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1. Resumen 
Este trabajo muestra nuestro progreso experimental dirigido a la conservación y 

restauración las poblaciones de Agave, especialmente Agave marmorata, una 

especie de agave amenazada por su uso generalizado en la producción de mezcal 

"tepextate". Combinamos la micropropagación de líneas vegetales clonales y 

técnicas bacteriológicas, en particular el uso de bacterias endófitas derivadas de 

sus propias semillas (Martinez-Rodriguez et al., 2019), para reforzar la adaptabilidad 

y la capacidad de supervivencia de las plantas mediante su inoculación cuando se 

trasladan a una siguiente condición de cultivo para luego ser reintroducida. Una de 

nuestras principales preocupaciones es cómo el cambio climático y la gestión de 

fertilizantes afectan a las plantas en la naturaleza y en las tierras cultivadas. Por lo 

tanto, para mejorar nuestros conocimientos se hicieron dos revisiones integrales 

que nos permitieron identificar el estado actual de ambos temas (Beltran-García et 

al., 2021; Beltran-García et al., 2024).  

En esta disertación, primero presentamos la respuesta de las líneas clonales a 6-

benzimolopurina (BAP), una citocinina que aumenta la proliferación de brotes. Las 

líneas clonales AM32 y AM33 fueron seleccionadas porque respondieron con hasta 

90 brotes, el mayor número de brotes inducidos por la adición de BAP. Las 

diferencias inducidas por el BAP entre las líneas podrían utilizarse para producir 

plantas de alta calidad con diferentes capacidades, p. ej., proliferación rápida, mejor 

adaptación al estrés y crecimiento bajo limitación de nutrientes. El análisis de la 

composición vegetal de los compuestos fenólicos, flavonoides y saponinas se 

realizó, pero no mostró diferencias significativas entre las líneas clónicas. Los 

extractos tienen perfiles similares de fragmentos iónicos (m/z) con ligeras 
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variaciones de intensidad y apariencias de señales en m/z 1361.978 en la línea 

AM33. 

También encontramos que el endófito Achromobacter xylosoxidans NAX tiene la 

mayor compatibilidad con las líneas de Agave marmorata (Martínez-Rodriguez et 

al., 2022). Sin embargo, la inoculación de las plantas con Enterobacter cloacae dio 

lugar a la muerte de la planta. Es difícil determinar si E. cloacae se comporta como 

un patógeno o no soporta el crecimiento de las plantas, ya que no se observaron 

signos de enfermedad y no hubo diferencias significativas en la muerte inducida 

entre las tres líneas clonales. La cepa A. xylosoxidans mostró propiedades de 

crecimiento vegetal (PBPP). La actividad de deaminasa del ACC, una enzima 

relacionada con la degradación del etileno bajo condiciones de estrés, es la PBPP 

más evidente. A diferencia de otros Achromobacter endófitos previamente 

reportados, NAX no tiene actividad antifúngica. En contraste, encontramos una 

promoción intrigante del crecimiento de hongos fitopatogenos; se necesitan más 

estudios para comprender estos resultados.  

Por otro lado, se determinó el efecto de la aplicación de 3 bacterias endofíticas (B. 

velezensis [BV], Micrococcus luteus [ML] y A. xylosoxidans [NAX]) y lantano sobre 

el crecimiento de las plantas bajo nutrición restringida. La cepa NAX estimula la 

formación de nuevas hojas y raíces después de 15 semanas y provoca la mayor 

acumulación de biomasa seca, que fue hasta tres veces superior a la del control, 

seguida por la aplicación de 10 ppm La(NO3)3. Se observaron diferencias en la 

ubicación de la biomasa seca. Los tratamientos bacterianos con BV, AX y ML 

mostraron que la biomasa vegetal se acumuló principalmente en las hojas, pero el 

mayor porcentaje de biomasa inducida por el lantánido se observó en las raíces. 
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Los tratamientos bacterianos con BV, AX y ML mostraron que la biomasa vegetal 

se acumuló principalmente en las hojas, pero el mayor porcentaje de biomasa 

inducida por el lantano se observó en las raíces. El contenido de unidades 

formadoras de colonias (UFC) en el tejido vegetal aumenta hasta 7 logs cuando las 

plantas se transfieren a un sustrato de arena del desierto sin nutrientes. Los 

tratamientos con 10 ppm de La(NO3)3 y las bacterias endófitas también conducen a 

cambios en el número de UFCs del microbioma endófito cultivable, aunque no se 

observaron diferencias significativas, pero existe una diferencia en la diversidad 

filogenética del microbioma activado, que incluye como principales filos a los 

Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria. 

1.1 Abstract 
This work shows our experimental progress aimed at the conservation and 

restoration of the agave landscape, especially of Agave marmorata, an agave 

species threatened due to its widespread use in the production of mezcal “tepextate”. 

We combine both micropropagation of clonal plant lines and bacteriological 

techniques, in particular the use of endophytic bacteria derived from their own seeds 

(Martinez-Rodriguez et al., 2019), to strengthen the adaptability and survivability of 

plants through their inoculation when they are moved to the next culture condition 

and then reintroduced. One of our main concerns is how climate change and fertilizer 

management affect plants in the wild and on cultivated land. Therefore, to improve 

our knowledge in this area, two comprehensive reviews have been produced that 

allow us to identify the current state of the science on both topics (Beltran-Garcia et 

al., 2021; Beltran-García et al., 2024). In this dissertation, we first present the 
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response of clonal lines to 6-benzylaminopurine (BAP), a cytokinin that increases 

shoot proliferation. The clonal lines AM32 and AM33 were selected because they 

responded with up to 90 shoots, the highest number of shoots induced by BAP 

addition. The BAP-induced differences between the lines could be used to produce 

high quality plants with different capabilities, e.g. fast proliferation, better adaptation 

to stress and growth under nutrient limitation. The analysis of the plant composition 

of phenolic compounds, flavonoids and saponins was performed but showed no 

significant differences between the clone lines. However, interesting molecules 

related to plant defense are enriched. The whole plant extracts of the 3 clonal lines 

showed similar profiles of ion fragments (m/z), with slight variations in the intensity 

and appearance of the signal at m/z 1361.978 associated with saponins in AM33 in 

MALDI-TOF mass spectrometry analysis. It was also found that the endophytic 

Achromobacter xylosoxidans NAX has the greatest compatibility with Agave 

marmorata lines (Martínez-Rodriguez et al., 2022). However, inoculation of the 

plants with Enterobacter cloacae resulted in plant death. It was difficult to determine 

whether E. cloacae behaved like a pathogen or did not promote plant growth, as no 

signs of bacterial blight or disease were observed and there were no significant 

differences in induced dieback between the three clonal lines. The A. xylosoxidans 

strain showed plant growth-promoting properties (PBPP), with ACC deaminase 

activity, an enzyme related to the degradation of ethylene under stress conditions, 

being the most obvious PBPP. In contrast to other endophytic Achromobacter 

previously reported, NAX has no antifungal activity. In contrast, we found an 

intriguing promotion of phytopathogen fungal growth; further studies need to be 

conducted to understand these results.  
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On the other hand, the effect of the application of 3 endophytic bacteria (B. 

velezensis [BV], Micrococcus luteus [ML] and A. xylosoxidans [NAX]) and lanthanum 

on plant growth under restricted nutrition was determined. The NAX strain was 

confirmed once by stimulating the formation of new leaves and roots after 15 weeks 

and causing the highest dry biomass accumulation, which was up to three times 

higher than that of the control, followed by the application of 10 ppm La(NO3)3. 

Differences were observed with respect to the location of dry biomass. The bacterial 

treatments with BV, AX and ML showed that plant biomass accumulated mainly in 

the leaves, but the highest percentage of biomass induced by lanthanide was 

observed in the roots. The content of colony forming units (CFU) in the plant tissue 

increases by up to 7 logs when the plants are transferred to a desert sand substrate 

without nutrients. Treatments with 10 ppm La(NO3)3 and endophytic bacteria also 

lead to changes in the number of CFU of the culturable endophytic microbiome, 

although no significant differences were observed, but there is a difference in the 

phylogenetic diversity of the activated microbiome, including the major phyla 

Firmicutes, Actinobacteria and Proteobacteria. El nitrato de lantano hace que 

Actinobacteria aparezca como la principal filo bacteriano en todos los tejidos 

vegetales, lo que indica una respuesta del microbioma al estrés vegetal causado 

por el lantano y la deficiencia de nutrientes. Existe una ligera correlación entre la 

UFC y la estimulación del crecimiento de los tejidos por Bacillus, Achromobacter y 

nitrato de lantano. Sin embargo, se necesitan más estudios para determinar el 

mecanismo de estos cambios inducidos en el comportamiento del crecimiento de 

las plantas.  
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2. Introducción 

La investigación en el laboratorio con Agave marmorata inicio en el 2015, con el 

objetivo de rescatar una planta que se encontraba amenazada, debido a la 

sobreexplotación hasta llegar al punto de estar en peligro de extinción por el alto 

número de individuos que están desapareciendo de su estado silvestre, todo por el 

alza en la producción de Mezcal, aumentando la demanda de su producción y 

consumo. Un problema adicional es el tiempo que tardan las plantas en madurar, 

cercano a los 35 años. 

Durante estos años de investigación se ha implementado tecnología para el 

desarrollo de métodos que ayuden a nuestro objetivo principal. Se ha generado 

conocimiento y nuevos métodos para el cultivo de este Agave. Hemos fusionado la 

microbiología y la propagación vegetal. Nuestros primeros hallazgos fue conocer el 

microbioma endófito de las semillas, seguida de la caracterización de sus 

propiedades agronómicas e identificación por ADNr16s. Por otro lado, se generaron 

líneas clonales en laboratorio a partir de la germinación de semillas colectadas en 

ambientes silvestres de Oaxaca, estas con el fin de seleccionar tejidos vegetales 

idóneos para la multiplicación, basados en la idea de reintroducir estas plantas en 

campo, obteniendo así una reforestación efectiva, con nueva genética hasta llegar 

a la conservación de la misma especie y su ecosistema.  

En la tesis de Maestría, abordamos como tema principal el conocimiento del 

microbioma endófito derivada de semilla, comprendimos su dinámica de sucesión 

en las fases de desarrollo y crecimiento de la planta desde 10, 20, 30 días, hasta 

plantas de 1 año. Con el establecimiento de las líneas clonales en sistema in vitro, 
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probamos la adaptación a la arena de desierto, donde evaluamos la capacidad de 

crecimiento en un sistema carente de nutrientes y que la única fuente de 

alimentación fueran las células microbianas. Las bacterias que seleccionamos 

presentaron propiedades de promoción de crecimiento atractivas para las 

condiciones de estrés. Parte de estas bacterias se utilizaron en este trabajo doctoral.  

En este periodo hemos culminado nuestros acercamientos de propagación al utilizar 

la citocinina BAP, que induce la multiplicación eficiente de brotes contribuirá para 

generar material vegetal para la reintroducción del agave. Las líneas clonales 

seleccionadas tienen la mejor capacidad de multiplicación y la formación estable de 

tejidos entre las diferentes líneas clonales. Las diferencias entre las líneas más 

adelante podrían explotarse para la producción de plantas de alta calidad con 

diferentes capacidades, tales como una rápida propagación, una mayor adaptación 

al estrés y un crecimiento bajo limitación de nutrientes, pero permitirá mantener las 

diferencias genéticas en las plantaciones para satisfacer la demanda de plantas sin 

poner en riesgo un recurso natural. 

