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Resumen

La lenteja de agua es una planta pequefia de rapido crecimiento y gran capacidad para
absorber nutrientes, es por ello, que ha sido investigada y utilizada en fitorremediacion,
producciéon de biocombustibles y alimentacion; sin embargo, existen pocos estudios
sobre su comunidad endofita con potencial para promover el crecimiento vegetal. Por lo
cual, el objetivo de este proyecto fue aislar e identificar bacterias endoéfitas productoras
de &cido indolacético a partir de plantas de lenteja de agua del género Spirodela. Para
ello, se recolectdé muestras de plantas de lenteja de agua cultivadas a diferentes
condiciones de nutrientes y pH; se realizo la esterilizacion superficial de las muestras y
se procedio a aislar las bacterias enddfitas. Una vez obtenido los cultivos puros, se
evaluo la produccion de AlA utilizando el reactivo de Salkowski y a las cepas que
presentaron capacidad de producir AlA se las identific6 molecularmente, mediante PCR
convencional del gen 16S rDNA. Se aisl6 9 bacterias endoéfitas, de las cuales 8
revelaron ser productoras de AlA y pertenecer a los géneros Curtobacterium,
Brevundimonas, Arthrobacter, Bacillus y Ochrobactrum. La cepa A3, identificada como
Brevundimonas vesicularis/Brevundimonas nasdae produjo significativamente mas AlA
gue las demas (10.03 + 0.080 pg/mL), al ser cultivarla en medio suplementado con 1
mg/L de triptéfano; por lo que podria ser considerada como un bioinoculante potencial
para cultivos de interés agricola.
Palabras clave:

¢ COMUNIDAD ENDOFITA

¢ PROMOVER EL CRECIMIENTO VEGETAL

e ESTERILIZACION SUPERFICIAL

e TRIPTOFANO

o 16S rDNA



15

Abstract

Duckweed is a small, fast-growing plant with a great capacity to absorb nutrients, that is
why it has been investigated and used in phytoremediation, biofuel production and food;
however, there are few studies on its endophytic community with the potential to
promote plant growth. Therefore, the objective of this project was to isolate and identify
endophytic bacteria that produce indoleacetic acid from duckweed plants of the genus
Spirodela. For this, samples of duckweed plants grown at different nutrient and pH
conditions were collected; the samples were superficially sterilized and the endophytic
bacteria were isolated. Once the pure cultures were obtained, IAA production was
evaluated using the Salkowski reagent and the strains that showed the ability to produce
IAA were molecularly identified by conventional PCR of the 16S rDNA gene. Nine
endophytic bacteria were isolated, of which 8 revealed to be IAA producers and to
belong to the Curtobacterium, Brevundimonas, Arthrobacter, Bacillus and Ochrobactrum
genera. The A3 strain identified as Brevundimonas vesicularis/Brevundimonas nasdae
produced significantly more 1AA than the others (10.03 £ 0.080 pg / mL) when cultured it
in medium supplemented with 1 mg / L of tryptophan; therefore, it could be considered
as a potential bioinoculant for crops of agricultural interest.
Keywords:

e ENDOPHYTIC COMMUNITY

e PROMOTE PLANT GROWTH

e SURFACE STERILIZATION

e TRYPTOPHAN

e 16S rDNA
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Capitulo I: Introduccion
Formulacion del Problema

Cada afio la poblacién mundial esta creciendo aproximadamente 1.1% vy si
continlia esta tendencia, se estima que la poblacion mundial alcance los 9.7 mil millones
en 2050. Asi mismo, el nimero de habitantes en América Latina y del Caribe en 2050
sera de 760 millones y solo en Ecuador de 23 millones (ONU, 2019). De manera que, la
prioridad para los gobiernos de todo el mundo es aumentar la produccion agricola del
25% al 70% para satisfacer la demanda de cultivos (Hunter et al., 2017) y lograr
abastecer de alimento a la poblacién; pero lograr este objetivo es complicado debido a
la reduccion de la tierra cultivable a través de la expansion urbana, el cambio climatico y
las malas practicas agricolas (Smith et al., 2016).

En las Ultimas décadas se ha logrado intensificar los sistemas agricolas logrando
un aumento significativo en la cantidad de alimentos, esto gracias a la aplicaciéon de
tecnologias como variedades de cultivos de alto rendimiento, fertilizantes y pesticidas
qguimicos, riego y mecanizacion (Power, 2010). No obstante, una intensificacion mal
gestionada ha provocado una disminucion de la fertilidad del suelo, contaminacion de
aguas subterraneas, aumento de la liberacion de gases de efecto invernadero y
pérdidas generales de biodiversidad (L. M. Castro et al., 2015).

En muchos lugares del mundo, el uso excesivo de fertilizantes sintéticos esta
causando eutrofizacion, deterioro del suelo (Smith et al., 2016), contaminacién del agua
y contribuyendo al calentamiento global (Capa et al., 2015).

Al comparar la huella de carbono en diferentes sistemas de produccion de café
de América Latina, van Rikxoort et al. (2014) reportaron los valores més altos en
sistemas de monocultivo, donde el café se produce con aplicaciones regulares de
fertilizantes sintéticos y pesticidas, y llegaron a la conclusion de que al gestionar

intensivamente esos sistemas, cerca del 30% de la huella de carbono se debié a la
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produccién y aplicacion de fertilizantes. Por otra parte, De Beenhouwer et al. (2014)
informé de una fuerte reduccion de la diversidad de microorganismos del suelo en los
sistemas cafetaleros de manejo intensivo, donde se utilizan abundantemente
fertilizantes quimicos y pesticidas.

Especificamente en Ecuador, parroquia Anegado (Manabi), se ha informado que
los suelos utilizados para sembrar maiz estan erosionados y este deterioro fue
principalmente por el uso continuo de fertilizantes quimicos (Calderon, 2015). Asi
mismo, se ha reportado contaminacion en el rio Guayas, en donde se determin6 una
gran acumulacion de N y P, en la cual los fertilizantes sintéticos fueron el mayor insumo
de N (53%) y P (57%) (Borbor-Cordova et al., 2006).

En Ecuador, de acuerdo a las estadisticas del INEC en el afio 2019, se inform6
gue en el 56.5% de la superficie con cultivos permanentes se aplicaron insumos de
sintesis quimica, en el 34.4% no se usé ningln tipo de insumo, en el 6.1% se aplicé
insumo organico+quimico y en el 3% se utilizd Unicamente insumos organicos. Por otra
parte, en cultivos transitorios, los valores mencionados anteriormente fueron de 79.6%,
8.4%, 8.4% y 3.7%, respectivamente. De igual manera, INEC reveld que solo en el
cultivo permanente de banano se utilizaron 682 Kg/ha de fertilizantes y en el cultivo
transitorio de papa 458 Kg/ha, siendo los cultivos que mas fertilizante usaron en el afio
20109.

Los agricultores ecuatorianos prefieren usar fertilizantes quimicos, debido a que
son de f4cil manejo en comparacion con los abonos orgéanicos que requieren la
aplicacion de grandes cantidades, lo que incrementa la mano de obra, tiempo y costos.
Sin embargo, el uso exclusivo y continuo de fertilizantes quimicos esta causando la
degradacioén del suelo debido al desequilibrio biol6gico (Valverde et al., 2010).

Estos impactos perjudiciales sobre el medio ambiente motivan a la busqueda de

métodos mas sostenibles de produccion de alimentos. De modo que, en lugar de usar
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productos quimicos sintéticos 0 abusar de sustancias, se necesitan opciones
alternativas sin comprometer la productividad de los cultivos (Elahi et al., 2019). Es por
ello que, durante los ultimos 30 afios se ha estudiado en detalle las interacciones
planta-microorganismo, con el fin de utilizar microorganismos benéficos como
alternativa al uso de fertilizantes quimicos sintéticos (Bulgarelli et al., 2013).
Justificacion

Los resultados de varios estudios sugieren que la explotacion de
microorganismos beneficiosos es una mejor estrategia a largo plazo en comparacion al
uso de fertilizantes quimicos, para aumentar el rendimiento de los cultivos (Pazos-Rojas
et al., 2016). Ademas, las bacterias beneficiosas asociadas a las plantas podrian actuar
contra los patdgenos dentro del ecosistema microbiano, asi como estabilizar el
ecosistema, mejorar la biodiversidad y aumentar la productividad de la planta (Ho et al.,
2017).

Identificar qué tipo de microorganismos promueven el crecimiento de las plantas
y usarlos como biofertilizantes es una tecnologia prometedora para la creacion de una
agricultura sostenible, proporcionar soluciones efectivas y amigables con el medio
ambiente con el potencial de garantizar la seguridad alimentaria (B. R. Glick, 2014). Sin
embargo, para lograr esto, los cientificos aun necesitan forjar una comprensién mas
profunda de los mecanismos subyacentes a los beneficios de crecimiento vegetal por
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPB) (H. Liu et al., 2017).

De las 300 mil plantas conocidas en el mundo, apenas del 1 al 2% se ha
estudiado para determinar su composicién endoéfita. Ademas, solo unas pocas plantas
se han estudiado por completo, es decir, los enddéfitos que se encuentran en todos sus
tejidos (Strobel, 2018). Es por ello que se tiene un gran interés por estudiar la
biodiversidad de los microorganismos enddfitos y poder darles uso en productos y

procesos en agricultura, medicina y biotecnologia (Pandey et al., 2015).
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Algunas bacterias enddfitas pueden tener un amplio rango de hospedadores y
pueden usarse como bioinoculantes para desarrollar un sistema agricola seguro y
sostenible (Afzal et al., 2019). Se ha demostrado que, la inoculacién de bacterias
enddfitas productoras de AlA es una forma prometedora de mejorar la biomasa vegetal,
la longitud, el nUmero de &pices y el area superficial de las raices (S. Ali et al., 2017).

En Ecuador, se ha estudiado los endofitos de ciertas plantas como el cacao
(Melnick et al., 2011), papa (Ortufio et al., 2018), chirimoya (Corral, 2018) y tomatillo
(Intriago & Plaza, 2020), enfatizando su uso como control biol6gico y recientemente
como promotores de crecimiento. Sin embargo, no existen estudios de las bacterias
enddfitas de plantas de lenteja de agua, posiblemente porque no son muy conocidas en
el pais, pero a nivel mundial muchos investigadores han fijado su atencién en estas
plantas debido a su pequefio tamafio, rapido crecimiento y gran capacidad para
absorber nutrientes (Fourounjian et al., 2020) y gracias a estas propiedades es que se
las ha estado utilizando en fitorremediacién, tratamiento de aguas residuales y
explorando su uso en los campos de biocombustibles, produccion de bioplasticos y la
alimentaciéon humana (Cao et al., 2018).

