Variovorax sp., Endobacter (Gluconacetobacter sp). y Kocuria sp.

La presencia e interaccion de mas de una especie bacteriana puede potenciar la
produccion de algun compuesto promotor del crecimiento debido a su mutua
estimulacién, algo que no sucede cuando crecen de forma individual. Muchas
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especies bacterianas regulan la produccién de diversos compuestos mediante
“‘quorum sensing”, un mecanismo de sefalizacion que se puede activar cuando la
bacteria interacciona con otros organsimos 0 para regular su crecimiento
poblacional (Gray & Smith, 2005; Czaran & Hoekstra, 2009).

Dias et al., (2009) mencionan que la promocion del crecimiento de las plantas no
necesariamente es impulsada por una sola especie, ya que en el ambiente éstas
conviven con cientos de microorganismos que en conjunto estimulan el
crecimiento de la planta mediante diversos métodos y compuestos, por lo que la
eleccion de las bacterias con diferentes capacidades de promocion del crecimiento
vegetal seria lo ideal para formar un consorcio que promueva este crecimiento.

También, como se menciond anteriormente, las bacterias que promueven el
crecimiento vegetal no necesariamente son las que mayor producen AlA, como se
observd en este experimento. La estimulacién del crecimiento de las plantas
ocurre por la expresion de una o mas caracteristicas de las bacterias promotoras
del crecimiento a través de mecanismos directos o indirectos y por diversos
compuestos que promueven el crecimiento. Por lo que es de gran importancia que
las bacterias se seleccionen in vitro buscando algun rasgo o caracteristica como
promotor del crecimiento vegetal y que después se evallen en campo 0 en
condiciones de invernadero para verificar su respuesta como promotora del
crecimiento vegetal para que después puedan ser utilizadas en diversas
aplicaciones biotecnoldgicas, como los biofertilizantes (Aratjo & Guerreiro, 2010;
Rana et al., 2011).

Con respecto al ensayo de inoculacion de las semillas de las tres especies de
Opuntia. con distintas concentraciones de GA3; y AIA, con la finalidad de
comprobar si estas hormonas promueven su germinacion, no se observé dicho
efecto. Se ha reportado que en algunas cactaceas el GA3z ha promovido su
germinacion (Sanchez-Venegas, 1997; Rojas-Aréchiga et al., 2011; Ochoa et al.,
2015), asi como el AIA (Chavez-Ambriz et al., 2016), sin embargo, también se ha
reportado que no se ha visto tal efecto en otras cactaceas, por lo que no existe un
patron claro del efecto de estas hormonas en la germinacién de cactaceas (Rojas-
Aréchiga et al., 2011).

También, algunos autores han reportado que la aplicacion de la hormona GAs en
combinacion con métodos mecanicos ha incrementado significativamente la
germinacion de Opuntia spp. (Sanchez-Venegas, 1997; Olvera-Carillo et al., 2003;
Orozco-Segovia et al., 2007), atribuyéndole en ocasiones el incremento de la
germinacion al tratamiento quimico o mecanico mas que a las hormonas (Rojas-
Aréchiga et al., 2011), ya que estos tratamientos también pueden promover o
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incrementar la germinacion de semillas con latencia fisiolégica no profunda
(Baskin & Baskin, 2004),

Las semillas de Opuntia spp. presentan una testa muy dura, lo que impide que el
embridon pueda romperla y germinar, por lo que es necesario el desgaste de éstas
mediante diversos métodos quimicos 0 mecanicos para reducir la resistencia
mecanica a la germinacion (Delgado-Sanchez et al. 2010, 2011; Séanchez-
Coronado et al., 2011), dentro de los que destacan escarificacion con acido
sulfarico, escarificacibn mecanica, estratificacion con frio, lixiviacién, el paso a
través del tracto digestivo de animales, remojo en agua caliente, largos periodos
de almacenamiento (Mandujano et al., 2005), 0 mas recientemente el uso de
microorganismos (Delgado-Sanchez et al.,, 2010; 2011; 2013). El uso de
microorganismos, principalmente hongos, han incrementado significativamente la
germinacion de Opuntia spp. (Delgado-Sanchez et al., 2010; 2011; 2013) debido a
que como crecen en la testa de las semillas pueden desgastarla, a través de la
producciéon y accion de enzimas, reduciendo la resistencia mecénica a la
germinaciéon (Morpeth & Hall, 2000).