En este trabajo mostramos que la línea AM32 fue la que presento la mayor 

formación de brotes inducidos por BAP y presentó menos tejido senescente 

después de 60 días de cultivo. Nuestros resultados revelan diferencias en la 

inducción y multiplicación de brotes entre las líneas clonales, incluso bajo 

condiciones idénticas de cultivo in vitro. También se seleccionaron las líneas 

clonales AM31 y AM33, como posibles alternativas de variación genética al 

momento de la reintroducción. Desde una perspectiva de la producción vegetal, las 

tres líneas clonales seleccionadas (AM31. AM32 y AM33) toleraron un entorno libre 

de nutrientes como vermiculita y arena de playa cuando fueron trasladadas exvitro. 
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No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las líneas en 

cuanto al contenido fitoquímico y solo pequeñas diferencias en el contenido de 

flavonoides en la línea AM31. El contenido de saponina esteroidal fue ligeramente 

elevado en AM32 (12,71 3,87 mg Diosgenina/g extracto seco). El análisis 

cromatográfico de los extractos crudos de las líneas clonales de A. marmorata 

mostró la separación de 23 fracciones totales. En la longitud de onda de 275 nm se 

separaron diecisiete fracciones a (F2, F5, F7, F8, F12, F15, F22, F28, F29-F32, F37, 

F42, F44, F47, F48); tres fracciones a 205 nm (F1, F14, F62), dos a 390 nm (F25 y 

F66) y tres a 518 nm (F18, F23, F24). Pudimos identificar algunas moléculas 

bioactivas por espectrometría de masas MALDI-TOF, entre estas la catequina, ácido 

gálico, ácido cafeico, ácido sinápico como los compuestos fenólicos más 

abundantes. Respecto a los flavonoides se identificaron la isorhamnetina rutinósido, 

la isorhamnetina-glucurónido, la isorhamnetina 3-glucosido, la isorhamnetina-3-O-

diglucosido, Miricetina Glucósido, Miricetina 3-O-Glucuronido, Miricetina 3-O-

Rutinósido, Rutina, Quercetina-3-O-Glucósido, quercetina-3-glucósido o 

isoquercetina, kaempferol diglucósido, kaempferol rutinosido, Isorhamnetina 

Rutinosido. En el componente, el acercamiento de espectrometría de masas indicó 

la probabilidad de moléculas similares a las saponinas tigogenina y hecogenina. La 

línea AM31 tenía el mayor contenido de antocianinas como la cianidina 3,5 

diglucósido en comparación con AM32 (NA% 23,08) y AM33 (NA% 21,66). 

Delfinidina 3,5-O-diglucosido fue ligeramente más alta en la línea AM31. La 

delfinidina-3-O-glucósido fue ligeramente elevada en AM32. Los resultados de la 

HPLC fueron consistentes con los análisis del contenido fitoquímico total, ya que las 

concentraciones ajustadas a la normalización de área fueron similares entre las 
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líneas clonales. Los extractos tienen perfiles similares de fragmentos iónicos (m/z) 

con ligeras variaciones de intensidad y apariencias de señales en m/z 1361.978 en 

la línea AM33. 

Las plantas bajo condiciones de estrés pueden adquirir un microbioma y modificar 

su composición, sin embargo, bajo estas condiciones se experimenta primero un 

efecto de disbiosis, es decir la perdida en número y diversidad de microorganismos. 

Tal y como se explicó en Beltran-Garcia et al., 2024, las plantas para defenderse 

después de la perdida de sus microbios activan un mecanismo de atracción del 

suelo o la rizosfera hacia sus compartimentos, seleccionando aquellos 

microorganismos útiles. Este comportamiento se ha acuñado como “Cry for help” 

(Rolfe et al., 2019). Sin embargo, en este trabajo las plantas de A. marmorata no 

experimentan un fenómeno de atracción, sino más bien ocurre una activación del 

microbioma, ya que las plantas transferidas de medio Murashige & Skoog 

inicialmente carecen de un microbioma cultivable. La transferencia a un medio de 

arena de desierto estéril sin nutrición (estrés por nutrientes) después de 5 semanas 

experimenta un incremento de hasta 7 unidades logarítmicas en sus tejidos, 

corroborando un fenómeno de estrés por deficiencia nutricional base. El efecto más 

claro sobre el comportamiento del microbioma de la planta por la limitación 

nutricional se observa en todas las secciones de la planta en la semana 10, 

especialmente en el pseudotallo donde el control está aparentemente 1.5 ordenes 

de magnitud logarítmica por encima del tratamiento con Bacillus y el Lantano. El 

tratamiento con M. luteus se encuentra 2 ordenes abajo y Achromobacter 2 ordenes 

logarítmicos.  
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El tratamiento lantano esta por abajo del control en las hojas y las raíces 1 orden en 

el contenido de UFCs. En todas las secciones de las plantas el microbioma es 

oscilante. Se ha establecido que, bajo condiciones de limitación de nutrientes, 

cambios en el metabolismo de las plantas conllevan a cambios en el tipo y 

composición de exudados de las raíces afectando las comunidades microbianas 

asociadas a las raíces (Singh et al., 2022; Enagbonma et al., 2023). 

 La aplicación de nitrato de lantano es la que menos UFCs presentan y los cambios 

entre tiempos de muestreo no son significativos, ya que como mencionamos 

anteriormente el cambio es de 1 orden logarítmico aproximadamente. Esto se debe 

quizás a que la planta esté utilizando el NO3 como fuente de nutriente y el estrés 

nutricional sea reducido, influyendo que la planta no active un suficiente número de 

bacterias disuadiendo a las plantas a la necesidad de activar microbios útiles, por 

ejemplo, fijadores de nitrógeno (Beltran-Garcia et al., 2021; Singh et al., 2022; Dixon 

et al., 2022). Por otra parte, en condiciones inoculantes microbianos son capaces 

de restaurar la disbiosis por compensación o reducción de los cambios microbiomas 

inducidos por patógenos (Berg et al., 2021). En este trabajo discretamente se 

observa este fenómeno. La aplicación de B. velezensis y A. xylosoxidans, M. luteus 

en hojas y raíces son ligeramente mayores que el control, sin embargo, no es 

significativo ya que el número de UFCs están en el mismo rango que el control.  Es 

intrigante el significado de las oscilaciones en el número de bacterias en los tejidos. 

En un estudio previo Beltran-Garcia et al., 2014 usando al agave azul como modelo 

mostró que las condiciones de limitación de nutrientes obligan a las plantas a 

consumir bacterias y que el nitrógeno microbiano es incorporado a la estructura 

vegetal, soportando un crecimiento sostenido de la planta. Por otro lado, la hipótesis 
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de las rizofagía, formulada por primera vez por Paungfoo-Lohienne et al. (2013), 

postula que los nutrientes importantes de las plantas pueden adquirirse en las raíces 

mediante un proceso por el cual las bacterias endófitas cierran su ciclo entre el suelo 

y las raíces. 

Hemos creado a partir de los resultados un panorama de la diversidad filogenética 

que presenta la planta bajo condiciones de estrés inducido. Este conocimiento en 

un futuro permitirá desarrollar comunidades bacterianas sintéticas, como una 

alternativa para el desarrollo de tecnología no solo para este agave mezcalero, si 

no para otros que han cobrado particular importancia.  

En resumen, como parte de este trabajo doctoral se tienen como productos 

principales 1 artículo publicado en Biology como autor principal, 2 revisiones 

publicadas en Symbiosis y Microorganisms publicadas en 2021 y 1 capítulo de libro 

publicado recientemente como co-autor (2024). 
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3.1 Hipótesis 
Las tierras raras y las bacterias endófitas bajo condiciones de estrés nutricional 

impulsarán la activación de un microbio endófito que soportara el desarrollo de las 

plantulas de agave. 

3.2 Objetivos  
 

3.3.1Objetivo general  
Determinar el impacto de las bacterias endófitas y tierras raras sobre líneas clónales 

establecidas de Agave marmota desde acercamientos microbiológicos y 

biométricos de las plantas bajo condiciones de estrés nutricional. 

3.3.2 Objetivos específicos   
1. Evaluar la respuesta de las líneas clonales de A. marmorata in vitro en medio 

MS para producción de material vegetal a distintas concentraciones de 6-

Benzilaminopurina para estimular la brotación.  

2. Determinar la acumulación de metabolitos secundarios: flavonoides, 

compuestos fenólicos y antocinaninas como un diferenciador entre las líneas 

de mayor indice de brotación Am32, Am31 y Am33 por métodos de HPLC-

Espectrometría de masas MALDI-TOF. 

3. Evaluar las capacidades de promoción de crecimiento de plantas (PGP) y 

potencial antifúngico contra cepas de Fusarium de las bacterias endófitas de 

A. marmorata: A. xylosoxidans.  

4. Determinar la compatibilidad de Achromobacter xylosoxidans en líneas 

clónales de A. marmorata midiendo parámetros biométricos.  
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5. Evaluar el efecto de la aplicación de bacterias endófitas, nitrato de lantano y 

nitrato de amonio sobre parámetros biométricos (acumulación de biomasa 

vegetal, raíces, emergencia y tamaño de hojas) de plantas micropropagadas 

de A. marmorata.  

6. Determinar el efecto de la adición de nitrato de lantano y A. xylosoxidans 

sobre la activación del microbioma.  
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4. Antecedentes generales del proyecto 

4.1 El cultivo del Agave, ¿Una estrategia para contender contra el 
cambio climático? 

 

Los agaves son plantas que eran esenciales en las poblaciones 

mesoamericanas y de las zonas áridas para el mantenimiento de su alimentación 

especialmente en los periodos de sequía. El género Agave comprende 211 especies 

pertenecientes al orden Asparagales, de las cuales en México se encuentran el 75% 

de las especies totales reportadas a nivel mundial, correspondientes a 159 especies 

endémicas en el país (García-Mendoza, 2011). Es probable que este linaje de 

plantas surgió hace 10 millones de años en el territorio del Altiplano Mexicano 

(Narváez y Sánchez, 2009). Actualmente se reconocen 70 usos tradicionales para 

estas especies como fuente de alimentos, materia prima para crear fibras, ropa, 

cuerdas, material de construcción y bebidas alcohólicas como el pulque, tequila y 

mezcal. El uso intensivo ha puesto en riesgo de extinción a algunas especies de 

Agave (Alducin et al., 2023), entre estas al A. marmorata. Por ejemplo, el reciente 

aumento de la producción de mezcal ha dado lugar a la sobreexplotación de las 

poblaciones de agave silvestre y la producción de tequila ha condenado al Agave 

tequilana a ser un monocultivo para la producción de tequila. Recientemente el 

Agave angustifolia para la producción del mezcal espadín está experimentando 

algunos efectos negativos en la diversidad genética en las especies cultivadas 

(Klimova et al., 2023). 
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Por otro lado, el cambio climático afecta a todos los seres del planeta, incluyendo 

microorganismos, plantas, hongos, animales y humanos. Esta registrado que los 

cambios drásticos en la temperatura afectan la fotosíntesis de las plantas y la 

presión vapor entre el aire y las hojas. Los agaves han sufrido adaptaciones 

evolutivas en respuesta a modificaciones en el planeta, permitiendo una 

aclimatación efectiva en los ambientes áridos y semiáridos (desiertos), bosques, 

selvas. Los agaves pueden desarrollarse desde el nivel del mar hasta en la montaña 

a altitudes de 3,400 metros, llegando incluso colonizar suelos escasos de nutrientes 

(Huerta-Lovera et al., 2018). Los agaves naturalmente tienen una alta capacidad de 

sobrevivir en condiciones extremas u hostiles como sequía, fluctuación de altas 

temperaturas y condiciones de iluminación, así como la eficiente toma de CO2 y el 

manejo de la evapotranspiración a través del metabolismo del ácido de crasuláceo 

(CAM por sus siglas en inglés), una alternativa fotosintética en la vegetación 

desértica donde las temperaturas llegan hasta los 60°C (Abraham et al.,2015). El 

metabolismo CAM es un modo de fotosíntesis que evolucionó en respuesta a la 

disminución de los niveles de CO2 en la atmósfera hace unos 20 millones de años. 