Por lo tanto, este proyecto busca aislar bacterias endoéfitas de plantas de lenteja
de agua, con el fin de hallar bacterias productoras de acido indolacético que puedan ser
utilizadas como bioinoculantes y de esta manera impulsar la producciéon de insumos
agricolas a partir de organismos autéctonos ecuatorianos y reducir el uso de fertilizantes
guimicos que deterioran el medio ambiente, ofreciendo una alternativa ecolégica para la
produccion de cultivos agricolas.

Objetivos
Objetivo General
Aislar e identificar bacterias enddfitas productoras de acido indolacético a partir

de plantas de lenteja de agua del género Spirodela.
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Objetivos Especificos
¢ Aislar bacterias enddfitas a partir de plantas de lenteja de agua del género
Spirodela.
e Determinar la produccién de AlA de los aislados bacterianos.
¢ Identificar molecularmente las bacterias productoras de AlA basadas en el
marcador molecular 16S rDNA.
Hipotesis

Bacterias enddfitas de lenteja de agua del género Spirodela producen AlA.



Capitulo Il: Marco Teorico

Lenteja de Agua

Las lentejas de agua son plantas acuéaticas monocotiledéneas muy pequefias
(ver Figura 1), pertenecen a la familia Lemnaceae, la cual consta de cinco géneros:
Lemna, Landoltia, Spirodela, Wolfia y Wolffiella y 36 especies en todo el mundo. El
género Spirodela cuenta GUnicamente con dos especies: S. polyrhiza y S. intermedia
(Bog et al., 2019). En general, todas las especies de esta familia tienen como cuerpo
vegetal un talo/fronda formado por tejido parenquimatoso con grandes espacios
intercelulares llenos de aire llamados aerénquimas, que ayudan a las plantas a flotar
sobre la superficie del agua, estas frondas son diminutas, ovales y redondas,
aplanadas, de alrededor de 1 mm a menos de 1 cm de ancho (Z. Ali et al., 2015).
Figura 1

Lenteja de agua

Nota. Lenteja de agua cultivada en la empresa Agrovitech.
Las plantas de lenteja de agua pueden crecer en una gran variedad de zonas

geograficas y climaticas, sin embargo, la mayoria de las especies se desarrollan en
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areas tropicales y subtropicales (Mwale & Gwaze, 2013). Habitan en aguas de cualquier

profundidad, siempre y cuando sean |énticas, debido a que no pueden sobrevivir en
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aguas que se mueven a mas de 0.3 m/s, o si estan expuestas al viento. Tienen un
crecimiento maximo a temperaturas entre 17.5 y 30°C, a bajas temperaturas crecen
lentamente y si se llega a superar los 35°C estan plantas tienden a morir (Hasan &
Chakrabarti, 2009). Toleran un amplio rango de pH (3-10), sin embargo su mejor
crecimiento se da entre pH 5y 7 (Vymazal, 2008).

Para mantener una 6ptima produccion de estas macrofitas el TKN del agua no
debe ser menor de 20-30 mg/L y el fésforo debe estar en concentraciones de 6 a 154
mg/L, sin embargo, las lentejas de agua pueden crecer incluso con niveles traza de
estos nutrientes. La conductividad de los electrolitos parece tener algun efecto sobre el
crecimiento de diferentes especies de lenteja de agua, por ejemplo, L. perpusillay S.
polyrrhiza de estanques y acequias en las carreteras de la India exhibieron biomasa
maxima dentro de un rango de 650-1000 uS/cm (Hasan & Chakrabarti, 2009). En la
Tabla 1 se muestra un resumen de las condiciones 6ptimas de crecimiento de las
plantas de lenteja de agua.
Tabla 1

Condiciones de crecimiento de lenteja de agua

Parametro Ambiental Minimo Maximo Optimo
Temperatura (°C) >0 35 17.5-30
pH 3 10 5-7
Nitrégeno (mg/L NH3-N) Trazas 375 7-12
Fésforo (mg/L PO4-P) 0.017 154 4-8
Conductividad (uS/cm) 200 1090 -

Nota. Esta tabla muestra como la lenteja de agua tiene un rango extremo de tolerancia
para la temperatura, pH, nitrégeno, fésforo y conductividad, pero tiene un rango bien
definido de requisitos 6ptimos. Adaptado de: (Hasan & Chakrabarti, 2009).

La lenteja de agua se propaga asexualmente a través de gemacion, su biomasa
se puede duplicar cada 48 a 96 h, dependiendo de la especie y condiciones de cultivo,

esto significa que crecen mas rapido que la mayoria de plantas superiores. No obstante,
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la vida atil de una fronda individual en la fase vegetativa es relativamente corta, de 3 a
10 semanas (Y. Liu et al., 2020). Tanto la tasa de crecimiento como la composicion
guimica de la lenteja de agua dependen en gran medida de la concentracion de
minerales en el agua, tasa de reposicién, equilibrio, pH del agua, temperatura e
incidencia de la luz solar (FAO, 2004). De manera que, esta planta acuética puede
llegar a tener (en materia seca) un contenido de proteina cruda de 16 a 41.7%, fibra
cruda de 8.8 a 15.6%, carbohidratos de 17.6 a 35%, almidon de 21 a 38% y lipidos de
4.5 a 9% (Verma & Suthar, 2015).

Esta planta sirve como una fuente ideal para el suministro de alimentos o
piensos para animales de granja, la acuicultura y posiblemente también para los
humanos (Ziegler et al., 2015) ya que tiene un alto contenido de proteinas y su
composicion en aminoacidos es similar a la de la proteina del suero, que es facilmente
digerida y asimilada por humanos y otros animales (Y. Liu et al., 2020). La proteina de
lenteja de agua contiene 2.7% de metionina y cisteina, 7.7% de fenilalanina y treonina,
4.8% de lisina y es rica en leucina, treonina, valina e isoleucina (Appenroth et al., 2017).

La lenteja de agua tiene una alta capacidad de absorcién de minerales y puede
tolerar una elevada carga organica, por lo tanto, se utiliza para procesar aguas
residuales, reducir la eutrofizacién y eliminar contaminantes (Ekperusi et al., 2019). De
manera que son sistemas de tratamiento de bajo costo de construccién y
mantenimiento, ademas que son simples de operar (Arroyave, 2004). Ademas tiene una
capacidad de acumulacién rapida de grandes cantidades de almiddn, lo que la convierte
en una materia prima alternativa para la produccion de etanol, butanol y biogas (Cui &
Cheng, 2015).

Estas plantas también son de interés como biofébricas potenciales para la
produccion de proteinas de fusién, proteinas de vacunas, albumina sérica, hemoglobina

y colageno (Kuznetsova et al., 2019). El género Spirodela se considera un modelo para
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la biologia sintética debido a su pequefio genoma (158 Mb) y grandes frondas, lo que la
hace conveniente para la investigacion de biologia molecular y cultivo de tejidos (Wang
et al., 2014).

Interaccion Planta-Microorganismos

Todas las plantas interactian con microorganismos en una determinada etapa
de su vida y llegan a albergar complejas comunidades microbianas endoégenas y
exdgenas en simbiosis positiva 0 negativa (Yamakawa et al., 2018). Las comunidades
ecoldgicas de plantas y microorganismos se ven afectadas por el genotipo de la planta
(Bodenhausen et al., 2014) y los factores ambientales. La diferencia entre los genotipos
provoca diferentes respuestas fisiolégicas e inmunes y conduce a comunidades
microbianas especificas del huésped. Los exudados de las raices de las plantas
(azucares, aminoacidos, acidos organicos, nucleétidos, flavonoides, compuestos
antimicrobianos y enzimas) (Baetz & Martinoia, 2014) difieren entre las especies de
plantas, por lo que se esperan discrepancias en los microbiomas de la rizosfera de las
diferentes especies de planta (Ho et al., 2017).

Las bacterias que promueven el crecimiento y la salud vegetal se denominan
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPB), mientras que las que
inhiben el crecimiento se conocen como bacterias inhibidoras del crecimiento de las
plantas (PGIB) (Ishizawa et al., 2017). Las PGPB benefician a las plantas al mejorar la
absorcion de nutrientes del medio ambiente, estimular el crecimiento de raices y brotes
al producir acido indol acético, 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasas y
solubilizando fosfato (Ho et al., 2017).También mejoran la resistencia de las plantas al
estrés abiotico como la sequia, los metales pesados, las sales y la deficiencia de
nutrientes (H. Zhang et al., 2008); y al estrés bidtico como la interaccion con otros
organismos, infeccién por patdégenos y dafio por plagas de insectos (Prashar et al.,

2013). Las PGPB incluyen aquellas que viven libremente, aquellas que forman
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relaciones simbidticas especificas con las plantas, enddfitos bacterianos que pueden
colonizar los tejidos interiores de una planta y las cianobacterias (Ramos Cabrera,
2018).

La primera cepa PGPB de lenteja de agua descubierta fue Acinetobacter
calcoaceticus P23, aislada de la rizésfera de Lemna aoukikusa, la cual mejora el
crecimiento de la lenteja de agua tanto en medios sintéticos como en el agua (Yamaga
et al., 2010). Otro ejemplo, es la cepa Aquitalea magnusonii H3, aislada de Lemna
minor, que puede promover el crecimiento de la lenteja de agua incluso en presencia de
otras cepas bacterianas, incluidas las PGIB (Ishizawa et al., 2017).

Bacterias Endofitas

Las bacterias endoéfitas son microorganismos que viven dentro de los tejidos
vegetales durante al menos una parte de su vida, sin causar ningin sintoma aparente
de enfermedad en el huésped (Christina et al., 2013). Estas bacterias usan la endosfera
de la planta como un nicho ecoldgico protector Gnico que proporciona un ambiente
seguro y consistente sin perturbar las condiciones ambientales fluctuantes que afectan
a las bacterias rizosféricas y epifitas (Senthilkumar et al., 2011). Varios estudios han
reportado bacterias endéfitas que pueden promover el crecimiento de plantas como
trigo, arroz, canola, papa, tomate y muchas mas (Mei & Flinn, 2010).

Las bacterias enddfitas pueden beneficiar a su huésped directa o
indirectamente. Directamente, actian mejorando la absorcion de nutrientes, incluido el
nitrégeno, fosforo y el hierro, y modulando las fitohormonas relacionadas con el
crecimiento/estrés, como son auxinas, citoquinas o etileno (Santoyo et al., 2016).
Indirectamente, intervienen al atacar plagas/patégenos y antagonizar las plantas
competidoras, para ello, utilizan mecanismos como produccion de antibiéticos, enzimas

gue degradan la pared celular, reduccion de los niveles de etileno de las plantas,
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resistencia sistémica inducida, disminucién de la cantidad de hierro disponible para los
patdégenos y sintesis de compuestos volatiles inhibidores de patdégenos (B. Glick, 2020).