Esto puede explicar por qué se tuvo mayor porcentaje de germinacién en las
semillas que no se lavaron en comparacion con las lavadas en las tres especies
de Opuntia, lo cual esta indicando que la microbiota de la testa esta jugando un
papel muy importante en la promocion de la germinacion. Lavar las semillas
elimina su microbiota la cual puede ser muy importante en el desgaste de la testa,
lo que disminuye la germinacion (Delgado-Sanchez, et al., 2011).

Otra posible explicacion de los bajos porcentajes de germinacion en semillas
lavadas es que alguno de los compuestos utilizados en el lavado haya tenido una
concentracion muy alta que pudo haber dafiado o matado el embrion, afectando
directamente la germinacion de estas especies. Cabe sefalar que la prueba de
tetrazolio indic6 que el 98% de las semillas de las especies de Opuntia eran
viables, por lo que el embrion de las semillas estaba vivo antes de realizar estos
ensayos.

Por lo anterior, seria necesario realizar otras pruebas a las bacterias aisladas en
este trabajo para detectar si producen algin compuesto que pueda desgastar la
testa de las semillas, por ejemplo enzimas, asi como combinarlo con otro
tratamiento, por ejemplo fisico 0 mecanico, para incrementar la germinacion de las
semillas.
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Conclusiones

Se comprobd la hipotesis de que bacterias endoéfitas de semillas y rizosféricas de
Opuntia spp. pueden establecer interacciones interespecificas positivas a travées
de la promocién del crecimiento de Arabidopsis thaliana L., utilizada como planta
modelo, posiblemente por la produccién de fitohormonas (principalmente acido
indolacético) y compuestos orgéanicos volatiles.

Ensifer (Sinorhizobium sp.) y Endobacter (Gluconacetobacter sp.), previamente
identificadas como productoras de AlA, fueron las que promovieron el crecimiento
de raiz y tallo de A. thaliana, lo cual se puede atribuir a la produccion de AlA, a
algun COV u otro compuesto promotor del crecimiento vegetal que no se identifico
en el presente trabajo pero que seria relevante hacerlo para utlizarse en alguna
aplicacion biotecnoldgica. Ademas se identificO una cepa como Burkholderia sp.
con capacidad para producir sideréforos, pudiendo ser capaz de promover el
crecimiento vegetal e inhibir el crecimiento de fitopatdgenos a través de este
compuesto.

Las aplicacion exdgena de las fitohormonas AIA y GAz no promovio la germinacion
de las tres especies de Opuntia, pero si se observio un efecto del lavado de las
semillas, lo que propone que su microbiota esta jugado un papel muy importante
en el rompimiento de la latencia fisiolégica de las semillas y por lo tanto, en su
germinacion.
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Anexo

Andlisis de varianza del efecto del lavado de las semillas y de la aplicacion
del acido giberélico (GA3) en la germinacion de las tres especies de Opuntia.

Grados Suma de Cuadrado

libertad cuadrados medio F P
Intercepto 1 24864.29 24864.29 352.0112 0.000000
Especies de Opuntia 2 36461.90 18230.95 258.1011 0.000000
semillas lavadas/ 1 16229.37  16229.37  229.7640  0.000000
semillas no lavadas
Diferente 6 252.38 42.06 0.5955 0.733096
[GA;]
Especies de Opuntia *
Semillas lavadas/ 2 21944.44 10972.22 155.3371 0.000000
semillas no lavadas
Especies de Opuntia *
Diferente 12 738.10 61.51 0.8708 0.579022
[GA;]
Semillas lavadas/
1 *
semillas no |avadas 6 242 86 40.48 0.5730 0.750737
Diferente
[GA;]
Especies de Opuntia *
Semillas lavadas/
semillas no lavadas * 12 833.33 69.44 0.9831 0.471645
Diferente
[GA;]
Error 84 5933.33 70.63
Total 125 82635.71
0,
Niveles del Nivel del Nivel del /0 . Desviacion Error
factor factor factor N germi- estandar estandar
nacion
126 14.05 25.71 2.29