Una relación elevada de O2 con respecto al CO2 hizo que muchas plantas se vieran 

sometidas a un mayor estrés por la foto respiración, proceso que ocurre en las 

plantas que viven a altas temperaturas o en entornos con escasez de agua. 

En 1996, Park Nobel predijo los cambios en la concentración de CO2 en la 

atmosfera, las bajas temperaturas y las condiciones áridas implicarían que el cultivo 

de agaves y plantas con metabolismo CAM serían las idóneas y de alta rentabilidad 

para la producción de biomasa vegetal, además de que se convertirían en una 

estrategia para el consumo del CO2 atmosférico (Nobel, 1996). En su publicación 
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en Jounal of Arid Environments mostro que los agaves son plantas absorben 

eficientemente CO2 atmosférico hasta en un 36% para A. salmiana y S. 

queretaroensis.  El aumento de la absorción diaria de CO2 por las plantas CAM bajo 

concentraciones atmosféricas elevadas de CO2, reflejan un incremento tanto en la 

absorción diurna de CO2 mediada por la enzima Rubisco (Ribulosa-1,5-bisfosfato 

carboxilasa/oxigenasa) así como en la captación nocturna de CO2 mediada por la 

carboxilasa de fosfoenolpiruvato (PEPCase), la actividad de esta enzima da lugar a 

una mayor acumulación de malatos nocturnos. Los contenidos de clorofila y las 

actividades de Rubisco y PEPCase disminuyen bajo un CO2 atmosférico elevado, 

pero el porcentaje activado para Rubisco aumenta y la Km (HCO3) para PEPCase 

disminuye, lo que resulta en una fotosíntesis más eficiente (Drennan and Nobel, 

2000).  

Bajo esta conceptualización, se espera que las plantas CAM tengan una ventaja 

potencial sobre otros grupos, en particular las plantas C3, y que también se vea 

reforzada por los climas más cálidos, ya que las plantas CAM suelen presentar una 

temperatura óptima más alta para la fotosíntesis con tasas de foto respiración más 

bajas, y así evitan un alto estrés atmosférico diurno por agua (Drennan & Nobel, 

2000). Otro aspecto importante de las plantas CAM, en especial los agaves, es la 

suculencia en las hojas. Se espera que el aumento de la suculencia favorezca la 

fase 1 de captura de carbono por PEPC (fotosíntesis C4) debido al aumento de 

vacuolas y tamaño de células disponibles para la síntesis del ácido málico y su 

almacenamiento durante la noche, seguido de la decarboxilación fase 3 del ácido 

málico, ácido esencial para el ciclo de Calvin (fotosíntesis C3) vía Rubisco durante 

el día. Además, la suculencia de células CAM es típicamente asociado con un 
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espacio aéreo intercelular reducido (IAS) y la reducción de la superficie mesófila 

expuesta a IAS (Ripley et al. 2013). Esto aparentemente crea barreras físicas para 

la difusión del CO2. 

 

Algunos investigadores sugieren que la expansión de la superficie de terrenos 

cultivados con especies de agave pueden ser útiles como una estrategia de 

mitigación del cambio climático dada su adaptación al calor, condiciones secas y 

gestión eficiente del agua (Davis & Ortiz-Cano, 2023); los agaves se vuelven 

candidatos para proveer  alimentos, producir bioenergía, la captura de carbono y la 

estabilidad del suelo en tierras marginales o degradadas, especialmente, porque la 

producción de plantas CAM en tierras marginales y degradadas no competiría por 

tierras cultivables con plantas C3 o C4. Se espera que la ventaja potencial de las 

plantas CAM sobre otros grupos funcionales, en particular las plantas C3, también 

se vea reforzada por los climas más cálidos, ya que las plantas CAM suelen 

presentar una temperatura óptima más alta para la fotosíntesis, tasas de 

fotorespiración más bajas, y evitar un alto estrés atmosférico diurno por el agua 

(Drennan and Nobel, 2000, Yu et al., 2024). 

 

4.2 ¿Cómo se cultivan los agaves? 
 

En México desde hace siglos las plantaciones de Agave han sido 

establecidas por los brotes que se forman desde su rizoma, mejor conocidos como 

“hijuelos” mediante reproducción asexual (Figura 1). Este tipo de reproducción es 

eficiente y rápida para el establecimiento de las plantas. Hoy en día se sigue 
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usando, especialmente por el beneficio económico; sin embargo, la planta tiene más 

variantes de esta reproducción, generando brotes (bulbillos) en la inflorescencia de 

la planta, cuando esta no fue exitosamente polinizada, asegurando su propagación, 

colonización y la sobrevivencia como una especie competitiva.  

Sin embargo, la propagación asexual genera poblaciones clónales y esto pone en 

riesgo la diversidad de las especies debido a que las plantas son propensas a la 

susceptibilidad de plagas y enfermedades de las poblaciones como en el caso de 

Agave tequilana, que además se ve afectado por los factores climáticos (García-

Mendoza, 2007, Huerta-Lovera et al, 2018). 

 

El agave también se reproduce sexualmente. Son plantas semélparas (que llegan 

a florecer solo una vez en su vida), producen una inflorescencia conocida como 

‘‘quiote’’ el cual marca el fin de su ciclo de vida (Figura 1). Esta estructura puede 

aparecer entre 4 y 25 años, dependiendo de la especie de Agave. Durante el 

crecimiento de la planta se almacenan azúcares en su pseudotallo (piña) que una 

vez que la planta llego a su maduración son utilizados para el desarrollo del quiote 

partiendo del meristemo apical de la planta. La multiplicación a través de las semillas 

aumenta la variabilidad genética y pueden llegar a disminuir el daño que puede ser 

ocasionado por plagas y enfermedades (Valenzuela-Zapata y Nabhan, 2003). El 

46.3% del territorio de México mantiene numerosos endemismos gracias a la 

plasticidad genética del agave y las relaciones bióticas con otros organismos, tales 

como sus polinizadores (García-Mendoza, 2007). Estudios realizados en las flores 

de los agaves sugieren una adaptación a la polinización de murciélagos conocida 

como quiropterofilia. Las flores llegan a producir un polen rico en proteínas y 
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abundante néctar, por lo cual en la noche huelen a fruta madura y amoniaco, un olor 

atrayente para abejas, colibríes y murciélagos (Slauson, 2000; Trejo-Salazar et al., 

2015; Bonbón-Palomares et al., 2018). 

 

Sin embargo, la sobreexplotación de las diferentes estructuras de las plantas antes 

y durante la floración, en especial la eliminación del quiote no permite la generación 

del fruto, por lo que no se producen semillas con la variación genética para tener 

una mayor adaptación a condiciones climáticas, obteniendo una baja variación en 

sus poblaciones (García-Moya et al., 2011; Huerta-Lovera et al., 2018). Este 

fenómeno es de gran importancia ya que afecta a terceros con la destrucción de 

hábitats naturales de las especies que son polinizadores y cuya supervivencia 

depende del consumo de néctar de agave. Factores antropogénicos como el uso 

excesivo de fertilizantes, el uso de fungicidas e insecticidas alteran la estabilidad y 

el comportamiento de los agaves provocando la degradación de los suelos, la 

erosión y pérdida de la microbiota del suelo (bacterias y hongos), la contaminación 

de mantos acuíferos, saturación de metales pesados, alteración de ciclos biológicos 

de insectos, aves y mamíferos lo cual provoca un desequilibrio ecológico en el 

ambiente donde el agave se desarrolla.  
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Figura 1. Morfología de las plantas de agave. Estructuras de reproducción: 

inflorescencia generada a partir del meristemo apical. Se reproduce sexualmente 

por la producción de flores, que bajo polinización generan un fruto tipo cápsula y 

sus semillas fértiles son de color negro.  

 

El quiote alcanza los 6 metros de alto. Las flores tienen diferentes grados de 

suculencia, son bisexuales, tubulares y con el ovario ínfero, tienen 6 tépalos los 

cuales pueden ser de color verdoso-amarillo, amarillo o incluso rojizos dependiendo 

de la especie, posee 6 estambres y el estilo muy largo debido a que sobre pasan 
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los tépalos. La base del tubo tiene 3 nectarios. (García-Mendoza, 2007; Martínez-

Rodríguez, 2017 tesis de licenciatura). 

 

4.3 Micropropagación de especies de Agave 
 

Se han establecido diversas metodologías para la micropropagación del género 

Agave, considerando así el cultivo de tejidos como la tecnología más eficiente para 

la mejora continua de la agricultura, ante la eliminación de enfermedades y 

producción de metabolitos secundarios, generando variantes somaclonales y 

gametoclonales, a través de semillas, cortes, injertos o estratificaciones libres de 

virus (García-Gonzáles et al., 2010). Estas técnicas pueden realizarse a través de 

tres vías de regeneración: brotación de yemas adventicias preexistentes, 

producción de yemas de novo y embriogénesis somática. Sin embargo, la gran 

controversia es que se generan plantas iguales (clones) que suelen ser más 

susceptibles a enfermedades ya que en esas plantas no existe variabilidad genética, 

por lo que son más frágiles a cambios medioambientales y las especies sin 

variaciones genéticas son propensas a que no se mejore la especie poblacional, 

provocando su extinción. 

 

La proliferación a través de brotes axilares es una garantía de estabilidad genética 

(debido a la presencia de tejido meristemático); sin embargo, su rendimiento es 

limitado debido a la necesidad de utilizar explantes meristemáticos. La 

organogénesis adventicia es mucho más eficiente, ya que se puede usar para 

producir brotes de cualquier explante (pétalos, raíz, hojas, etc.). La embriogénesis 
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somática, es un proceso durante el cual las células vegetales no cigóticas, incluidas 

las células haploides, forman embriones, y en la última estancia plantas fértiles. 

Dado que las plantas presentan millones de células somáticas que pueden adquirir 

competencia para realizar la embriogénesis, el rendimiento de la técnica es enorme. 

Ante los resultados, se cree que la embriogénesis somática es el método de 

propagación más eficiente (Lema-Ruminska and Kulus, 2012). A la fecha se han 

desarrollado protocolos eficientes con respecto a la micropropagación de Agave 

tequilana mediante técnicas de embriogénesis somática, así como la producción de 

individuos haploides, triploides y trisómicos útiles para los diversos procesos de 

mejoramiento, de estudios genéticos y de totipotencia de las células y tejidos en el 

género agave (Rodríguez-Garay y Rodríguez-Domínguez, 2018). 

Dado que las condiciones in vitro son muy diferentes de las condiciones en la 

naturaleza, algunas plantas muestran problemas de aclimatación a condiciones ex 

vitro. Por ejemplo, para A. victoria-reginae, el 90% de los brotes axilares 

sobrevivieron a la aclimatación y se convirtieron en plantas sanas (Martínez-

Palacios et al., 2003). Otras especies de Agave han sido micropropagadas 

exitosamente, aunque no están aún amenazadas de la extinción, entres estas: 

Agave parrasana Berger (Santacruz et al., 1999). En otras especies de agave que 

aún no se encuentran amenazadas o en peligro de extinción como: A. cantala Rob. 

(Binh et al., 1990), A. sisalana Perrine (Bihn et al., 1990), A. victoria-reginae Moore 

(Rodríguez-Garay et al., 1996), A. salmiana Otto ex. Sal, A. mapisaga Trel utilizando 

como explante semillas y rizomas, A. tequilana Weber (Portillo et al., 2007), A. 

inaequidens Koch (Aureoles-Rodríguez et al., 2008), A. americana (Chen et al., 
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2014), A. angustifolia Haw (Monja-Mio et al., 2015), A. potatorum Zucc (Luna-Luna 

et al., 2017) y A. marmorata (Aguilar y Rodríguez, 2018). 