Para brindar estos beneficios, las bacterias deben colonizar competitivamente el
interior de la planta, siendo este un proceso secuencial, que comienza desde la
rizosfera (las bacterias responden a los exudados de la raiz de la planta) (Rosenblueth
& Martinez, 2006), seguido por el rizoplano (superficies de la raiz) y la colonizacién del
interior de la raiz. Una vez dentro, los enddfitos competentes puede moverse a las
partes aéreas de las plantas (Afzal et al., 2019). Cabe recalcar que aunque las bacterias
enddfitas generalmente ingresan a las plantas a través de la zona de las raices, también
pueden utilizar las partes aéreas de las plantas, incluidos los tallos, las hojas, las flores
y los cotiledones (Zinniel et al., 2002).

El tipo de diversidad enddfita presente en una planta puede depender de varios
factores como: especie de planta, forma de cultivo, etapa de crecimiento, tipo de tejido,
localizaciéon geogréfica, clima, sequia, salinidad, temporada, patégenos, método de
esterilizacion y medios de cultivo (Hallmann & Berg, 2007). El tipo de suelo utilizado
para cultivar una planta también puede determinar su comunidad enddfita, por ejemplo,
el mismo cultivo de plantas que crece en diferentes suelos agricolas puede tener
bacterias endéfitas muy variadas (Rashid et al., 2012). La diferencia en la comunidad
enddfita también puede resultar de la preferencia impuesta por la planta huésped en
respuesta a las condiciones del suelo y de estrés. Por lo tanto, la seleccién de
comunidades bacterianas enddfitas es un proceso dindmico que esté estrictamente
controlado por la planta huésped, donde las bacterias que favorecen a la planta
huésped en una situacion particular son preferidas por la planta sobre otras bacterias

enddfitas (Afzal et al., 2019).
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Produccion de Acido Indolacético (AIA)

El &cido indol-3-acético (AIA) es la auxina mas importante producida por las
plantas, ya que tiene un papel significativo en la formacién de hojas, desarrollo de
embriones y raices, abscision, fototropismo, geotropismo, desarrollo de la fruta, entre
otros (Chandra et al., 2018). El AlA influye en la division y alargamiento celular,
dominancia apical, iniciacion de raices y produccién de biomasa de las plantas (Raju et
al., 2020).

La produccién de AIA en bacterias (PGPBs y bacterias fitopatdgenas), es una
caracteristica importante. Es asi que, el AIA puede actuar como una molécula de sefial
entre bacterias y plantas (Mohite, 2013). Por ejemplo, bacterias consideradas
patdgenas de plantas como Pseudomonas savastanoi pv y Agrobacterium spp.
producen corona de agallas y tumores en el tejido vegetal, respectivamente, que en
plantas jovenes ocasiona desarrollo anormal, retrasos en el crecimiento, susceptibilidad
a otras enfermedades e incluso la muerte de la planta (P. Vega et al., 2016). Por otra
parte, bacterias PGPBs productoras de altas concentraciones de AIA pueden aumentar
la biomasa total de las raices, lo que permite que la planta absorba mejor el agua y los
minerales, que a su vez puede mejorar la colonizacién de bacterias (Gilbert et al., 2018).
Algunos ejemplos de bacterias productoras de AIA se encuentran en los géneros
Bacillus, Acinetobacter, Pseudomonas, Azospirillum y Azotobacter (Khan et al., 2016).

El AlA se sintetiza generalmente de dos formas, la dependiente de triptéfano
(Trp) y la independiente de Trp. (Duca et al., 2014). Hay cuatro vias principales de
sintesis de AIA dependientes de Trp en bacterias: Indol-3-piruvato (IPA), triptamina
(TPM), indol-3-acetonitrilo (IAN) e indol-3-acetamida (IAM) (P. Zhang et al., 2019). Las
vias IPA e IAM estan mas ampliamente distribuidas y son las més relevantes. La via

IPA se ha informado sobre todo en PGPBs, mientras que la via IAM ha sido reportada
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en bacterias fitopatégenas. Cabe recalcar que algunas cepa bacterianas son capaces
de utilizar mas de una via (P. Vega et al., 2016).
Métodos de Cuantificacion de AIA

Existen algunos métodos para detectar la biosintesis de AlA. Entre ellos se tiene
el método colorimétrico de Salkowski, cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
(Castillo et al., 2005), la cromatografia liquida y la espectrometria de masas en tAndem
de ionizacion por electrospray (LC-ESI-MS / MS), y mediante cromatografia de capa fina
de alto rendimiento (HPTLC) (Gang et al., 2019).

El método mas utilizado es el colorimétrico, empleando el reactivo de Salkowski
(Gordon & Weber, 1951). Este reactivo es una mezcla de cloruro férrico 0.5 M (FeCls) y
acido perclérico al 35% (HCIO4) que al reaccionar con AlA produce un color rosado,
debido a la formacion de complejos de AlIA 'y a la reduccién de Fe®* (Kamnev et al.,
2001). El color desarrollado por reaccién positiva indica la presencia de diversos
compuestos inddlicos como producto del metabolismo del triptéfano (A. Rahman et al.,
2010).

Métodos Moleculares para la Identificacién Bacteriana

Los métodos moleculares varian con respecto al poder discriminatorio, la
reproducibilidad, la facilidad de uso y la facilidad de interpretacion. Para la identificacion
bacteriana se puede utilizar métodos como la Reacciéon en Cadena de Polimerasa
(PCR), Barcoding, huella digital de amplificacién de DNA (DAF), fragmentos
polimorficos amplificados al azar (RAPD), polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
(Olubukola, 2003), electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), tipificacion de
secuencias multilocus (MLST), analisis multilocus de numero variable de repeticiones en

tandem (MLVA), ribotipificacién, PCR basada en secuencias repetitivas (rep-PCR),
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microarreglos de DNA e incluso secuenciacion del genoma completo (Adzitey et al.,
2013).

La PCR cosiste en producir millones de copias de una porcion de gen, un gen
completo o grupos de genes con alta fidelidad (Malik et al., 2008). Cada ensayo de PCR
requiere la presencia de DNA molde, cebadores, nucleotidos, DNA polimerasa y buffer,
estos componentes se mezclan y luego se colocan en un termociclador, que permite
gue se produzcan ciclos repetidos de amplificacion del DNA (M. T. Rahman et al., 2013)
en tres pasos basicos: desnaturalizacion (separacion de las hebras de DNA),
alineamiento (los cebadores se unen a los segmentos de DNA diana) y extension (la
DNA polimerasa extiende los cebadores agregando nucle6tidos a la cadena de DNA en
desarrollo) (Garibyan & Avashia, 2013). La PCR es el método mas utilizado para la
amplificacion del gen 16S rDNA, el cual es el marcador molecular mas usado para la
clasificacion bacteriana (Srinivasan et al., 2015).

El gen 16S rDNA bacteriano tiene aproximadamente 1500 pb de largo y contiene
regiones conservadas y variables que evolucionan a diferentes velocidades. Las bajas
tasas de evoluciéon de las regiones anteriores permiten el disefio de cebadores
universales que amplifican genes en diferentes taxones, mientras que las regiones de
rapida evolucion reflejan diferencias entre especies y son Utiles para la clasificacion
taxonomica (Kai et al., 2019). La tasa de sustitucion estimada es ~7 mil veces mayor
para las regiones hipervariables que para las altamente conservadas y se ha
considerado que estas diferencias genéticas reflejan, para la mayoria de las bacterias,
la divergencia del genoma, lo que hace que esta secuencia sea ideal para lograr un
nivel confiable de informacién taxonémica. Es por ello, que es reconocida como la
“estandar de oro” para la identificacién bacteriana (Rosselli et al., 2016).

Hay dos métodos principales para visualizar los productos de la PCR: (1) tincion

del producto de DNA amplificado con un colorante quimico como el bromuro de etidio,



30

gue se intercala entre las dos hebras del duplex o (2) marcando los cebadores o

nucleétidos de la PCR con fluorescencia tintes (fluoréforos) antes de la amplificacion por
PCR (Van Pelt-Verkuil et al., 2008).El método mas utilizado para analizar el producto de
la PCR es el uso de electroforesis en gel de agarosa, que separa los productos de DNA
en funcién del tamafio y la carga. Una PCR exitosa produce una sola banda del tamafio

esperado (Garibyan & Avashia, 2013).
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Capitulo lll: Materiales y Métodos
Participantes del Proyecto

El proyecto de tesis fue desarrollado por Myriam Estefania Abad Arce, con la
colaboracién de Francisco Flores Ph,D. Director del Proyecto; y se conto con la
participacion de las empresas Agrovitech y el laboratorio IDgen.

Zona de estudio

En la empresa Agrovitech se recolectd todas las muestras y se realizo el
aislamiento de las bacterias; este establecimiento se encuentra ubicado en la provincia
de Pichincha, canton Quito, parroquia Cotogchoa, con coordenadas Latitud: 0°21°36.4”S;
Longitud: 78° 27°20.6" W.

En el laboratorio IDgen se realizé los ensayos colorimétricos y la identificacion
molecular; el cual se encuentra ubicado en la provincia de Pichincha, cantén Rumifiahui,
Av. de los Granados E14-285 y Eloy Alfaro, con coordenadas Latitud: 0°09°56.9”S;
Longitud: 78° 28°07.0” W.

Periodo de investigacion

El proyecto se llevé a cabo en los meses de agosto hasta diciembre de 2020 y
tuvo una duracion de cinco meses.
Muestreo

Se cultivé plantas de lenteja de agua del género Spirodela proporcionadas por la
empresa Agrovitech en tres tanques con agua potable (ver Figura 2) bajo las condiciones

mostradas en la Tabla 2. Esto se realiz6 con el fin de obtener mayor variedad de bacterias.
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Figura 2

Cultivo de lenteja de agua del género Spirodela

Nota. Los tanques fueron previamente desinfectados y rellenados con aproximadamente

80 L de agua.
Tabla 2

Condiciones de cultivo de lenteja de agua del género Spirodela

N° de Tanque Nutrientes Conductividad pH
(uS/cm)
A Sin Nutrientes 150 6.5
B Sin Nutrientes 150 8
C (NH4)H2PO4, KCl, Ca(NO;J,)z, MgSO4| 500 6.5

FeSQ., CH,4N,O y Micromix

Se realizaron tres muestreos: a los 7, 14 y 21 dias de cultivo. Se recolect6 tres
muestras en diferentes puntos de cada tanque con ayuda de un cernidor y se colocé en
recipientes plasticos para su posterior procesamiento. De manera que se obtuvo un total
de 27 muestras.