O. streptacantha 42 38.10 32.93 5.08
O. robusta 42 2.62 5.44 0.84
O. leucotricha 42 1.43 3.54 0.55
=2millEs o 63 2540 32.12 4.05
lavadas
Semillas 63 2.70 6.27 0.79
lavadas
[O] de GA3 18 14.44 27.06 6.38
[25] de GA; 18 15.00 29.75 7.01
[50] de GA; 18 11.67 22.82 5.38
[100] de GA; 18 15.00 28.75 6.78
[250] de GA3 18 12.78 21.09 4.97

[500] de GA; 18 16.11 26.82 6.32
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0.00

0.00

6.67

6.67

10.00

10.00

7.07

7.07

441

4.41

7.07

10.14
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Semillas
lavadas

O. robusta [O] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

Semillas

O. robusta [50] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

lavadas

Semillas

O. robusta
lavadas

[250] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

Semillas

O. robusta
lavadas

[1000] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

O.leucotricha ~ Semilasno oo 4o ga, 3 3.33 5.77 3.33
lavadas

Semillas no

O. leucotricha
lavadas

[100] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

O.leucotricha ~ Semilasno ooy hega, 3 3.33 5.77 3.33
lavadas

Semillas

O. leucotricha
lavadas

[0] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

Semillas

O. leucotricha
lavadas

[50] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

Semillas

O. leucotricha
lavadas

[250] de GA; 3 0.00 0.00 0.00

Semillas

O. leucotricha
lavadas

[1000] de GA; 3 0.00 0.00 0.00
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Andlisis de varianza del efecto del lavado de las semillas y de la aplicacién
del acido indolacético (AIA) en la germinacién de las tres especies de
Opuntia.

Grados Suma de Cuadrado
libertad cuadrados medio

Especies de Opuntia 2 4220.63 2110.317 60.43182 0.000000

Diferente

[AIA] 6 1182.54 197.090 5.64394 0.000058

Especies de Opuntia *
Diferente 12 1779.37 148.280 4.24621 0.000032

‘GAg‘

Especies de Opuntia *
Semillas lavadas/

semillas no lavadas * 12 1096.83 91.402 2.61742 0.005155
Diferente
|AIA|
Total 125 17349.21
. . % de L
Nivel del factor Nivel del Nivel del N germi- Desv,lacmn E(ror
factor factor ., estandar estandar
naciéon
126 4.92 11.78 1.05
O. robusta 42 1.19 3.95 0.61
Semillas no 63 9.21 15.27 1.92
lavadas ) ) )

[0] de AIA 18 7.78 13.96 3.29

[50] de AIA 18 7.78 15.92 3.75

[250] de AIA 18 2.78 5.75 1.35

[1000] de AIA 18 1.11 4.71 1.11
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Semillas
lavadas

O. robusta [25] de AIA 3 0.00 0.00 0.00

Semillas

O. robusta [100] de AIA 3 0.00 0.00 0.00

lavadas

Semillas

O. robusta
lavadas

[500] de AIA 3 0.00 0.00 0.00

Semillas no

O. leucotricha
lavadas

[O] de AIA 3 6.67 11.55 6.67

O.leucotricha ~ Semilasno 1oy 4o pa 3 0.00 0.00 0.00
lavadas

Semillas no

O. leucotricha
lavadas

[250] de AIA 3 0.00 0.00 0.00

Semillas no

O. leucotricha [1000] de AIA 3 0.00 0.00 0.00

lavadas

0. leucotricha Semillas [25]de AIA 3 0.00 0.00 0.00
lavadas

Semillas

O. leucotricha [100] de AIA 3 0.00 0.00 0.00

lavadas

Semillas

O. leucotricha
lavadas

[500] de AIA 3 0.00 0.00 0.00
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