4.4. Requerimientos básicos para una propagación efectiva 

  
El medio de cultivo. - Debe contener todos los nutrientes necesarios para el 

crecimiento y desarrollo normal de las plantas. Está compuesto principalmente de 

macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, otros componentes orgánicos, 

reguladores de crecimiento como auxinas, citoquininas y giberelinas, fuentes de 

carbono como la sacarosa y agentes gelificantes como el agar para medios sólidos. 

El medio de Murashige y Skoog (MS) es el más usado para la propagación 

vegetativa de diversas especies de plantas. Este es considerado la base para la 

propagación de una infinidad de plantas, donde las modificaciones principalmente 

esta relacionadas con las concentraciones de hormonas y otros estimulantes del 

crecimiento. 

Los reguladores del crecimiento de las plantas (PGRs). - Este tipo de 

moléculas juegan un rol esencial en este tipo de ensayos, ya que determinan la vía 

de crecimiento de las células y tejidos vegetales que son inducidos mediante el 

medio de cultivo. Por ejemplo, las citoquininas promueven la división celular e 

induce la formación de raíz, incluyendo la proliferación de brotes axilares, en este 

grupo de PGR’s se encuentran moléculas ampliamente usadas en los cultivos 

vegetales, entre estas: 2,4-D (Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético), BAP (6-

Bencilaminopurina), NAA (Ácido 1-Naftalenacético), BA (6-Benciladenina), KIN 

(Kinetin), ZEA (Zeatina), 2iP (6-γ, γ-dimetilaminopurina), TDZ (Thidiazurón). Las 
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auxinas son utilizadas para la formación de tejido radicular y crecimiento las más 

utilizadas son: ANA (Ácido 1-naftalenacético), 2,4-D (Ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético), AIA (Ácido indol-3-acético), AIB (Ácido 4-indol-3-butírico), 

NOA (Ácido naftoxi-2-acético), Dicamba y el Picloram mayormente usadas. En el 

grupo de las giberelinas se utiliza GA3 (Ácido giberélico 3) para amentar el 

crecimiento y para promover el alargamiento de las células (Hussain et al., 2012). 

 

Tabla 1. Técnicas de microprpopagación más usadas a partir de diferentes 

explantes de especies de Agave. 

 

Especie Fuente de 
explante 

Técnica de 
micropropagación Referencia 

A. fourcriydes Rhizoma y tejido 
del tallo 

Organogénesis 
indirecta 

Robert et al., 
1987. 

A. arizonica Bulbos Organogénesis 
indirecta 

Powers et al., 
1989. 

A. sisalana,  
A. fourcroydes,  

A. cantala 
Estolones Organogenesis 

directa 
Binh et al., 

1990. 

A. victoria-reginae 
Moore 

Hojas jóvenes de 
plantas in vitro 

Embriogenes 
somática directa  

Rodríguez-
Garay et al., 

1996. 

A. perrasana 
Ramas de 

multiplicación in 
vitro 

Organogenes directa 
Santacruz-

Ruvalcaba et 
al., 1999. 

A. sisalana Hojas y rizoma 
inmaduro in vitro 

Embriogenes 
somática 

Organogénesis 
indirecta 

Hazra et al., 
2002. 

A. vera-cruz Mill 

Ápices: 
cotiledones y 
segmentos de 
hojas, semillas 

Brotación 
Embiogenes 

somática indirecta 

Tejavathi et al., 
2007 

A. grijalvensis Germinación de 
semillas in vitro 

Brotación 
Organogénesis 

directa 

Sánchez-Urbina 
et al., 2008 
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A. tequilana var. Azul Callo de plantas 
in vitro 

Organogénesis 
indirecta: callo 
Embriogenes 

somática 
Embiogenes 

somática indirecta 

Santacruz-
Ruvalcaba et 

al., 2009. 

A. salmiana 
Plantas formadas 
de germinación in 

vitro 

Brotes axilares 
Organogénesis 

directa 

Puente-Garza et 
al., 2015. 

A. americana Meristemo 
Callo y brotación 
Organogénesis 

indirecta 

Lecona-
Guzmán et al., 

2017. 

A. americana Brotes extraídos 
de rizomas 

Embriogenes 
somática, callo 
Embiogenes 

somática indirecta 

Naziri et al., 
2019. 

A. peacokii Brotes de rizoma Brotación 
Organogenes directa 

Delgado-Aceves 
et al., 2022. 

A. angustifolia Plantas in vitro 
Brotación 

Organogénesis 
directa 

Monja-Mio et 
al., 2021. 

A. guiengola Segmentos de 
tallo 

Brotes axilares 
Organogénesis 

directa 

Chávez-Ortiz et 
al., 2021. 

A. tequilana Hijuelos Organogénesis 
directa 

Angeles-Espino 
et al., 2012. 

 

4.5. Micropropagación in vitro una alternativa para la restauración y 

conservación genética. 

La técnica de cultivo de tejidos in vitro de plantas usa células, tejidos, órganos o 

plantas completas libre de microorganismos patógenos, donde estás se encuentran 

bajo condiciones nutricionales y ambientales controlados (Thorpe, 2007) y es 

ampliamente utilizada para producir clones de los tejidos. La técnica depende de la 

totipotencia que tengan las células vegetales para expresar el genoma completo 

(Haberlandt 1902). La multiplicación del tejido resulta de inducir continuas divisiones 



 42 

celulares mitóticas y la organogénesis ocurre a partir de tejidos somáticos, yemas o 

meristemos (Miguel-Luna et al., 2014).  

Una alternativa de uso de la micropropagación se enfoca a multiplicar plantas in 

vitro de importancia económica (Martínez-Palacios et al., 2003) y para la 

conservación de germoplasma (Pedrosa-Manrique et al., 2008), debido a que varias 

especies están disminuyendo por su explotación no planificada (Semarnat, 2010). 

La micropropagación presenta cuatro etapas principales: 1) establecimiento del 

cultivo, 2) desarrollo y multiplicación, 3) enraizamiento y 4) aclimatación de las 

plántulas. A estas se añade una etapa previa, considerada como la etapa 0 que 

implica la preparación de los explantes para el establecimiento, desde eliminar las 

contaminaciones que el tejido pueda contener y la selección de su calidad: 

buscando el tipo del órgano, edad ontogénica y fisiológica del mismo, el tamaño y 

el estado sanitario general de la planta donante. 

 

Tabla 2. El uso de la micropropagación en la conservación y/o restauración a nivel 

mundial.   

Importancia Especies Tipo de cultivo País Referencia 

Conservación 
y 

restauración 
cultural 

medicinal y 
ceremonial 

Turbinicarpus 
sp. Cultivo in vitro México 

Balick, M. K et 
al., 2020. 

Carlín et al., 
2015. 

Medicinal 
Aromáticas 

Achillea occulta 
L. 

Amsonia 
orientalis 

Organogenes 
directa e indirecta  

Grigoriadou et 
al., 2019.; Cui 
et al., 2019.; 
Komakech et 
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Decne. 
Anthyllis 

spendens L. 
Calamintha 
cretina Mill. 

Prunus africana 
Hook. 

Magnolia 
sirindhorniae 

Noot. 
Cicer 

micropgyllum 
Benth. 

al., 2020.; 
Singh et al., 

2019. 

 

Comida 
Maderable 

Castanea 
americana 

Transgénico, 
modificado  Barnhill-Dilling 

et al., 2019. 

Medicinal Gentiana kurro Cultivo brotación India Sharman, 
2001. 

Medicinal Eucalyptus spp. Cultivo in vitro Australia, 
Tasmania 

McComb et 
al., 1996. 

Medicinal 
Pigmentos 

Rhinacanthus 
nasutus Cultivo in vitro Suroeste 

de Bengala 
Reshi et al., 

2018. 

Medicinal Gethyllis 
multifolia Hidrocultura Worcester, 

Sudáfrica 
Daniels et al., 

2007. 

Medicinal 
Alimento 

Agathosma 
betulina Micropropagación 

Western 
cape, 

Sudáfrica 

Witbooi et al., 
2013. 

Ornamental 
Epithelantha 
micromeris 
(Engelm.) 

Organogénesis 
directa México 

Villavicencio-
Gutiérrez et 
al., 2012. 

Medicinal Wrightia 
tinctoria 

Tejido de raíces y 
tallo Nigeria Supinrach et 

al., 2014. 

Ornamental Sequoiadendron 
giganteum 

Cultivo 
meristemático 

Sierra 
Nevada, 

USA 

Barron et al., 
2020. 
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Alimento 
Ceremonial 

Solanum 
tuberosum 

Explante de 
nódulos, 

microtuberización 

Distribución 
global 

Kim et al., 
2019.; Vollmer 
et al., 2021.; 

Uchendu et al, 
2016.; Parra-
Rondinel et 
al., 2021. 

Maderable 
Comida 

Ornamental 

Sorbus gemella 
S. omissa 

S. torminalis 
S. aucuparia 

Germinación de 
semillas y 
brotación 

Europa 

Dujícková, et 
al., 1991.; 
Malá et al., 

2005.; Malá et 
al., 2009.; 

Chalupa, V., 
1983.; 

Chalupa, V., 
1987.; Lall, et 

al, 2006.; 
Sedivá et al., 

2023. 

Especies 
arbóreas 

importantes 

Ficus americana 
Aubl. 

F. obtusifolia 
Kunt. 

Germinación de 
semillas y 

propagación 
Perú 

Delgado-
Paredes et al., 

2023. 

Especies 
arbóreas 

importantes 

Ramonda 
serbica 

R. nathaliae 

Organogenes 
directa e indirecta 

de semillas y 
explantes de hojas 

Europa Gashi et al., 
2014. 

Medicinal Allium sativum Micropropagación México Tirado et al., 
2023. 

Vegetación 
nativa 

Beaucarnea 
gracilis. 

B. recurvata 

Organogénesis 
directa México 

Osorio-
Rosales y 

Mata-Rosas, 
2005. 
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4.6. La fertilización nitrogenada causa un estrés químico y altera la 

diversidad microbiana en suelos y plantas (Fragmento del artículo 

publicado en Symbiosis 84, 379–390 (2021)) 

 

En los últimos tiempos se ha reconocido que las prácticas agrícolas como 

actividad antropogénica son un factor influyente del cambio climático. Por ejemplo, 

se han notificado emisiones de N2O (un gas de efecto invernadero con un potencial 

de calentamiento 300 veces mayor que el del CO2) procedentes de fertilizantes 

nitrogenados (Skiba y Rees 2014). Se ha determinado que solo entre el 10 y el 30% 

de los fertilizantes aplicados son absorbidos y utilizados directamente por las 

plantas (Beltran-Garcia et al. 2014). Por otra parte, Fukamachi et al. (2019) 

demostraron que el 0.1% de los pesticidas químicos alcanzan su objetivo en 

controlar las plagas. En consecuencia, grandes cantidades de las sustancias 

aplicadas se lixivian en el suelo y el agua circundantes, contaminando el medio 

ambiente (Fukamachi et al. 2019). 