Aislamiento de Bacterias Endéfitas
Esterilizacion Superficial
Se tomé 20 g de biomasa recolectada y se lavo con agua para limpiar restos de

algas e impurezas. Entonces, se desinfectd con una soluciéon de hipoclorito de sodio al
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5% mas dos gotas de Tween 20 durante 30 s y se enjuagd cinco veces con agua
destilada estéril (Kittiwongwattana & Thawai, 2013). Con el fin de comprobar la correcta
esterilizacion superficial se tomé alicuotas del tltimo lavado, se sembr6 en agar LB y se
incubd a 28°C, por 48 h.
Inoculacién y Cuantificacion de UFC/mL

Las plantas esterilizadas correctamente fueron maceradas en un mortero estéril
y se agreg6 20 mL de agua destilada estéril para conseguir una suspension de la
biomasa. A esta suspension se le realiz6 diluciones seriadas tomando 1 mL de
suspension y colocando en tubos con 9 mL de agua destilada estéril. Entonces se
inoculé 0.1 mL de cada dilucion por extension en placas Petri con agar LB por triplicado,
se incubd por 96 h y se procedi6 al conteo de colonias (Ortega et al., 2017).
Seleccion de Colonias

Se seleccionaron colonias diferentes de acuerdo a su morfologia tomando en
cuenta: forma completa de la colonia, tamafio, borde/margen, pigmentacion, opacidad y
consistencia/textura. La mayoria de parametros se evalué a simple vista, Unicamente
para la valoracion de la consistencia/textura se utilizé un asa de siembra (Vargas &
Kuno, 2014).
Obtencién y Conservacién de Cultivos Puros

Las colonias seleccionadas se resembraron por estria cruzada en placas Petri
con agar LB tres veces hasta la obtencion de cultivos puros. Para la conservacion de los
mismos se sembro los aislados puros en tubos con caldo LB, se incub6 durante 48 h a
28°C, se tom0 alicuotas de 500 pL y se colocé en criotubos con 500 pL de glicerol

estéril al 30%, se mezclo utilizando agitador vortex y se almaceno6 a -20°C (Coila, 2018).
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Evaluacion de la Produccién de AIA
Determinacion de Curvas de Calibracion Absorbancia vs UFC/mI de Cepas

Para evaluar la produccion de AlA se requiere trabajar con la misma cantidad de
biomasa por lo que fue necesario determinar la relacion del nimero de bacterias vs
absorbancia de cada cepa aislada. Con este fin se emple6 el método de conteo en
placas y el método turbidométrico, de manera que cada cepa se inocul6 en tubos con
10 mL de caldo LB y se incubd por 48 h. Para el conteo en placas se realiz6 diluciones
seriadas 1/100 tomando 0.1 mL de caldo bacteriano y colocando en tubos con 9.9 mL
de agua destilada estéril, hasta conseguir la dilucién 10°6. Se procedié a sembrar por
extension 0.1 mL de las diluciones 102, 10*y 10 por triplicado en placas Petri con agar
LB y se incubd a 28°C durante 48h; al final del periodo de incubacién se realizé el
conteo de colonias. Para el método turbidométrico también se realizé diluciones
seriadas, sin embargo, las diluciones fueron 1/2 de manera que se tomd 3 mL de caldo
bacteriano y se colocé en tubos con 3 mL de caldo LB estéril, hasta conseguir la
dilucién 1/16. Se midi6 las absorbancias de todos los tubos utilizando el
espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Diaz, 2011). Utilizando estos datos se hall6 las
ecuaciones que relacionan la absorbancia en funcién del nimero de bacterias de cada
cepa.
Curva Estandar de AIA

Para la obtencion se la curva estandar de AlA se sigui6 el protocolo empleado por
Gordon & Weber (1951) modificado. Se prepar6 una solucion madre de 1 mg/mL de AIA
y a partir de ella se realizé una curva patréon tomando concentraciones de 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40 y 45 pg/mL de AlA (ver Tabla 3) por triplicado. 1 mL de cada solucion fue
tomado y se le aumenté 2 mL de reactivo de Salkowski (2% de FeCl; 0.5 M en 35% de
acido perclorico), por 30 min se dejo reposar a temperatura ambiente y en oscuridad, y

se ley6 las absorbancias de los tubos a 540 nm utilizando el espectrofotdmetro Nanodrop
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2000. Se hallé la ecuacion que relaciona la absorbancia en funcion de la concentracion
de AlA utilizando los valores obtenidos.
Tabla 3

Estandares para la curva de calibracion de AIA

[AIA] (ng/ml) Volumen Solucién Madre (uL) Volumen de Agua (pL)

0 0 1000

5 5 995
10 10 990
15 15 985
20 20 980
25 25 975
30 30 970
35 35 965
40 40 960
45 45 955

Cuantificacion de la Produccidn in Vitro de AIA

De acuerdo a la metodologia de Ortega et al. (2017) se inocul6 las cepas
bacterianas en tubos con 10 mL de caldo LBy se incub6 de 48 a 96 h. Transcurrido
este periodo se midi6 la absorbancia de los tubos en el espectrofotémetro Nanodrop
2000, tomando en consideracion las curvas de calibracion absorbancia vs UFC/ml de
cada cepa se diluyé los caldos bacterianos hasta fijarlos en una concentracién de 5 x
107 UFC/mL. Entonces se tomd 0.2 mL de las diluciones bacterianas y se inoculé en
tubos que contenian 4.9 mL de caldo LB con la adicion de L-triptéfano en las
concentraciones de 1, 2 'y 5 mg/L, por triplicado. Se utiliz6 como testigo una serie de
tubos con caldo nutritivo sin L-triptéfano. Los tubos fueron incubados a 28°C durante 96
h, se mezclé 1 mL de cultivos bacterianos con 2 mL de reactivo de Salkowski, se dej6
durante 30 min en oscuridad, se ley6 las absorbancias de los tubos a 540 nm y se
interpolé en la curva estandar de AlA.

Las bacterias productoras de AlA in vitro fueron caracterizadas de acuerdo a lo

enunciado por Khalid et al. (2004), en tres grupos: las que producen de 1 a 10 pg/mL
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(bajas productoras); de 11 a 20 yg/mL (medianas productoras) y las que producen de
21 a 30 yg/mL (altas productoras).
Identificacion Molecular de los Aislados Productores de AIA
Método Rapido de Extraccion de DNA

Para la extraccién de DNA se siguio el protocolo de Englen & Kelley (2000)
modificado en esta investigacion. De manera que, se realizé una resiembra de las
cepas productoras de AlA; tras 48 h de incubacién, se tomd cuatro asadas de colonias y
se resuspendié en tubos Eppendorf estériles con 500 pL de agua destilada estéril. Se
colocé en un bafo de agua hirviendo por 15 min e inmediatamente se transfirié a un
bloque de hielo a -20°C por 10 min. Entonces se centrifug6 a 13 mil rpm durante 2 min,
el sobrenadante obtenido se uso directamente en la reaccion de PCR.
Amplificacion y Secuenciacion del Gen 16S rDNA

El gen 16S rDNA se amplificé utilizando los primers universales 27F
(5'’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3") y 1492R (5TACGGYTACCTTGTTACGACTT3"),
gue abarca casi toda la longitud del gen 16S rDNA (Heuer et al., 1997), con un amplicon
esperado de ~1500 pb. La mezcla de PCR (25 pL) contuvo: 2 pL de muestra
(sobrenadante), 2 uL de primer 27F, 2 uL de primer 1492R ,12.5 uL de GoTag® Green
Master Mix, 2X (DNA polimerasa GoTaq®, tampdn de reaccién 2X Green GoTaq® (pH
8.5), dNTP 400 uM y MgCl2 3 mM) y 6.5 pL de agua libre de nucleasas; se centrifugd
durante 30 s en una mini centrifuga. En un inicio la temperatura fue de 94°C durante 4
min, luego se configuré 40 ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 15 s, 72 °C por 45 s y para
terminar 72°C por 5 min (Soto, 2018).

El método de evaluacion de los productos de PCR fue una electroforesis en gel,
gue contenia 1% de agarosa y al cual se le agregé bromuro de etidio. Entonces, los
amplicones del gen 16S rDNA de los aislados bacterianos se enviaron a la empresa

Macrogen para su purificacion y secuenciacion.
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Analisis Bioinforméatico de las Secuencias

Las secuencias del gen 16S rDNA fueron editadas utilizando el programa
Geneious 2021.0.1 y se realizé la busqueda de secuencias similares utilizando la
herramienta BLASTnh en GenBanK del Centro Nacional para Informacion Biotecnoldgica
(NCBI). A continuacion, con ayuda del programa CLUSTAL W se hizo un alineamiento
multiple de secuencias entre las secuencias que presentaron los mas altos porcentajes
de similitud y las secuencias en estudio. Finalmente se construyé un arbol filogenético
en el programa MEGA X, utilizando el mejor modelo determinado por el mismo software
y un analisis de bootstrap de 1000 repeticiones.
Anélisis Estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software Graphpad Prism, en
donde se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis y las diferencias se consideraron
significativas con p<0.05. Posteriormente se realizé la prueba de comparacion multiple

de Dunn.
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Capitulo IV: Resultados

Aislamiento de Bacterias Endofitas
Esterilizacion Superficial

La esterilizacion superficial se realizé correctamente ya que no se presentd
crecimiento bacteriano en todas las placas inoculadas con el agua del ultimo lavado de
las plantas de lenteja de agua.
Cuantificacion de UFC/mL de Bacterias Endéfitas

Se obtuvo crecimiento de colonias en placa de las muestras de plantas de
lenteja de agua cultivadas en el tanque A (sin nutrientes, 150 uS/cm, pH 6.5) y en el
tanque C (con nutrientes, 500 uS/cm, pH 6.5) como se puede ver en la Tabla 4. Sin
embargo, en las placas de las muestras obtenidas del tanque A no se pudo obtener una
medida confiable de UFC/mL debido a que el nUmero de colonias visualizadas fue <30.
Por otra parte, ninguna muestra recolectada del tanque B (sin nutrientes, 150 uS/cm, pH
8) presentd crecimiento bacteriano colonial, mientras que las UFC/mL obtenidas de la
plantas del tanque C parecen incrementar con el paso del tiempo.
Tabla 4

UFC/mL de bacterias endofitas de lenteja de agua del género Spirodela

Tanque A Tanque B Tanque C
Muestreo  Colonias UFC/mL Colonias UFC/mL Colonias UFC/mL
+ TFTC - 0 + TFTC
1 + TFTC - 0 + TFTC
+ TFTC - 0 + TFTC
+ TFTC - 0 + 6x102
2 + TFTC - 0 + 2X10°
+ TFTC - 0 + 5X10°
+ TFTC - 0 + 1x10*
3 + TFTC - 0 + 1x104
+ TFTC - 0 + 2x104

Nota. (UFC): Unidad Formadora de Colonia, (+): presencia de colonias bacterianas, (-)

ausencia de colonias bacterianas, (TFTC): muy pocas para contar.
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Cepas Aisladas

Se aislaron un total de nueve bacterias enddfitas de las plantas de lenteja de
agua del género Spirodela; cuatro de ellas (Al, A2, A3 y A4) se obtuvieron de las
plantas de lenteja de agua del tanque A, mientras que las cinco restantes (C5, C6, C7,
C8y C9) se aislaron de las plantas de lenteja de agua del tanque C. Las caracteristicas
morfologicas de cada cepa se muestran en la Tabla 5.
Tabla 5
Caracteristicas morfologicas coloniales de bacterias endéfitas aisladas de lenteja de

agua del género Spirodela

Cepa Forma Tamafo Borde Pigmentacion Opacidad Consistencia
(mm)
Al Circular <1 Entero Amarillo Translicida Mucoide
A2 Circular <1 Entero Crema Translicida Mucoide
A3 Circular 1-5 Entero Anaranjado Opaca Mucoide
A4 Irregular <2 Entero Amarillo Oscuro Opaca Viscoso
C5 Circular ~1 Entero Blanca Opaca Viscoso
C6 Irregular ~4 Ondulado Blanca Opaca Quebradiza
Cc7 Irregular <3 Entero Transparente-  Transparente Viscoso
Blanquecino
C8 Circular ~5 Entero Blanca Opaca Viscoso
C9 Circular ~3 Entero Blanca Opaca Viscoso

Nota. Elaboracién Propia.

Las formas de colonias halladas fueron circular e irregular; los tamafos variaron
de <1 a ~5; los bordes fueron en casi su totalidad enteros, con excepcién de una cepa
con borde ondulado; la pigmentacion varié entre los colores blanco, crema, amarillo y
anaranjado; se diferenciaron opacidades: translicida, opaca y transparente; y en cuanto

a la consistencia algunas fueron mucoides, viscosas o quebradizas.
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Evaluacién de la Produccion de AIA
Curvas de Calibracion Absorbancia vs UFC/ml de cepas

Para poder fijar el mismo nimero de bacterias por cada cepa para la
cuantificacién de AlA, se requiri6 la elaboracién de las curvas de calibracién Abs vs
UFC/ml de cada cepa aislada. Las curvas se muestran en la Figura 3 y contienen su

respectiva ecuacion y valor R?.



Figura 3

Curvas de calibracion Absorbancia vs UFC/mL de la cepa A1-C9
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Curva Estandar de AIA

Para la cuantificacion de la produccion de AIA de los aislados bacterianos se
requirio la elaboracion de una curva estandar, misma que se muestra en la Figura 4, su
ecuacion es: Y=0.02507*X+0.04460 y su valor de R? es de 0.9960.
Figura 4
Curva estandar de AIA

§ Y =0.02507*X + 0.04460  R*= 0.9960
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Cuantificacion de la Produccion in vitro de AIA
Ocho de las nueve cepas de este estudio produjeron AlA in vitro y de acuerdo a
la clasificacién de Khalid et al. (2004) todas fueron bacterias bajas productoras (1 a 10
pHg/mL) como se muestra en la Tabla 6.
Tabla 6

Produccién de AIA de bacterias endéfitas aisladas de lenteja de agua del género

Spirodela
Produccion de AIA (ug/mL)
Cepa Testigo Trp (1 mg/L) Trp (2 mg/L) Trp (5 mg/L) Clasificacion
Al 1.745 £ 0.061* 0.255 + O* 0.229 + 0.023 0.894 + 0.069 Baja
A2 0.747 £ 0.046* 5.308 + 0.122* 4.085 +0.144 1.838 £ 0.046 Baja
A3 1.519 £ 0.061* 10.03 + 0.080* 2.184 +0.115 1.825 + 0.023 Baja
A4 1.333+0 23700 1.705 + 0.083 2.077 £0.061 Baja

C5 0+0 0+0 0.043 £ 0.023 0+0 NP
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Produccion de AIA (ug/mL)

Cepa Testigo Trp (1 mg/L) Trp (2 mg/L) Trp (5 mg/L) Clasificaciéon
C6 1.106 £0.023  0.774£0.040* 1.372+0.040* 0.987 £0.023 Baja
Cc7 2.011+0,040 1.931+0.040* 2.064+0.023 4.019 £+ 0.083* Baja
C8 4550+0.092 4.683 +0.040* 3.566 +0.080* 4.098 +0.023 Baja
C9 5.042 + 0.080* 3.886+0 4777 £0.083  3.168 + 0.069* Baja

Nota. (NP): no productora de AlA, (*): diferencia estadisticamente significativa p<0.05.

La cepa C5 fue la Unica clasificada como no productora de AlA.

Al comparar la produccién de AlA frente a las diferentes concentraciones de

triptéfano para cada cepas aislada se obtuvo que las cepas Al y C9 presentaron mayor

produccioén sin la adicion de triptéfano, 1.745 + 0.061 y 5.042 + 0.080 ug/mL,

respectivamente; la concentracién de 1 mg/L de triptéfano potencio la produccion de

AIA en las cepas A2 (5.308 + 0.122 pg/mL), A3 (10.03 + 0.080 pg/mL) y C8 (4.683 +

0.040 pg/mL); la concentracion de 2 mg/L de triptéfano acrecento la produccion de AIA

en la cepa C6 (1.372 £+ 0.040 pg/mL) y Unicamente la cepa C7 mostré una alta

producciéon de AIA (4.019 + 0.083 pg/mL) con la adiciéon de 5 mg/L de tript6fano; no hubo

diferencia significativa en la produccion de AIA de la cepa A4 (1-2 ug/mL) sin la adicién

de tript6fano o al variar sus concentraciones (ver Figura 5).
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Figura 5

Produccion de AlA de bacterias enddfitas aisladas de lenteja de agua del género

Spirodela
= Testigo
. mmm=  Trp (1 mg/L)
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< : *
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Cepas aisladas

Nota. (*): Diferencia estadisticamente significativa p<0.05, (Tpr): triptéfano.

Ademas, al comparar la produccién de AIA tomando en cuenta las diferentes
bacterias aisladas se obtuvo que la cepa A3 produjo significativamente mas AlA que las
demas (10.03 £ 0.080 pg/mL) al cultivarla en medio suplementado con 1 mg/L de
triptofano.

Identificacion Molecular de los Aislados Productores de AIA
Amplificacion del Gen 16S rDNA

Se continud con la identificacion molecular de las bacterias que revelaron

capacidad de producir AlA, es decir, todas las cepas aisladas excepto la cepa C5. La

electroforesis de los amplicones obtenidos revel6 una Unica banda en todos los casos
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de ~1.5 kb correspondiente al tamafio del gen 16S rDNA, como se puede ver en la
Figura 6.
Figura 6

Bandas de los productos de amplificacién del gen 16S rDNA de los bacterias

productoras de AlA aisladas de plantas de lenteja de agua del género Spirodela

Nota. Electroforesis en gel de agarosa 1%, 100 V 30 min. (M): marcador de peso
molecular de 1 kb, (-): control negativo (agua libre de nucleasas), (+): control positivo.
Analisis Bioinformatico de las Secuencias

Una vez recibidas las secuencias, se procedi6 a analizar la calidad de las
mismas, mediante el programa Geneious 2021.0.1. Las secuencias tenian una calidad

superior a 87%, sin embargo, para obtener una mejor calidad se recortaron los
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extremos debido a la baja resolucion que presentaron los electroferogramas. De esta
manera, se obtuvo secuencias con una calidad mayor al 91%.
Tabla 7

Caracteristicas de las secuencias de los productos de PCR

Muestra Longitud (bp) % de Calidad
Al 1259 98.6
A2 1342 97.7
A3 1245 99.2
A4 1281 98.5
C6 1390 97.8
C7 1204 91.6
C8 1199 93.9
C9 913 99.5

Nota. (bp): pares de bases.

Las secuencias luego de su edicion se encuentran en los Anexos 1-8. La
busqueda de secuencias con alineaciones significativas fue realizada para cada cepay
se muestra en las Tablas 8-15.

En la Tabla 8, se puede notar que de acuerdo a los porcentajes de identidad
superiores al 99.44% todas las cepas pertenecen al género Curtobacterium. De manera
gue, la cepa Al aislada en el presente estudio pertenece a este género. La cepa tipo
con la que present6 mayor similitud fue Curtobacterium flaccumfaciens con un 99.68%
de similitud.

Tabla 8

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa Al

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Curtobacterium flaccumfaciens 0.0 99.68 MT760002.1
Curtobacterium pusillum 0.0 99.60 LN681569.1
Curtobacterium flaccumfaciens 0.0 99.52 MT758031.1
Curtobacterium pusillum 0.0 99.52 NR_042315.1
Curtobacterium oceanosedimentum 0.0 99.44 NR_116064.1

Curtobacterium pusillum 0.0 99.44 MT760355.1
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Nombre cientifico

E valor

% ldentidad

N° Accesidn

Curtobacterium oceanosedimentum

0.0

99.44

NR_104839.1

En la Tabla 9, se puede ver que segun los porcentajes de identidad superiores al

99.70% todas las cepas pertenecen al género Curtobacterium (al igual que la cepa Al).

Por lo que, se puede decir que la cepa A2 también pertenece a este género. La cepa

tipo con la que presentd mayor similitud fue Curtobacterium flaccumfaciens con un

99.68%.

Tabla 9

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa A2

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Curtobacterium flaccumfaciens 0.0 99.70 MT760002.1
Curtobacterium pusillum 0.0 99.33 LN681569.1
Curtobacterium oceanosedimentum 0.0 99.33 MT780276.1
Curtobacterium flaccumfaciens 0.0 99.55 MT758031.1
Curtobacterium pusillum 0.0 99.26 NR_042315.1
Curtobacterium oceanosedimentum 0.0 99.18 NR_116064.1
Curtobacterium oceanosedimentum 0.0 99.18 NR_104839.1
Curtobacterium luteum 0.0 99.40 MT781467.1
Curtobacterium luteum 0.0 99.03 NR_026157.1
Curtobacterium oceanosedimentum 0.0 99.32 MT781435.1

A partir del alineamiento multiple de secuencias de las cepas Al y A2 con las

secuencias obtenidas en la base de datos se construy6 el arbol filogenético mostrado

en la Figura 7, el cual refleja que las cepas Al y A2 estan estrechamente relacionadas

al género Curtobacterium.
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Figura 7
Arbol filogenético de las cepas Al y A2

MT781435.1 Curtobacterium oceanosedimentum

MT780276.1 Curtobacterium oceanosedimentum

MR 116064.1 Curtobacterium oceanosedimentum

MR 104839 1 Curtobacterium oceanosedimentum

74

ce MR 0423151 Curtobacterium pusillum

LMNE81569.1 Curtobacterium pusillum

NR 026157 .1 Curtobacterium luteum
21 «i

% L MT781467 1 Curtobacterium luteum

cepa A1

ﬂ{ MTT7680002.1 Curtobacterium flaccumfaciens
8

° MT758031.1 Curtobacterium flaccumfaciens

MR 043897 .1 Frondihabitans australicus outgroup

0.0050

Nota. Para la elaboracion de este arbol se utiliz6 el método de Maxima Verosimilitud y el
modelo TN93+G+l.

Por otra parte, en la Tabla 10 se puede ver que segun los porcentajes de
identidad superiores al 99.36% todas las cepas pertenecen al género Brevundimonas.
De manera que la cepa A3 pertenece a este género. La cepa Al tuvo 100% de similitud

con las especies Brevundimonas vesicularis y Brevundimonas nasdae.