 

Además, las prácticas agrícolas basadas en la fertilización con nitrógeno a largo 

plazo han reducido la diversidad microbiana en el suelo e influyen en las 

comunidades microbianas que colonizan los tejidos externos e internos de las 

plantas, alterando así los procesos simbióticos mantenidos evolutivamente (Porter 

y Sachs 2020; Xiang et al. 2020). De hecho, se ha demostrado que los suelos 

forestales nativos tienen una mayor diversidad bacteriana que los suelos agrícolas 

(Roesch et al. 2007; Turner et al. 2013; Wu et al. 2020). Esta observación refuerza 
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la idea de que las prácticas agrícolas, en general, conducen a la pérdida progresiva 

de la funcionalidad del suelo para apoyar los cultivos modificando la composición 

microbiana de los suelos. Las enmiendas continuas del nitrógeno suprimen la 

respiración de los microbios del suelo, alteran los valores de pH (la acidificación del 

suelo es el resultado de la nitrificación, la oxidación del amonio a nitritos y luego a 

protones liberadores de nitratos) e incrementan los potenciales osmóticos del suelo.  

Además, la fertilización con nitrógeno puede inhibir directamente a los 

microorganismos, incluyendo bacterias y arqueas que oxidan amonio, debido a las 

altas concentraciones de amonio (Guo et al. 2010; Prosser and Nicol 2012; Yang et 

al. 2021). La fertilización también influye en la absorción de nutrientes minerales por 

las plantas. Curiosamente, se demostró que los fertilizantes nitrogenados inducen 

un cambio de α-proteobacteria a γ-proteobacteria, lo que promueve cambios en la 

desnitrificación, la nitrificación y la fijación de nitrógeno (Yang et al. 2015). También 

se ha informado que la N-fertilización reduce las poblaciones de bacterias y hongos 

que secretan ácidos orgánicos o fitasas, afectando indirectamente a la absorción de 

fosfato por las plantas (Yang et al. 2021). 

 

Otro efecto perjudicial de la N-fertilización en los cultivos está relacionado con la 

defensa y la tolerancia al estrés, lo que hace a las plantas más susceptibles a plagas 

y patógenos y limita la productividad de los cultivos (Arif et al. 2020). Los efectos de 

los fertilizantes nitrogenados sobre la alteración de la diversidad microbiana y sus 

procesos simbióticos en ecosistemas y plantaciones agrícolas son complejos y 

están sujetos a muchas variables (por ejemplo, factores abióticos, patógenos, 

altitud, tipo de suelo, textura de suelo y más). Sin embargo, todavía tenemos un 
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conocimiento limitado de sí existe un umbral para el nivel de entrada de nitrógeno 

más allá de las transiciones críticas de las comunidades microbianas (Li et al. 2021). 

La reconstitución de la diversidad microbiana y la restauración de los servicios 

simbióticos y la dinámica entre los componentes microbianos del suelo y los 

microbios endófitos son desafíos significativos. La figura 2 resume gráficamente los 

efectos del manejo agrícola sobre la alteración de la simbiosis y la pérdida de 

diversidad microbiana en los suelos y las plantas. 

 

La figura 2 propone que, para una producción de alto rendimiento, los agricultores 

utilizan grandes cantidades de nitrógeno (tanto inorgánico como orgánico) y 

pesticidas. Las formas de nitrógeno aplicado afectan a los servicios microbianos 

simbióticos. El uso de nitratos como N-fertilizante en leguminosas altera la 

funcionalidad de los nódulos, causando senescencia e inhibiendo la actividad de 

nitrogenasa a través de la formación de óxido nítrico (NO). Las enmiendas N 

modelan el suelo y las comunidades bacterianas endófitas. Ambas situaciones 

aumentan la necesidad de más insumos de fertilizantes para apoyar la producción. 

Sin embargo, se observará un incremento de los costes económicos y nuevas 

plagas. Las interacciones perturbadas entre plantas y microbios hacen que los 

cultivos dependan más de los insumos agrícolas y sean menos sostenibles.  
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Figura 2. Efectos de la interrupción de la simbiosis en la producción agrícola y los 

cambios en la estructura microbiana de las comunidades causados por el manejo 

agrícola (N-inorgánico y N-orgánico a largo plazo, riego hídrico, etc.).  
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4.6.1. Las aplicaciones a largo plazo y excesivas de N-fertilizantes 

influyen en la diversidad microbiana 

 

La adición de nitrógeno exógeno, fósforo y carbono a los suelos agrícolas 

determinan la composición microbiana de las plantas (Fierer and Lennon 2011; 

Howard et al. 2020). Las aplicaciones excesivas de amonio mineral causan la 

acidificación del suelo, el cambio en la estructura de la comunidad bacteriana y 

reducen la diversidad fúngica asociada con la actividad metabólica y las funciones 

biológicas en el suelo (Bai et al. 2020). La adición de urea como fertilizante del suelo 

primero aumenta el pH debido al proceso de hidrólisis de la urea y luego disminuye 

el pH debido a la oxidación de NH3. Se ha informado que el pH del suelo es el factor 

principal que conduce a diferencias de especialización entre los microbios del suelo, 

afectando la composición de la comunidad bacteriana del suelo en biomas y 

regiones donde los valores de pH del suelo oscilan entre 4,5 y 8,5 (Lauber et al. 

2009; Bartram et al. 2014). 

La fertilización prolongada de amonio puede aumentar la abundancia de bacterias 

oxidantes del amonio (AOB) y disminuir la abundancia total de bacterias en el suelo 

en comparación con las aplicaciones bajas o nulas de nitrógeno (Lingling et al. 

2019). La abundancia de AOB a 0-20 cm de profundidad es mucho mayor que a 20-

40 o 40-60 cm, lo que sugiere alteraciones en los componentes microbianos que 

están presentes y funcionan normalmente en estas profundidades del suelo (Dai et 

al. 2021). También se han medido los cambios en la diversidad de AOB para la 

fertilización orgánica. Tao et al. (2021) mostraron que los AOB son sensibles y no 
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resistentes al uso de estiércol bovino como enmienda orgánica, induciendo cambios 

distintos en el contenido de la comunidad de AOB y Archaea oxidantes de amoniaco 

(AOA) después de 85 días en comparación con la aplicación de urea. En cambio, la 

comunidad de AOA se mostró resistente. Cabe mencionar que las copias de los 

genes AOB eran de un orden de magnitud mayor que la de AOA, lo que sugiere que 

la nitrificación es impulsada por las AOB (Tao et al. 2021). Los genes funcionales 

de los microbios del suelo implicados en el ciclo del carbono, el nitrógeno y el fósforo 

se ven disminuidos por la fertilización a largo plazo. 

 

Hu et al. (2019) mostraron que la fertilización con nitrógeno redujo la abundancia y 

la diversidad de Shannon de los genes nifH en un 47%. Bajo la N-fertilización a largo 

plazo, la comunidad diazotrófica estuvo dominada por α-Proteobacteria 

(Bradyrhizobium a nivel de género) pero disminuyó en β-Proteobacteria (Azoarcus, 

Azohydromonas) y Cianobacteria (Anabaena), sin afectar significativamente la 

abundancia relativa de δ-Proteobacteria, Verrucomicrobia y Firmicutes. La 

disminución del gen nifH está relacionada con el aumento de la disponibilidad de 

NH4 y NO3, que satisfacen los requisitos de nitrógeno de los microorganismos (Tan 

et al. 2003). En cambio, el uso de fósforo como fertilizante aumenta 

significativamente la abundancia de nifH. 

Si bien existen preocupaciones asociadas con la aplicación prolongada de 

nitrógeno, los informes indican un aumento significativo en la diversidad 

procariótica. Por ejemplo, Li et al. (2021) mostraron que la fertilización inorgánica a 

largo plazo (19 años) imparte impactos positivos en la biodiversidad bacteriana en 

suelos de arroz, donde los regímenes de gestión del agua estaban involucrados. 
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También, Kracmarova et al. (2020) reportaron cambios positivos en la diversidad 

microbiana del suelo y la actividad enzimática después de 20 años de aplicación 

periódica de fertilizantes orgánicos y químicos en comparación con los suelos sin 

aplicaciones, contribuye aproximadamente con un 15,7% a la varianza de la 

comunidad procariótica. Estos resultados contrastan con los obtenidos por muchos 

otros grupos en los que la reducción de la diversidad microbiana perturbó el 

equilibrio entre la adquisición y transformación del N, creando un círculo vicioso que 

hace que el sistema agrícola en su conjunto dependa aún más de las entradas 

externas de N (Huang et al. 2019; Liang et al. 2020; Liu et al. 2021a, b). Los 

resultados contrastantes en suelos con fertilización prolongada pueden ser el 

resultado de otros factores, como el tipo de suelo (Fierer y Jackson 2006). 

 

También se ha propuesto que los tipos de uso del suelo están estrechamente 

asociados con comunidades microbianas distintas a nivel regional (Drenovsky et al. 

2010; Fierer et al. 2012). Recientemente, Lee et al. (2020) informaron sobre 

variaciones en la estructura de las comunidades bacterianas en los suelos de 

invernaderos, huertos, arrozales y tierras altas recolectados en Corea.  

Las propiedades químicas del suelo dependían de las prácticas de manejo agrícola 

y se relacionaban con variaciones en las comunidades bacterianas en diferentes 

tipos de uso agrícola de la tierra. Por ejemplo, los suelos de arrozales tenían valores 

de pH relativamente más bajos que otros tipos de uso del suelo y los invernaderos 

presentaban una conductividad eléctrica más elevada, P2O5 disponible y valores de 

cationes intercambiables. Además, los sistemas de huertos y tierras altas cultivados 

con plantas perennes y anuales en campo abierto presentaron propiedades 
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químicas del suelo similares. Las especies de cultivos afectaron el microambiente 

del suelo debido a diferencias en los exudados de la raíz. Las distribuciones de los 

taxones bacterianos Firmicutes, Chloroflexi y Acidobacteria se enriquecieron en los 

suelos de invernadero, arrozales y huertos. Por ejemplo, las bacterias acidófilas 

eran abundantes en los suelos de arrozales y huertos. De las 40 filos identificadas 

en este estudio, ocho tenían una abundancia relativa mayor que el 1%, siendo los 

filas Proteobacteria (32,7%), Acidobacteria (14,9%) y Actinobacteria (10,5%) los 

dominantes. Las bacteroidetes (10,3%) y las firmicutes (8,8%) fueron más altas en 

los suelos de invernadero (Lee et al. 2020). 

 

Por otra parte, varios estudios sugieren que la adición de grandes cantidades de 

minerales N-fertilizantes (alrededor de 350-450Kg Ha-1 año -1) desplazan hacia 

arriba la abundancia relativa de Proteobacteria, Bacteroidetes y 

Gemmatimonadetes, y causa una reducción en Chloroflexi, Acidobacteria, 

Nitrospirae y Planctomycetes (Yao et al. 2020; Zhang et al. 2017; Nie et al. 2018). 

A nivel de clase, el porcentaje de α-Proteobacteria disminuyó, mientras que el de β-

Proteobacteria y γ-Proteobacteria aumentó. La fertilización a largo plazo redujo las 

clases Acidobacteria, Holophagae y Solibacteria (Huang et al. 2019). 

Otros estudios indicaron que la adición de nitrógeno disminuía la abundancia 

relativa de los taxones oligotróficos representados por grupos taxonómicos 

Planctomicetes y Chloroflexi phyla y aumentó la abundancia relativa de taxones 

copiotróficos representados por Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes (Bai et 

al. 2020; Liu et al. 2020a, b; Schlatter et al. 2020). Esta observación no es del todo 

sorprendente, dado que los taxones bacterianos copiotróficos pueden proliferar 
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rápidamente en suelos ricos en nutrientes (es decir, con N suplementado). Por otro 

lado, los grupos oligotróficos crecen lentamente y se acumulan en suelos con 

nutrientes limitados (Koch 2001). 