Tabla 10

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa A3
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Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Brevundimonas vesicularis 0.0 100 NR_113586.1
Brevundimonas vesicularis 0.0 100 LN681560.1
Brevundimonas nasdae 0.0 100 NR_028633.1
Brevundimonas vesicularis 0.0 100 NR_037104.1
Brevundimonas intermedia 0.0 99.84 NR_041966.1
Brevundimonas nasdae 0.0 99.68 MW228832.1
Brevundimonas intermedia 0.0 99.68 MW228826.1
Brevundimonas vesicularis 0.0 99.52 NR_112078.1
Brevundimonas vesiclaris 0.0 99.36 NR_116136.1

A partir del alineamiento multiple de secuencias de la cepa A3 con las

secuencias obtenidas en la base de datos se construy6 el arbol filogenético mostrado

en la Figura 8. Este arbol no brinda informacion clara de la filogenia de la cepa A3 ya

gue no se ve la formacién de clados concisos para cada especie.
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Figura 8

Arbol filogenético de la cepa A3
s MW228832.1 Brevundimonas nasdae

87 MW228826.1 Brevundimonas intermedia
MR 041866.1 Brevundimonas intermedia
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NR 112078.1 Brevundimonas vesicularis
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— NR 028633.1 Brevundimonas nasdae

LNE681560.1 Brevundimonas vesicularis

NR 116136.1 Brevundimonas vesicularis

NR 041964 .1 Caulobacter mirabilis outgroup

—_

0.0050
Nota. Para la elaboracién de este arbol se utilizé el método de Maxima Verosimilitud y el
modelo HKY+G.

Enla Tabla 11, en cambio se puede ver que la cepa tipo con la que present6
mayor similitud la secuencia de la cepa A4 fue Arthrobacter rhombi con un 99.38%,
debido a ello, se la puede identificar de esa manera.
Tabla 11

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa A4

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Arthrobacter rhombi 0.0 99.38 NR_026448.1
Glutamicibacter halophytocola 0.0 97.5 MK424284.1
Glutamicibacter arilaitensis 0.0 97.5 MK424282.1
Glutamicibacter halophytocola 0.0 97.5 NR_156872.1

Glutamicibacter arilaitensis 0.0 97.5 NR_074608.1
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Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Glutamicibacter arilaitensis 0.0 97.5 NR_025611.1
Arthrobacter halodurans 0.0 97.42 MK424278.1
Arthrobacter halodurans 0.0 97.42 NR_ 116375.1
Arthrobacter pascens 0.0 97.42 NR_026191.1

A partir del alineamiento multiple de secuencias de la cepa A4 con las

secuencias obtenidas en la base de datos se construy6 el arbol filogenético mostrado

en la Figura 9, el cual refleja q
especie Arthrobacter rhombi.

Figura 9

ue la cepa A4 esté estrechamente relacionada a la

Arbol filogenético de la cepa A4

100 MK424278.1 Arthrobacter halodurans
83 NR 116375.1 Arthrobacter halodurans

87

MR 026191.1 Arthrobacter pascens

® L NR 026448.1 Arthrobacter rhombi

100 MK424284 1 Glutamicibacter halophytocola

MR 1568721 Glutamicibacter halophytocola

ag NR 025611.1 Glutamicibacter arilaitensis

MK424282 1 Glutamicibacter arilaitensis
100

MR 074608.1 Glutamicibacter arilaitensis

oo

MR 0746552 Brachybacterium faecium outgroup

Nota. Para la elaboracion de este arbol se utiliz6 el método de Maxima Verosimilitud y el

modelo TN93+G+I.
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Asimismo, en la Tabla 12 se muestran las secuencias que produjeron
alineaciones significativas en BLASTn de GenBank con la secuencia de la cepa C6. En
esta tabla se puede apreciar claramente que la cepa C6 pertenece al género Bacillus.
Sin embargo, no se puede identificar a nivel de especie ya que la secuencia de la cepa
Al coincidié al 100% con varias especies (Bacillus aerophilus, Bacillus aerius, Bacillus
stratosphericus y Bacillus altitudinis).

Tabla 12

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa C6

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Bacillus aerophilus 0.0 100 MN845151.1
Bacillus aerius 0.0 100 MK850542.1
Bacillus aerius 0.0 100 NR_118439.1
Bacillus stratosphericus 0.0 100 NR_042336.1
Bacillus altitudinis 0.0 100 NR_042337.1
Bacillus aerius 0.0 99.93 MNZ200939.1
Bacillus xiamenensis 0.0 99.93 MG988382.1
Bacillus xiamenensis 0.0 99.93 NR_148244.1
Bacillus stratosphericus 0.0 99.93 NR_118441.1

A partir del alineamiento maltiple de secuencias de la cepa C6 con las
secuencias obtenidas en la base de datos se construy6 el arbol filogenético mostrado
en la Figura 10. Este arbol muestra que la cepa C6 esta cercanamente relacionada con
todas las especies enlistadas en la Tabla 12. De igual manera, no se aprecia la

formacion de clados concisos entre cepas de la misma especie.
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Figura 10

Arbol filogenético de la cepa C6

— MN200939.1 Bacillus aerius
MK850542.1 Bacillus aerius
MMNB45151.1 Bacillus aerophilus

MNR 042336.1 Bacillus stratosphericus
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F NR 118441 1 Bacillus stratosphericus

—— MG988382. 1 Bacillus xiamenensis

NR 148244 1 Bacillus xiamenensis

FJ214659.1 Marinococcus luteus outgroup

—_
0.020

Nota. Para la elaboracién de este arbol se utilizé el método de Maxima Verosimilitud y el
modelo HKY+I.

En la Tabla 13, se puede ver que la cepa C7 pertenece al género Bacillus (al
igual que la cepa C6) y podria ser identificada como Bacillus circulans ya que presenté
el mayor porcentaje de similitud con esta especie (98.05%).

Tabla 13

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa C7

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
0.0 98.05 NR_118445.1
Bacillus circulans 0.0 98.05 NR_112632.1
Bacillus circulans 0.0 97.96 NR_104566.1

Bacillus circulans
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Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Bacillus oryzisoli 0.0 97.49 NR_151979.1
Bacillus sp. 0.0 97.31 MK355518.1
Bacillus circulans 0.0 96.93 NR_115579.1
Bacillus nealsonii 0.0 97.03 NR_044546.1

A partir del alineamiento multiple de secuencias de la cepa C7 con las

secuencias obtenidas en la base de datos se construy6 el arbol filogenético mostrado

en la Figura 11. En esta figura se ve que la cepa C7 mantiene una estrecha relacioén con

la especie Bacillus circulans y ha formado un clado conciso con la misma.

Figura 11

Arbol filogenético de la cepa C7

NR 1184451 Bacillus circulans

53
r NR 104566.1 Bacillus circulans

— NR 115579.1 Bacillus circulans

&

NR 112632 .1 Bacillus circulans
{NR 044546 1 Bacillus nealsonii
01 MKk355518.1 Bacillus sp.

—— NR 151979.1 Bacillus oryzisoli

—

n.0z20

cepa C7

FJ214659 1 Marinococcus luteus outgroup

Nota. Para la elaboracién de este arbol se utilizé el método de Maxima Verosimilitud y el

modelo HKY+G.
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En la Tabla 14, se puede notar que la cepa C8 pertenece al género
Ochrobactrum y coincide en un 99.58% con la especie Ochrobactrum
pseudogrignonense, por lo que se lo identifico de esa manera.

Tabla 14

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa C8

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Ochrobactrum pseudogrignonense 0.0 99.58 NR_042589.1
Ochrobactrum thiophenivorans 0.0 98.83 NR_042599.1
Ochrobactrum sp. 0.0 98.67 MG835335.1
Ochrobactrum grignonense 0.0 98.67 NR_114149.1
Ochrobactrum grignonense 0.0 98.58 NR_028901.1
Ochrobactrum grignonense 0.0 98.58 NR_115044.1
Ochrobactrum anthropi 0.0 98.09 MH281752.1
Ochrobactrum anthropi 0.0 98.09 NR_074243.1

Por otra parte, en la Tabla 15 se muestran las secuencias que produjeron
alineaciones significativas en BLASTn de GenBank con la secuencia de la cepa C9. Al
igual que la cepa C8, la cepa C9 pertenece al género Ochrobactrum y coincide en un
100% con la especie Ochrobactrum pseudogrignonense.

Tabla 15

Secuencias que producen alineaciones significativas con la cepa C9

Nombre cientifico E valor % ldentidad N° Accesion
Ochrobactrum pseudogrignonense 0.0 100 NR_042589.1
Ochrobactrum thiophenivorans 0.0 99.23 NR_042599.1
Ochrobactrum grignonense 0.0 99.01 NR_114149.1
Ochrobactrum pituitosum 0.0 99.01 NR_115043.1
Ochrobactrum grignonense 0.0 98.90 NR_028901.1
Ochrobactrum grignonense 0.0 98.90 NR_115044.1
Ochrobactrum sp. 0.0 98.80 MG835335.1

A partir del alineamiento multiple de secuencias de las cepas C8 y C9 con las

secuencias obtenidas en la base de datos se construyd el arbol filogenético mostrado
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en la Figura 12, en donde se puede ver que las cepas C8 y C9 estan estrechamente
relacionadas con la especie Ochrobactrum pseudogrignonense.
Figura 12

Arbol filogenético de la cepa C8 y C9

s MR 115044 1 Ochrobactrum grignonense
100 | ' MR 028901.1 Ochrobactrum grignonense

NR 1141491 Ochrobactrum grignonense

NR 042599 1 Ochrobactrum thiophenivorans
65

—— MG835335.1 Ochrobactrum sp.

cepa C9

67

NR 042589 1 Ochrobactrum pseudogrignonense

NR 074243 1 Ochrobactrum anthropi
ﬂ

® | MH281752.1 Ochrobactrum anthropi

NR 0442691 Daeguia caeni outgroup

0.0050

Nota. Para la elaboracion de este arbol se utiliz6 el método de Maxima Verosimilitud y el
modelo T92+G+I.
Resumen de Resultados

Los enddfitos productores de AlA encontrados en este estudio pertenecen a los
filos Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes; y a nivel de género forman parte de los
géneros Curtobacterium, Brevundimonas, Arthrobacter, Bacillus y Ochrobactrum. En la
Tabla 16, se muestra la identificacion de las cepas productoras de AlA y la cantidad de

AlA producida por las mismas en diferentes concentraciones de triptéfano en el medio
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de cultivo. En este estudio, se obtuvo que la cepa A3 identificada como Brevundimonas

vesicularis/Brevundimonas nasdae produjo significativamente mas AlA que las demas

(10.03 + 0.080 pg/mL), al cultivarla en medio suplementado con 1 mg/L de triptéfano.

Tabla 16

Resumen de resultados

Produccion de AIA (ug/mL)

Cepa Identificacion Testigo Trp (1 mg/L) Trp (2 mg/L) Trp (5 mg/L)
Curtobacterium
Al ) 1.745 + 0.061* 0.255 + 0% 0.229 +0.023 0.894 + 0.069
flaccumfaciens
Curtobacterium
A2 ) 0.747 + 0.046* 5.308 £ 0.122* 4.085 +0.144 1.838 + 0.046
flaccumfaciens
Brevundimonas
vesicularis /
A3 ) 1.519 + 0.061* 10.03 + 0.080* 2.184 £0.115 1.825 + 0.023
Brevundimonas
nasdae
Arthrobacter
A4 ) 1.333+0 2.370+0 1.705 + 0.083 2.077 £0.061
rhombi
Cc6 Bacillus sp. 1.106 + 0.023 0.774 + 0.040* 1.372 £ 0.040* 0.987 +0.023
C7 Bacillus circulans 2.011 + 0,040 1.931 + 0.040* 2.064 + 0.023 4.019 £ 0.083*
Ochrobactrum
C8 ] 4.550 +0.092 4.683 + 0.040* 3.566 + 0.080* 4.098 +0.023
pseudogrignonense
Ochrobactrum
c9 ) 5.042 + 0.080* 3.886+0 4,777 £0.083 3.168 + 0.069*
pseudogrignonense

Nota. (*): Diferencia estadisticamente significativa p<0.05, (Trp): triptéfano, (AlA): acido

indolacético.
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Capitulo V: Discusion

El procedimiento de aislamiento es un paso critico al trabajar con bacterias
enddfitas ya que debe ser lo suficientemente sensible para recuperar los
microorganismos endofitos, pero al mismo tiempo debe ser lo suficientemente fuerte
como para eliminar los epifitos de la superficie de la planta (Anjum & Chandra, 2015).
La validacién del procedimiento de esterilizacion de la superficie es imprescindible, ya
gue solo de esa manera se puede suponer gue los microorganismos aislados son
enddfitos. Una de las formas de verificar este proceso es cultivando alicuotas de agua
del ultimo lavado en medios nutritivos y si no se produce crecimiento microbiano en el
medio, la esterilizacion de la superficie se considera completa (Hallmann et al., 2007).
Por lo tanto, las bacterias aisladas en este estudio pueden ser consideradas endoéfitas
ya que no se obtuvo crecimiento bacteriano en todas las placas inoculadas con el agua
del dltimo lavado de las plantas de lenteja de agua.

Existen muchos factores que pueden influir en la diversidad endofita de una
planta en particular, por ejemplo, la edad, el genotipo, la ubicacién geogréafica e incluso
el tejido que se analiza (Hallmann & Berg, 2007). Ademas, las etapas de crecimiento de
la planta hospedante también pueden determinar la diversidad enddfita de una planta,
donde las etapas de la planta enriquecidas en disponibilidad de nutrientes tienden a
tener una mayor diversidad bacteriana (Shi et al., 2014). Con el fin de obtener mayor
diversidad de bacterias enddfitas en el presente trabajo, se cultivd plantas de lenteja de
agua en diferentes condiciones de nutrientes, conductividad eléctrica y pH. Fue asi que
se obtuvo enddfitos bacterianos de las plantas cultivadas tanto en el tanque A (sin
nutrientes, 150 uS/cm, pH 6.5) como en el C (con nutrientes, 500 uS/cm, pH 6.5). Cabe
recalcar que en las muestras tomadas del tanque C (con nutrientes) se obtuvo un mayor
namero de UFC/mL que en los demas tanques, sin embargo, no se observé una mayor

diversidad.
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Por otra parte, ninguna muestra recolectada del tanque B (sin nutrientes, 150
puS/cm, pH 8) presento crecimiento bacteriano colonial. Esto pudo deberse a que el pH
mas elevado del agua afectd negativamente a la planta, ya que se observé con raices
mas delgadas y débiles; y en este caso en particular el protocolo de esterilizacién que
se utilizé pudo haber sido muy fuerte para la planta. Hollants et al. (2010) menciona que
sustancias como el cloro o derivados del mercurio no son adecuados para la
esterilizacion de superficie de muestras delicadas.

Las bacterias endofitas productoras de AlA de plantas de lenteja de agua del
género Spirodela hallados en esta investigacion fueron de los filos Actinobacteria,
Proteobacteria y Firmicutes. Lo que coincide con los reportes de Kittiwongwattana
(2015) y Gilbert et al. (2018) al estudiar la biodiversidad endéfita de la lenteja de agua
de los géneros Wolffia, Lemna, Spirodela y Landoltia. Del filo Actinobacteria, se
encontro los géneros Curtobacterium y Arthrobacter; del filo Proteobacteria los géneros
Brevundimonas y Ochrobactrum; y del filo Firmicutes el género Bacillus. Los géneros
Brevundimonas y Bacillus han sido reportados por los autores mencionados
anteriormente; sin embargo, los géneros Curtobacterium, Arthrobacter y Ochrobactrum
no habian sido reportados como enddfitos de lenteja de agua. Esto se explica ya que de
acuerdo a Acosta et al. (2020) la lenteja de agua tiene un conjunto de taxones
bacterianos presentes de manera constante, no obstante las bacterias que se
encuentran en la lenteja de agua en un sitio y que no se encuentran en otro podrian ser
bacterias especificas de ese lugar. Ademas, las plantas utilizadas en este estudio
fueron cultivadas, a diferencia de las estudiadas por otros autores, las cuales eran
silvestres; respecto a ello, Glassner et al. (2015) menciona que pueden existir
diferencias sustanciales entre los taxones de plantas cultivadas y silvestres en relacion

al tipo de enddfitos que las colonizan.
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Aunque no todos los géneros de este estudio han sido reportados anteriormente
como enddfitos de lenteja de agua, si lo han sido de muchas otras plantas. El género
Curtobacterium, se encontré como endéfito de varios cultivos, incluido el hiame (Tor et
al., 1992), uva (Bell et al., 1995), trébol rojo y papa (Sturz et al., 1998), pino (Bent &
Chanway, 1998), arroz (Elbeltagy et al., 2000; Mano et al., 2006), citricos (Araujo et al.,
2001), plantas de la pradera (Zinniel et al., 2002), cafeto arabigo (F. Vega et al., 2005),
alamo (Ulrich et al., 2008), pasto varilla (Gagne-Bourgue et al., 2013), raigras (Kukla et
al., 2014), cdfiamo (Afzal et al., 2015), rambutan (Suhandono et al., 2016), Kobreasia
capillifolia (WANG et al., 2016), manzana (Miliute et al., 2016) y morera (Xu et al., 2019).

El género Brevundimonas, ademas de haber sido reportado como enddfito de
lenteja de agua (Kittiwongwattana, 2015), ha sido nombrado como enddéfito de maiz
(Montafiez et al., 2012), melocotén (Liagat & Eltem, 2016), planta medicinal Ferula
songorica (Y. H. Liu et al., 2016), jarilla (Afzal et al., 2016), té (Yan et al., 2018), sorgo
(Mareque et al., 2018) y arroz (Shen et al., 2019).

El género Arthrobacter, se encontré como enddfito resistente a metales en las
plantas hiperacumuladoras de niquel Alyssum bertolonii (Barzanti et al., 2007), cadmio
Solanum nigrum (Luo et al., 2011) y cobre Commelina communis (Sun et al., 2010).
También se report6 Arthrobacter spp. endéfitos de dlamos que crecen en sitios
contaminado con BTEX (Moore et al., 2006), uvas (Marasco et al., 2013), hipérico
(Egamberdieva et al., 2017) y en plantas acuaticas como Azolla (Forni et al., 1992) y
Elodea potamogeton (Coila, 2018).

El género Bacillus, se ha mencionado como enddfito de fresa (Dias et al., 2009),
ginseng (Vendan et al., 2010), eucalipto (Paz et al., 2012), banano (Andrade et al.,
2014), jengibre (Chen et al., 2014), semillas de frijol (Chimwamurombe et al., 2016),
zamarilla (Hassan, 2017), tomate (Tian et al., 2017), judia (Bhutani et al., 2018), maiz

(Ribeiro et al., 2018), alfalfa (Chinnaswamy et al., 2018), semillas de garbanzo
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(Mukherijee et al., 2020), Pulicaria incisa (Fouda et al., 2021) y en lenteja de agua
(Kittiwongwattana, 2015; Gilbert et al., 2018) como ya se menciond.

El género Ochrobactrum, se ha hallado como endéfito de arroz (Tripathi et al.,
2006), nédulos del garbanzo (Imran et al., 2010), manglares (Renata A. Castro et al.,
2014), guaranazeiro (M. C. dos S. e Silva, 2015), semillas de guarana (M. C. S. Silva et
al., 2016), regaliz (Li et al., 2016) planta medicinal calamo aromatico (Singh &
Khunjamayum, 2018), nddulos de alfalfa (Navarro-Torre et al., 2019) y maiz (U. C. Silva
et al., 2021).

Los géneros Curtobacterium, Brevundimonas, Arthrobacter, Bacillus y
Ochrobactrum en muchos estudios han revelado tener cepas productoras y no
productoras de AlA, ademas, las cantidades producidas por cada cepa ha sido variable.
Por otra parte, en algunos casos la adicion de triptéfano al medio de cultivo potencié la
produccion de AlA de algunas cepas, pero en otros casos no ha existido influencia.

En cuanto a la produccion de AIA por parte del género Curtobacterium, WANG
et al. (2016) informd que la cepa C. flaccumfaciens 262XY 10, endéfito de Kobreasia
capillifolia, generd 5.53 + 0.122 ug/mL, en medio al que se adicion6é 1 mg/L de
triptéfano. S. Ali et al. (2018) report6 que, endofitos Curtobacterium spp. aislados de la
savia del maiz, producian de 3 a 4 ug/mL en medio con 200 mg/L de tript6fano. C.
flaccumfaciens MOSEL-w15 aislada del caflamo por Afzal et al. (2015) revel6
produccion de 1.8 pg/mL en medio sin triptéfano y 5.1 pg/mL en medio suplementado
con 200 mg/L de triptéfano (el triptéfano potencié ligeramente la produccion de AlA en
esta cepa). Por otra parte, endoéfitos C. flaccumfaciens aislados por R. A. Castro (2011)
de manglares, revelaron una produccion de AlA de 16 a 23 pg/mL en medio
suplementado con 1 g/L de tript6fano, mientras que, en estas mismas condiciones,
Kukla et al. (2014) report6 enddfitos de raigras C. flaccumfaciens cepas S3, S4y S21

con producciones de 1.9 £ 0.1 pg/mL, 1.0 £ 0.1 pg/mL y 28.7 + 0.2 pg/mL,
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respectivamente. Es importante mencionar que también se encontré cepas aisladas del
arroz, no productoras de AlA (Elbeltagy et al., 2000).