 

4.6.2. La agricultura organica también altera la diversidad 
microbiana 

 
Los sistemas de bajo consumo, como la agricultura orgánica, reducen 

sustancialmente el uso de fertilizantes y plaguicidas sintéticos, así como la energía 

y las tensiones mecánicas. Estos enfoques tienen por objeto mitigar los efectos 

adversos y mejorar la producción sostenible. Sin embargo, todavía no se ha 

comprendido cómo la agricultura de bajo consumo modifica la diversidad del suelo 

y los microbios asociados a las plantas. Francioli et al. (2016) midieron cambios en 

la diversidad microbiana en suelos tratados con fertilizantes orgánicos (estiércol de 

corral: 20 toneladas ha-1 de estiércol bovino) durante cuatro años con rotación de 

cultivos.  

Los autores encontraron que los parámetros del suelo estaban fuertemente 

influenciados por la aplicación a largo plazo de fertilizantes minerales y orgánicos. 

La valoración de la diversidad y riqueza bacterianas fueron significativamente más 

altos en suelos fertilizados con estiércol de granja que en suelos con proteobacterias 

copiotróficas (α-proteobacteria y γ-proteobacteria) y Firmicutes mostrando una 

mayor abundancia. En contraste, Actinobacteria y Chloroflexi fueron más altos en 

los suelos fertilizados químicamente (es decir, NPK), y los suelos no fertilizados 

mostraron una mayor proporción de Acidobacteria y Nitrospirae. No hubo 
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diferencias significativas en la diversidad fúngica (p = 0,22, índice de Shannon). Este 

trabajo y otros informes recientes han demostrado que la fertilización orgánica a 

largo plazo puede aumentar o disminuir la diversidad bacteriana, lo que lleva a 

alteraciones significativas en la estructura de la comunidad microbiana del suelo 

agrícola (Hartmann et al. 2014; Kurzemann et al. 2020; Liu et al. 2021a, b; Su et al. 

2021; Ye et al. 2021). De hecho, la fertilización orgánica a largo plazo puede 

estimular el crecimiento de taxones copiotróficos y suprimir el crecimiento de 

bacterias oligotróficas como las acidobacterias y el cloroflexio. Para los hongos, la 

fertilización orgánica a largo plazo redujo la abundancia relativa de hongos 

patógenos y aumentó la de hongos saprotróficos en suelos de arrozales (Wang et 

al. 2019). 

Es bien conocido que la fertilización orgánica facilita la agregación del suelo al 

aumentar la materia orgánica, que actúa como agente de unión para las partículas 

del suelo y remodela las comunidades microbianas del suelo. Estudios anteriores 

han informado de que el aumento de macroagregados del suelo a través de la 

aplicación de enmiendas orgánicas, microbios copiotróficos y fertilizantes 

bioorgánicos (por ejemplo, Bacillus amyloliquefaciens más harina de colza y abono 

de pollo), desencadenan microagregados que favorecen a las bacterias oligotróficas 

(Zou et al. 2018; Dong et al. 2021; Merino-Martin et al. 2021). 
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4.6.3. La diversidad endófita de los microbios también se ve afectada 

por la fertilización orgánica y convencional 

 
En general, los endófitos son microbios del suelo o que son transportados 

por las semillas (hongos y bacterias) que las plantas mantienen en sus tejidos. Los 

microorganismos bien establecidos en las plantas se mantienen a lo largo de las 

generaciones y se convierten en componentes integrales de las plantas y se 

consideran probióticos vegetales, ya que promueven el crecimiento de las plantas, 

aumentan el rendimiento de los cultivos y ofrecen resistencia a las enfermedades 

en condiciones ambientales adversas (Beltran-Garcia et al. 2014; Macedo-Raygoza 

et al. 2019; Dini-Andreote 2020; Bradshaw y Pane 2020; Gupta et al. 2020). Los 

microbios endófitos son más abundantes en las raíces que en los tallos, hojas y 

semillas. La diversidad de endófitos bacterianos que habitan las plantas también se 

ha considerado un factor agrícola en la mejora de los rendimientos de los cultivos 

(White et al. 2019). Si bien son pocos los estudios que han evaluado la influencia 

de las prácticas agronómicas, especialmente de los regímenes prolongados de 

fertilización en nitrógeno o de fertilización orgánica sobre las comunidades 

endófitas, un estudio reciente demostró que los microbiomos endófitos y los 

hospederos de plantas utilizan estrategias para mantener la simbiosis y maximizar 

el crecimiento, la salud y el rendimiento de las plantas (Adeleke y Babalola 2021). 

Además, otros estudios han demostrado que la aplicación a largo plazo de N-

fertilización afecta a las comunidades endófitas bacterianas en plantas de cultivo 

perturbando la colonización de las comunidades bacterianas fijadoras de nitrógeno 
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en las raíces y partes aéreas de las plantas (Fuentes-Ramírez et al. 1999; Seghers 

et al. 2004; Wemheuer et al. 2017). 

 

Collavino et al. (2020) mostraron que la fertilización inorgánica (NPK) afecta 

negativamente a la diversidad de comunidades diazotróficas endófitas en plantas 

de tomate cultivadas en un invernadero. Los taxones más abundantes identificados 

incluyen endófitos naturales como Rhizobium, Burkholderia y bacterias anaerobias 

como Clostridium, Geobacter y Desulfovibrio. Los investigadores encontraron que 

la N-fertilización redujo las poblaciones de Burkholderia, Geobacter y Cyanobacteria 

y modificó la diversidad del contenido del gen nifH como lo demuestran los perfiles 

predominantes de filotipos bacterianos.  

Mareque et al. (2018) mostraron que la fertilización del sorgo dulce en campo abierto 

con nitrogeno a 100 kg Ha-1 causó alteraciones en la estructura primaria y la 

abundancia de la comunidad bacteriana diazotrófica-endófita pero no afectó la 

diversidad. Hubo una tendencia de la N-fertilización a aumentar la abundancia 

bacteriana en las raíces donde la diversidad era menor, pero este resultado no 

alcanzó un nivel significativo de estadística. Además, sólo las plantas cultivadas sin 

fertilización mostraron cambios en la abundancia del gen nifH. Por lo tanto, en 

ausencia de N-fertilización, las plantas reclutan bacterias diazotróficas que 

contribuyen al crecimiento de las plantas a través del proceso de fijación biológica 

de nitrógeno, como se observa en el arroz cultivado en ambientes pobres en N 

(Sessitsch et al. 2012). 

En relación con la fertilización orgánica, Xia et al. (2015) detectaron diferencias 

notables en la abundancia y diversidad de bacterias endófitas cultivables de cuatro 
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cultivos principales. Este estudio mostró que la abundancia relativa de especies y la 

diversidad de endófitos bacterianos eran mayores en plantas cultivadas 

orgánicamente que en aquellas cultivadas con prácticas convencionales. El índice 

de diversidad de Shannon reveló que la diversidad endófita en tejidos como brotes 

y raíces era similar, y solo las semillas tenían la menor diversidad. Cabe mencionar 

que el cultivo orgánico enriquece la rizosfera y mantiene altos valores de pH. Un 

estudio metagenómico (Fadiji et al. 2020) también identificó cambios en la 

diversidad y estructura de los endófitos bacterianos asociados a las raíces de 

plantas de maíz dependiendo del esquema de manejo de fertilización empleado. 

Los autores encontraron que las Bacteroidetes dominaban en cultivos manejados 

con fertilizante orgánico (OF), las Firmicutes dominaban cuando no se aplicaba 

ningún fertilizante (NF) y las Proteobacteria (Gammaproteobacteria y 

Betaproteobacteria) dominaban cuando se utilizaba fertilizante inorgánico (IF). Un 

análisis de diversidad posterior mostró que la abundancia de bacterias endófitas fue 

mayor para el tratamiento de fertilización orgánica. Las actividades metabólicas de 

los endófitos vinculadas al metabolismo del nitrógeno y fósforo también fueron 

mayores en el grupo de fertilización orgánica. Se planteó la hipótesis de que la 

combinación de fertilizantes orgánicos e inorgánicos era más eficaz para aumentar 

y dirigir la diversidad bacteriana, aumentando así la producción de cultivos y 

teniendo menos impacto en los servicios simbióticos. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, las comunidades microbianas del suelo y 

de los endófitos se ven afectadas por la fertilización química con nitrógeno. Como 

resultado, las plantas muestran funciones metabólicas modificadas, dependencia 
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de fertilizantes químicos o una mayor sensibilidad a ambos tipos de estrés, lo que 

se refleja en última instancia en el rendimiento de los cultivos. El enriquecimiento 

orgánico de nutrientes (es decir, estiércol, compost o combinaciones de los mismos) 

influyen en la composición del microbioma del suelo al modular las interacciones 

bioquímicas entre las raíces de las plantas y reclutar otros microbios del suelo como 

endófitos potenciales. Aunque nos hemos centrado en las bacterias, es importante 

mencionar que las prácticas agrícolas alteran la complejidad de la red y la 

abundancia de taxones fúngicos en las raíces (Banerjee et al. 2019). En particular, 

la fertilización con nitrógeno también puede promover la desaparición de endófitos 

fúngicos, provocando que los microorganismos del suelo se conviertan en 

patógenos o generando una mayor necesidad de pesticidas para controlar 

nematodos y hongos patógenos (Garnica et al. 2020; Soonvald et al. 2020). Se 

deben realizar más estudios para comprender la importancia de los cambios en la 

estructura de las comunidades microbianas en suelos y plantas con fines agrícolas. 

Este conocimiento podría predecir las alteraciones que se producirán en los 

servicios ecológicos de las plantas en bosques, montañas y manglares. 
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4.7. Estrés multifactorial y su impacto en las plantas y sus 

microorganismos (fragmento del capítulo de libro Beltran-Garcia MJ., 

Martinez-Rodriguez, A. et al., 2024 in Sustainable Agricultural Practices, 

Editor(s): Ajay Kumar, James F. White, Joginder Singh) 

 
Los cultivos están sometidos constantemente a condiciones de tensión que 

reducen el rendimiento de las plantas. Las plantas poseen una serie de mecanismos 

protectores adquiridos durante la evolución para hacer frente a las situaciones 

ambientales adversas. La respuesta sistémica de la planta frente a un tipo (biótico 

o abiótico) o combinaciones de estrés reveló un complejo mecanismo de percepción 

y aclimatación que incluye la acumulación de diferentes transcriptos y metabolitos, 

así como diversas respuestas celulares y moleculares para mantener la 

homeostasis permite la adaptación y/o supervivencia a las agresiones ambientales 

cambiantes (Zandalinas et al., 2021a, 2022; Zandalinas y Mittler, 2022). 

Las plantas son "holobiontes", un concepto biológico propuesto por Lynn Margulis 

que explica la asociación simbiótica con una compleja red de microorganismos 

sometidos a procesos de adaptación y ajustes que les han permitido amortiguar los 

cambios ambientales con rapidez y precisión (Baedke et al., 2020). Las bacterias y 

hongos forman asociaciones simbióticas en las raíces, tallo o hojas. Los 

microbiomas de las plantas situados en la filosfera y rizosfera son heterogéneos y 

transitorios. Sin embargo, el microbioma endófito es altamente específico, y su 

diversidad está ligada a la inmunidad de las plantas que permite su establecimiento 

en la endosfera y, al mismo tiempo, contribuye a la resistencia del estrés vegetal. 

Las capacidades metabólicas y genéticas intrínsecas de los micromomas vegetales 



 60 

mejoran la capacidad de las plantas para tolerar tensiones multifactoriales (Dixit et 

al., 2019; Phour y Sindhu, 2022; Salvi et al., 2022). 

 

4.7.1. Respuestas de las plantas a la combinación de estrés 

multifactorial 

 
En el medio ambiente, las plantas están expuestas a diferentes condiciones 

de estrés que afectan negativamente su productividad. El concepto de estrés a nivel 

fisiológico puede definirse como cualquier condición que sea letal para la 

reproducción y supervivencia de las plantas. El estrés que afecta a las plantas se 

ha clasificado típicamente como abiótico y asociado con el cambio climático (olas 

de calor, frío, inundaciones y sequía prolongada) y biótico (ataque de insectos y 

plagas microbianas patógenas). Recientemente se han añadido contaminantes a la 

lista de factores que provocan las plantas y están vinculados con actividades 

antropogénicas, como los metales pesados, los microplásticos, los plaguicidas y los 

antibióticos. Además, el aumento de la radiación UV, el ozono (O3), el NO2 y el CO2 

repercuten en la productividad de los cultivos (Zandalinas et al., 2021a; Zandalinas 

y Mittler, 2022; Sinha, 2021). Además, la combinación de diferentes factores 

estresantes, incluida la fertilización con nitrógeno, reduce la biodiversidad del 

microbioma vegetal (disbiosis), lo que ayuda a apoyar el crecimiento y la salud de 

las plantas (Beltran-Garcia et al., 2021a; Yang et al., 2021a). 

Los grupos de investigación de Sara Zandalinas y Ron Mittler han integrado todos 

los factores de estrés que pueden afectar la productividad de los cultivos en un 

concepto llamado "combinación multifactorial de estrés", destacando que cada 
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condición de cada estrés tiene efectos sobre el crecimiento de las plantas. Sin 

embargo, la adición simultánea de diversos estreses abióticos provoca efectos 

devastadores (Zandalinas et al., 2021a). Una gran mayoría de los estudios 

mostraron que la combinación de estrés podría convertirse en sinérgico para la 

reducción del metabolismo del carbono fotosintético (por ejemplo, salinidad, sequía 

y altas temperaturas) en comparación con la aplicación de estrés individualmente 

en varias plantas (Anderson et al., 2021). Sin embargo, las combinaciones de estrés 

pueden ser beneficiosas para la planta (antagonistas) (Pascual et al., 2022; 

Zandalinas et al., 2021b; Rivero et al., 2022). 

Además de activar respuestas moleculares y fisiológicas al estrés, las plantas deben 

reprogramar su metabolismo para mitigar el estrés y adaptarse a los cambios 

energéticos (Pascual et al., 2022; Balfagón et al., 2022; Anzano et al., 2022; Liu et 

al., 2022a; Nakashima et al., 2014). Por ejemplo, las plantas producen típicamente 

dos tipos de metabolitos: los metabolitos primarios que están involucrados en 

procesos celulares (por ejemplo, supervivencia, crecimiento y reproducción) 

derivados del metabolismo central (es decir, azúcares, aminoácidos, poliaminas, 

fosfolípidos) y metabolitos secundarios que se ven implicados en la regulación de 

las interacciones planta-medio ambiente, como los compuestos fenólicos, 

flavonoides, terpenos y moléculas de nitrógeno que se producen y también regula 

el desarrollo de las plantas y la respuesta al estrés. 

Recientemente se ha propuesto que algunos metabolitos secundarios son 

multifuncionales y podrían funcionar como poderosos reguladores del crecimiento 

de las plantas y defenderse contra el estrés biótico y abiótico o combinaciones de 

estrés multifactorial (Jayaraman et al., 2021; Meraj et al., 2020; Yu et al., 2022a). 
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Dentro de la amplia gama de metabolitos secundarios sintetizados bajo estrés 

combinado, la biosíntesis de flavonoides ha atraído especialmente la atención en 

respuesta a la sequía, donde su síntesis implicó la expresión del factor de 

transcripción MYB, EGL3 (potenciador de GLABRA3), y el etileno-in-sensible 3 

(EIN3), así como la actividad de la chalcona sintasa e isomerasa de chalcona (Dixit 

et al., 2019; Jayaraman et al., 2021; Hou et al., 2022; Liu et al., 2019a; Nakabayashi 

et al., 2013; Waititu et al., 2021). Además, se ha planteado la hipótesis de que la 

alta producción de flavonoides en respuesta al estrés por sequía sirve para 

remodelar el microbioma, Atraer bacterias beneficas que ayudan a aumentar la 

resistencia de las plantas a la deshidratación como se ha observado recientemente 

en Arabidopsis donde la atracción por los flavonoides de Aeromonas H1strain 

impulsa el cierre estomático (He et al., 2022). 

 

4.7.2. Microbioma vegetal: la vida invisible que ayuda a las plantas 

contra el estrés 

El microbioma vegetal es una asociación dinámica y extraordinariamente 

compleja de microbios que ayudan a las plantas de diversas maneras (De Faria et 

al., 2020; Semchenko et al., 2022). Las plantas han seleccionado estas 

comunidades microbianas durante millones de años de co-evolución, contribuyendo 

con múltiples funciones al holobionte. El microbioma vegetal se considera un 

segundo genoma porque es importante para regular el metabolismo de las plantas 

y crítico para el sistema inmunológico de la planta (Vannier et al., 2019). Estas 

comunidades microbianas, que incluyen bacterias, hongos, virus y parásitos, 
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amplían las capacidades genómicas y metabólicas de sus huéspedes contra el 

estrés. Sin embargo, algunos de estos microbios tienen funciones muy específicas 

y son considerados "piedras angulares" que trabajan en una red compleja con otros 

microorganismos de la misma especie, así como varias especies, géneros, clases 

y dominios (por ejemplo, Archaea y Eukarya) (Beltran-Garcia et al., 2021b; Tyagi et 

al., 2022). 

Un número creciente de publicaciones muestran cómo estos componentes 

microbianos presentes en los microbiomas vegetales mitigan las tensiones 

individuales, incluyendo la sequía, el calor, el frío y la salinidad, pero falta 

información sobre sus papeles en la protección de las plantas bajo combinaciones 

estresantes (Choi et al., 2021). Estos microorganismos simbióticos de la filosfera, 

rizosfera y endosfera han sido considerados como la segunda línea de defensa 

contra el estrés abiótico y biótico (Fan et al., 2020; Hanaka et al., 2021; Verma et 

al., 2021; Zheng et al., 2021; Munir et al., 2022). 

Las bacterias que colonizan las plantas apoyan el crecimiento y la respuesta al 

estrés abiótico a través de la síntesis directa de fitohormonas o regulando el 

antagonismo-sinergismo entre las vías de señalización de las fitohormonas y su 

sensibilidad. De hecho, las bacterias endófitas sintetizan directamente AUX, NO, 

CTKs, ABA, BRs, SA y GA tras la colonización del huésped (Park et al., 2017; Khan 

et al., 2011a; Mishra y Baek, 2021; Costa et al., 2022; Ma et al., 2022; Tsotetsi et 

al., 2022). 

La cepa Pseudomonas fluorescens G20-18 aumenta el crecimiento del tomate y 

aumenta la tolerancia a la sequía. Las respuestas influyentes para la tolerancia al 

estrés incluyen síntesis de clorofila en las hojas y contenido de ABA. Además, 
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Pseudomonas activa sistemas de enzimas antioxidantes y la síntesis de 

compuestos fenólicos, antocianinas y flavonoides. Estos genes diferencialmente 

regulados eran siete veces más altos en condiciones de sequía como respuesta a 

la inoculación. P. fluorescens G20-18 produce CTKs (Mekureyaw et al., 2022). Por 

otro lado, Bacillus amyloliquefaciens de semillas de arroz produce GA que no solo 

aumenta la respuesta fisiológica del huésped, sino que también estimula los niveles 

de SA y reprimido ABA (Shahzad et al., 2016). 

 

Además, los endófitos Shewanella putrefaciens y Cronobacter dublinensis mejoran 

la tolerancia a la sequía del mijo modulando los niveles de expresión de los genes 

en la biosíntesis de ácido absicico ABA y auxinas AUX, codificando la respuesta de 

transcripción a la sequía. Los factores de transcripción fueron significativamente 

más altos bajo estrés severo por sequía en plantas que no fueron inoculadas con 

endófitos (Manjunatha et al., 2022). Las bacterias productoras de AUX medían la 

sequía y la tolerancia a la sal aumentando la permeabilidad al agua, la absorción 

del agua y la detoxificación de los ROS, mejorando la arquitectura radicular e 

induciendo la expresión de genes resistentes al estrés (Khan et al., 2019; El Houda 

et al., 2022; Kour y Yadav, 2022). 

 

También se ha informado que algunas especies de hongos endófitos exhiben 

funciones anti-estrés abiótico. Por ejemplo, el hongo endófito Penicillium 

minioluteum protege la soja dañada por la sal reduciendo los niveles de ABA, y 

Penicillium glabrum actúa como un protector en la soja y los girasoles disminuyendo 

significativamente la síntesis de ROS y la peroxidación lipídica y concentraciones 
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de ABA y prolina (Khan et al., 2011b; Ismail et al., 2021). Recientemente, Lubna et 

al. (2022) encontraron que inoculando la soja con el hongo endófito Bypolaris sp. 

bajo estrés salino, los niveles endógenos de ABA se redujeron, mientras que el SA 

aumentó en las plantas con hongos. 

 

Los microbiomas de las plantas pueden proteger a los huéspedes contra los 

esfuerzos bióticos y abióticos y mejorar la adquisición y la absorción de nutrientes 

(fijación biológica del nitrógeno, solubilización del fosfato, transferencia orgánica del 

nitrógeno, y síntesis siderófora), puede inhibir la síntesis de etileno, y obtener 

amonio a través de la enzima ACC deaminasa. Los microbios vegetales sintetizan 

varias moléculas del tipo de los osmolitos, tales como betainas, poliaminas, 

compuestos de amonio cuaternario, trehalosa, glicerol, prolina, aminoácidos y 

melatonina para ajustar el estrés metabólico del agua en las plantas. Estos 

compuestos también protegen contra la oxidación de las proteínas de membrana y 

los fosfolipidos que funcionan como atrapadores de ROS (Bashir et al., 2022; 

Saleem et al., 2019; Zhang et al., 2022b; Noman et al., 2021a; Nanjani et al., 2022; 

Chen et al., 2022; Trivedi et al., 2020; Byregowda et al., 2022; Phour y Sindhu, 

2022). 

 

Curiosamente, los endofitos que residen dentro de los tejidos vegetales modularon 

la concentración de ROS y protegieron a la planta de los efectos perjudiciales de 

ROS durante el estrés. Los niveles de ROS se reducen sintetizando SOD, APX, 

CAT, ascorbato, glutatión y tocoferoles implicados en la homeostasis de ROS 

directamente o a través de la activación de mecanismos antioxidantes vegetales, en 
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la que las bacterias endófitas también inducen síntesis de metabolitos secundarios 

como compuestos fenólicos, flavonoides, taninos, carotenoides, entre otros (Verma 

et al., 2021). 

Por otra parte, los endófitos inducen cambios en las plantas estresadas mediante la 

sobrepresión de genes tolerantes al estrés, incluidos los que participan en los genes 

de señalización ABA, AUX GA y JA, una mayor expresión de los canales iónicos 

KAT1 y KAT2, lo que da como resultado un aumento del Na+/K+ (Rani et al., 2022). 

Este fenómeno se conoce como tolerancia sistémica inducida (Chen et al., 2022; 

Mengistu et al., 2020; Bacon y White, 2016) y se refiere a una respuesta mediada 

por microorganismos a las respuestas de estrés abiótico de las plantas. 