En este estudio, la cepa Al identificada como C. flaccumfaciens manifesto
Unicamente produccién de AIA en medio sin triptéfano (1.745 + 0.061 ug/mL), mientras
que la cepa A2, perteneciente a la misma especie, reveld producir AIA (5.308 + 0.122
pg/mL, valor maximo) solo en presencia de triptéfano y no hubo diferencia significativa
entre concentraciones.

Respecto al género Brevundimonas, Liagat & Eltem (2016) report6 a B.
vesicularis EGE-B-4, aislada de porta injertos del melocotén, como productora de AlA
con 9.6 + 2.9 ug/mL en medio al que se le agreg6 1 g/L de triptéfano. Brevundimonas
sp. EMA-177 aislada por Montafiez et al. (2012) reveld una produccion de AlA de 49.0
pg/mL en medio con 2 g/L de triptéfano. También, se ha dado el caso de informes
donde ninguna cepa aislada del género Brevundimonas mostré capacidad de producir
AIA, como por ejemplo, enddfitos de la planta de té aislados por Yan et al. (2018) y B.
vesicularis, enddfita de arroz (Shen et al., 2019).

En esta investigacion, la cepa A3 identificada como B. vesicularis/B. nasdae
reveld produccién de AlA tanto en medio con triptéfano como sin él. Sin embargo, en
medio suplementado con 1 mg/L de triptéfano exhibié una mayor produccién (10.03 £
0.080) en comparacién con los demas tratamiento y respecto a las demas cepas
estudiadas.

Por otra parte, Luo et al. (2011) aislo enddfitos de Arthrobacter de Solanum
nigrum y notificé que la cepa enddfita Arthrobacter sp. LKRO3 tuvo la capacidad de
producir 8.8 £ 0.1 pg/mL de AIA, mientras que las cepas LKR02 y LKS02 revelaron ser
no productoras de AlA. Sun et al. (2010), también reporté dos cepas endofitas
productoras de AlA, aisladas de Commelina communis, Arthrobacter spp. GM21 y

YM21, con valores de 12.4 + 45y 41.1 + 4.7 pg/mL; y una cepa no productora



63

(Arthrobacter sp. YM11). Egamberdieva et al. (2017) informé que el endéfito de hipérico,
A. crystallopoietes S1, produjo 19.8 pg/mL de AIA en medio sin triptéfano y 22.1 pg/mL
en medio con triptéfano (el triptéfano potencié ligeramente la produccion de AlA en esta
cepa). Estos estudios evaluaron la produccién de AIA en medio suplementado con 500
mg/L de triptéfano. De igual manera, Arthrobacter spp. fueron aisladas de especies de
helechos acuéticos Azolla pinnata y Azolla filiculoides; estas bacterias produjeron AlA
Unicamente en medio al que se le afiadio triptéfano. La maxima produccion de AIA (10
png/mL) fue producido por A. globiformis en medio suplementado con 600 mg/L de
triptéfano, seguido de 4.4 ug/mL generado por A. nicotianae, en medio con 400 mg/L de
triptéfano. El contenido de AlA varié segun la concentracion de triptéfano agregado al
medio de cultivo, generalmente mas alto a 400 y 600 mg/L de triptéfano (Forni et al.,
1992).

En este estudio, la cepa A4 identificada como Arthrobacter rhombi revelé una
produccion de 1-2 ug/mL de AlA y no hubo diferencia significativa entre tratamientos.
Estos valores fueron inferiores a los reportados en bibliografia de otras especies
pertenecientes al mismo género.

En cuanto al género Bacillus, Bhutani et al. (2018) reporté Bacillus spp.
(enddfitos de nédulos de judias) productores de AIA en un rango de 4.93 a 92.03 pug/mL
en medio suplementado con 100 mg/L de tript6fano. Andrade et al. (2014) aisl6
endofitos de este género de la planta de banano, que revelaron ser productores de AIA
en un rango de 0.05 a 47.88 03 pg/mL en medio con 100 mg/L de triptéfano y de 0.80 a
4.39 pg/mL en medio sin triptéfano, revelando una notable influencia del tript6fano en el
medio. Igualmente, Dias et al. (2009) encontré productores de AlA enddfitos de fresa,
los cuales mostraron generar de 1 a 20 pg/mL en medio con 100 mg/L de tript6fano.

Ribeiro et al. (2018), también informé de Bacillus spp. endofitos productores de AlA del
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maiz, cuya produccion iba de 3.2 a 61.6 pg/mL en medio suplementado con 1g/L de
triptéfano.

En este proyecto, la cepa C6 identificada como Bacillus sp. manifesté
produccion de AIA en medio sin triptéfano (1.106 + 0.023 pg/mL) y en medio
suplementado con 2 mg/L de triptéfano (1.372 + 0.040 pug/mL), no hubo diferencia
significativa entre estos valores. Asi mismo, la cepa C7 identificada como Bacillus
circulans produjo AlA en todos los tratamientos, pero presenté una concentracion
maxima de AlA (4.019 + 0.083) en medio suplementado con 5 mg/L de triptéfano.

Con respecto al género Ochrobactrum, Imran et al. (2010) reportd que endofitos
Ochrobactrum spp. de nédulos de garbanzo podian producir hasta 6.5 pg/mL de AIA
(cuantificado mediante HPLC). Por otra parte, la cepa Ochrobactrum intermedium
AcRz3, enddfita de calamo aromatico revel6 una produccion de 29.61 pg/mL, en medio
suplentado con 2 mg/mL de triptéfano (Singh & Khunjamayum, 2018). Asi mismo, Yu et
al. (2017) report6 que Ochrobactrum sp. MGJ11, aislado de la rizosfera de la soya
produjo 121.1 pg/mL de AIA en medio con 500 mg/L de triptéfano.

La cepa C8 y C9 aisladas en esta investigacion fueron identificadas como
Ochrobactrum pseudogrignonense y ambas produjeron AlA tanto en medio con y sin
triptéfano. La cepa C8 produjo una cantidad maxima de AlA (4.683 £ 0.040 ug/mL) en
medio suplementado con 1 mg/L de triptéfano, mientras que la cepa C9 revel6 maxima
produccion (5.042 + 0.080 pg/mL) en medio sin triptéfano.

En esta investigacion hubo cepas que produjeron AlA en presencia y ausencia
de triptéfano como fue el caso de la cepa A3, A4, C6, C7, C8 y C9. Sin embargo, la
cepa Al solo produjo AIA en ausencia de triptéfano y la cepa A2 Unicamente en
presencia del mismo. La razén de este comportamiento diferencial entre cepas, podria
ser explicado por Patten & Glick (1996), quienes mencionan que el AlA es un metabolito

qgue puede ser producido mediante vias dependientes e independientes de triptéfano y
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mas de una via podria estar presente en una bacteria. Sin embargo, la existencia de la
via independiente de triptéfano se ha cuestionado, debido a que no se ha
caracterizado ninguna enzima de misma (Patten & Glick, 1996). Cabe recalcar que,
el conocimiento actual sobre la biosintesis de AIA en bacterias se remonta a finales del
siglo pasado, ya que no hay estudios recientes sobre las vias biosintéticas de AIA en
bacterias.

Ademas, se dio el caso de que las cepas A3, C6, C7, C8 y C9 presentaron una
producciéon maxima de AlA a diferentes concentraciones de triptéfano, mientras que las
cepas A2 y A4 no tuvieron diferencia significativa con respecto a la concentracion de
triptéfano en el medio. Esto se explica debido a que existen cepas que producen altas
cantidades de AIA hasta una cierta concentracion de triptéfano, que al sobrepasarla
produce efectos adversos sobre la produccién de AIA, empezando a decaer, como es el
caso de Acetobacter diazotrophicus L1, que a concentraciones mas altas de 1.2 g/L de
triptéfano disminuye su produccion de AlA (Patil et al., 2011). Otro caso es el de la cepa
PVM de Pantoea agglomerans, la cual disminuye su produccién de AlA al aumentar la
concentracion de triptéfano por encima de 1 g/L. Es por ello que la concentracion de
triptéfano como precursor influye mucho en la produccion de AlA de ciertas bacterias
(Bharucha et al., 2013). Por otra parte, el triptéfano en el medio puede no influir
significativamente en la produccion de AlA, ya que como se menciond anteriormente las
bacterias podrian utilizar vias independientes de triptéfano para la produccion de AIA
(Patten & Glick, 1996).

Esta investigacion ha permitido aislar bacterias endoéfitas productoras de AlA de
plantas de lenteja de agua del género Spirodela y estos resultados contribuyen al
conocimiento de la diversidad de las fitobacterias enddfitas de estas plantasy a la

caracterizacion de uno de los atributos promotores de crecimiento, que es la produccion
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de fitohormonas, especificamente el AlA. Se evidencié que 8 de 9 aislados fueron
capaces de producir AlA, destacando la cepa A3, que produjo significativamente mas
AlA que las demés (10.03 + 0.080 ug/mL) al cultivarla en medio suplementado con 1
mg/L de triptéfano. Esta cepa podria ser considerada como un bioinoculante potencial

para cultivos de interés agricola.
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Capitulo VI: Conclusiones

Mediante técnicas microbiologicas se logro aislar bacterias endoéfitas de lenteja
de agua Spirodela con capacidad de produccion de AlA, siendo esta una caracteristica
de promocién de crecimiento en plantas.

Ocho de las nueve cepas de este estudio fueron capaces de producir AlA en un
rango de 1 a 10 pg/mL, siendo la cepa Brevundimonas vesicularis/Brevundimonas
nasdae A3 la que produjo mayor concentracion de AlA (10.03 £ 0.080 pg/mL).

El uso de técnicas moleculares y bioinformaticas permitié una identificacion
molecular a nivel de especie en la mayoria de los casos, comprobando que el gen 16S
rDNA es un buen marcador molecular para la identificacion bacteriana.

Se determiné que los endofitos productores de AlA de esta planta pertenecen a
los géneros Curtobacterium, Brevundimonas, Arthrobacter, Bacillus y Ochrobactrum, los
cuales han sido reportados como endoéfitos de una variedad de cultivos y también han

revelado capacidad de promover el crecimiento vegetal.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Antes de realizar la esterilizacion superficial de las plantas para obtener las
bacterias endéfitas, se debe estandarizar un protocolo adecuado que permita eliminar
las bacterias del rizoplano, sin afectar a la planta y a su comunidad enddfita.

Utilizar otros marcadores moleculares (rpoB, gyrB) para llegar a identificar a
nivel de especie a la cepa de mayor produccion de AIA (Brevundimonas
vesicularis/Brevundimonas nasdae A3).

Complementar la identificacién molecular con técnicas microbiolégicas y/o
bioquimicas, no solo para ayudar en la identificacion bacteriana sino también para darle
soporte a los resultados obtenidos mediante técnicas moleculares.

Caracterizar las cepas bacterianas obtenidas para otros atributos de PGPB
como fijacion de nitrégeno, solubilizacién de fosfatos, efecto antagoénico, etc. Y realizar

ensayos in vivo para comprobar el efecto promotor de crecimiento.
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