 

4.7.3. Retroalimentación reactiva de especies de 

oxígeno/antioxidantes para la modulación del microbioma, 

simbiosis, mitigación del estrés vegetal y más: muchas preguntas 

que requieren estudios adicionales 

 
En todos los organismos aerobios, la síntesis de la generación de ROS es un 

hecho inherente a la vida celular. Las concentraciones aumentadas de ROS pueden 

tener efectos deletéreos en las células, pero a bajas concentraciones funcionan 

como moléculas de señalización para procesos celulares fundamentales (por 

ejemplo, crecimiento, diferenciación y muerte). Los ROS son importantes para el 

crecimiento de las plantas, la defensa contra patógenos y la respuesta al estrés y, 

junto con otras moléculas de señalización como calcio, NO y H2S, sirven para la 

señalización intracelular como para las comunicaciones célula a célula durante las 
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tensiones bióticas/abióticas de forma independiente o en combinación con estrés 

multifactorial (Marcec et al., 2019; Wang et al., 2021; Singhal et al., 2021; Peláez-

Vico, 2022). Por otra parte, para mantener la homeostasis de las ROS, las células 

vegetales activan sistemas específicos y rigurosos de eliminación de residuos, 

incluyendo sistemas antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, para promover el 

desarrollo de las plantas y estrategias de gestión del estrés que crean un asa de 

retroalimentación (Fig 3). Entre estas moléculas antioxidantes, los flavonoides han 

llamado la atención por su capacidad de acción como agentes oxidantes y 

quimioatrayentes bacterianos en condiciones de estrés (He et al., 2022). 

Por lo tanto, las plantas deben reclutar a esos microbios con capacidades para 

superar el estrés oxidativo y reemplazar a los colonos naturales, recuperándose de 

la disbiosis y mejorando la tolerancia de la planta al estrés (Fig.3). 

Las ROS son esenciales para modular el microbioma vegetal en condiciones 

estresantes y durante el desarrollo de la planta (Berrios y Rentsch, 2022). La 

producción de ROS puede ser por plantas o los microbios endófitos, activando la 

inmunidad de las plantas y coordinando la abundancia y diversidad de comunidades 

microbianas (Verma et al., 2021; Oukala et al., 2021). Para la producción de ROS, 

una oxidasa alternativa RBOHD (burst respiratory homolog D) facilita la producción 

de ROS junto con otras vías de señalización, incluyendo la activación de la 

inmunidad y las vías de tráfico vesicular, que podría explicar cómo la homeostasis 

microbiana revierte la disbiosis (Chen et al., 2020). Además, RBOHD es un punto 

de convergencia para el reconocimiento microbiano, la señalización por estrés y la 

respuesta de las plantas al estrés biótico y abiótico (Pfeilmeier et al., 2021; Liu et 

al., 2022c). La producción de ROS estimulada por la RBOH de la membrana y la 
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señalización que activa la respuesta antioxidante crea un asa de retroalimentación 

asociado con interacciones simbióticas entre plantas y microorganismos. Se ha 

demostrado que las ROS participan en muchas etapas de la interacción leguminosa-

rizobio, desde la infección por rizobios hasta la senescencia del nódulo. Las ROS 

se producen desde la percepción de los factores de Nod (como los 

lipoquitooligosacáridos bacterianos); este hecho se ha medido a través de la 

inducción de genes antioxidantes en respuesta a la compatibilidad (Minguillón et al., 

2022; Hawkins y Oresnik, 2022). 

 

 

Figura 3. Relación planta-microbioma para la modulación microbiana para mejorar 

la resistencia de las plantas vinculada a ros-antioxidante retroalimentación. El estrés 
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de las plantas activa la producción de ROS y estimula directamente una respuesta 

antioxidante en las plantas o activa microbios que atenúan el ROS. Bajo un asa de 

retroalimentación, las plantas permiten la colonización, establecen simbiosis y 

soportan el estrés.  

 

En los frijoles Phaseolus, después de 3 minutos de percibir el factor NOD, los pelos 

de la raíz liberan ROS (Arthikala et al., 2017). La producción de O2.- y H2O2 es 

esencial para una infección eficaz y la liberación de rizobios en las células del 

nódulo. Es interesante que el H2O2 se haya detectado específicamente en los 

espacios intercelulares y/o las paredes de las células vegetales en nódulos 

indeterminados y determinados. Esta producción de ROS depende de la actividad 

de las isoformas RBOHA/RBOHB, la CuZnSOD y otras enzimas oxidasas, que 

influyen en la formación de nódulos y el metabolismo. En los frijoles comunes, 

RBOHB juega un papel central en la formación de respuesta de infección y 

organogénesis del nódulo a través de la interferencia con flavonoides, metabolismo 

del carbono, regulación del ciclo celular, y el AUX y CTKs al comienzo de la 

nodulación (Fonseca et al., 2021). El H2O2 también ha sido detectado alrededor de 

los bacteroides en nódulos. Por lo tanto, es probable que la senescencia de los 

nódulos esté relacionada con un evento de estrés oxidativo que implique una 

reacción del tipo Fenton con metales como el hierro y el cobre (Liu et al., 2019b). 

Por otra parte, el intercambio de ROS y la producción de especies reactivas de 

nitrógeno son claves para la comunicación entre nódulos y bacteroides, donde los 

antioxidantes son críticos para modular sus funciones, prevenir el daño oxidativo y 

mejorar la fijación del nitrógeno (Arthikala et al., 2014; Alqueres et al., 2010). La 
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síntesis de las isoformas SOD y CAT, es esencial para la actividad del bacteroide, 

y la deficiencia en estos antioxidantes impacta en la infección y nodulación (Kunert 

y Foyer, 2022).  

En el mismo contexto de retroalimentación, se han observado ROS y antioxidantes 

en simbiosis tripartita en leguminosas. La interacción simbiótica simultánea de 

Bradyrhizobium y Phomopsis liquidambaris, un hongo endófito que depende de la 

producción de ROS y la biosíntesis de flavonoides que influyen en la nodulación, 

aumentando las respuestas de las bacterias rizobiales a los exudados de raíz y en 

la nodulación del cacahuate (Zhang et al., 2022c). Análisis transcriptómicos y 

metabólicos mostraron que la producción de flavonoides es una estrategia para 

aliviar el estrés oxidativo en las interacciones entre rizobios y hongos endófitos 

(Nath et al., 2016). Por lo tanto, las plantas y sus socios microbianos han co-

optimizado las respuestas de tolerancia al estrés para el intercambio de señales con 

el fin de establecer una simbiosis funcional. 

 

Además, se observó una interacción tripartita de plantas con asociados simbióticos 

entre micorrizas arbusculares y el hongo simbiótico radicular Piriformospora indica, 

mejorando el crecimiento de las plantas al aliviar los impactos del estrés y, 

consecuentemente, un mejor desarrollo de las plantas. La colonización fúngica 

mejora principalmente la cinética de producción de ROS (metabolismo de ROS y 

homeostasis de ROS) en los procesos celulares de las plantas y el crecimiento de 

las plantas bajo estrés biótico y abiótico (Hamilton, 2012). La propuesta del 

laboratorio es que la comunicación planta-microbio ocurre a través de la regulación 

ROS-antioxidantes, y por consiguiente la respuesta al estrés combinada.  
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Por otro lado, se ha observado que durante la interacción simbiótica de Epichloë 

festucae con gramíneas frescas de temporada (Rahnama et al., 2021). Bajo esta 

colonización, este hongo asintomático puede producir antioxidantes en respuesta a 

las tensiones bióticas y abióticas mejorando la respuesta de las plantas (Kayano et 

al., 2018). Sin embargo, interesantemente Epichloë reduce la producción de ROS 

para establecer la colonización al disminuir la actividad de RBOH a través de dos 

GTPases Rho no homólogos: Cdc42 y RacA que median la infección fúngica (Qi et 

al., 2017), por lo que es probable que este comportamiento sea más de un agente 

patógeno que de un benéfico. 

Sin embargo, como se muestra en la Figura 4, se propone que la modulación de los 

microbiomas vegetales, su funcionalidad y la mitigación del estrés estén vinculados 

a la retroalimentación ROS/antioxidante (Zandi y Schung, 2022). Las condiciones 

de estrés influyen en la activación directa/indirecta de diferentes isoformas RBOH 

en el apoplasto, aumentando la producción de ROS, especialmente H2O2 (Qi et al., 

2017). El H2O2 es una molécula estable que cruza las membranas utilizando canales 

de AQP. El aumento de la concentración de H2O2 en el citosol activa directamente 

las respuestas de estrés molecular vinculadas a la producción de antioxidantes que 

disminuirán la señal de ROS y por lo tanto mitigarán el estrés. 

Sin embargo, ¿cómo funcionan las ROS para la modulación microbiana? Sabemos 

que algunas bacterias endófitas son reclutadas del suelo y luego filtradas según su 

tolerancia a los gradientes de ROS para llegar a la endosfera (Berrios y Rentsch, 

2022). Sin embargo, no sabemos los mecanismos moleculares exactos que utilizan 

las bacterias endófitas para percibir y activar el sistema antioxidante para provocar 

una respuesta eficiente a la ROS en su camino hacia la endosfera. Recientemente, 
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Chang et al. (2021) y Micci et al. (2022), en estudios de bacterias involucradas en 

el ciclo de la rizofagia en los pelos radiculares y microbios en tricomas foliares, 

mostró evidencia histoquímica de que los microbios pueden secretar especies 

antioxidantes para protegerse del daño oxidativo debido al superóxido producido en 

tejidos y células vegetales. Sólo sabemos que la atracción y la entrada en la 

endosfera de estas bacterias influyen en la respuesta global de las plantas al estrés. 

Cabe mencionar que Escherichia coli, Salmonella y otros patógenos humanos 

aumentan su resistencia al estrés oxidativo y a los antibióticos si se les aplica una 

dosis baja de H2O2. En estas bacterias, una vez activados, los sensores REDOX 

como SoxR, OxyR y RsrA desintoxican niveles no deseables de ROS y protegen las 

células con estrategias antioxidantes (Chang et al., 2021). 

 

Una vez que las bacterias han colonizado la endosfera, se producen ROS a niveles 

bajos alrededor de las bacterias para mantener relaciones simbióticas y la 

colonización. Sin embargo, aún no se ha descubierto completamente cómo las 

bacterias en las células de la raíz pueden adaptarse para apoyar la producción de 

ROS. Las bacterias endófitas producen sus antioxidantes en respuesta a la ROS, 

pero esto no es permanente. También es muy interesante que en el ciclo de la 

rizofagia algunos de estos "nuevos endófitos" absorbidos del suelos en la punta de 

las raíces son posteriormente expulsados de las puntas de los pelos de raíz en 

crecimiento para volver al suelo donde pueden adquirir nutrientes adicionales antes 

de ser atraídos de nuevo a las puntas de las raíces donde se acumulan los exudados 

para atraer a los microbios; mientras que otras bacterias pueden salir de las células 

radiculares hacia los espacios intercelulares para residir permanentemente en la 
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endoesfera (White et al., 2021, 2019b).  Investigaciones futuras deben examinar 

cómo estas interacciones cambian a lo largo del tiempo y el espacio bajo múltiples 

estresores causados por el cambio climático y las actividades antropogénicas, como 

se ha propuesto de forma interesante por Trivedi et al. (2022). Lo que se necesita 

ahora es empezar a evaluar qué genes expresan los endófitos bacterianos mientras 

están dentro de los tejidos y las células vegetales, ya que interactúan con ROS 

producidos por el huésped y otras moléculas vegetales. La mayoría de los análisis 

genómicos se centran en la respuesta del huésped a las micobacterias endofíticas, 

más que en la respuesta endofítica a las células y tejidos del huésped. 
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Figura 4. Reclutamiento microbiano inducido por las vías de respuesta al estrés 

como fitohormonas y derivados de ros de la actividad de nadph oxidasa (RBOHD). 

La diversidad del microbioma durante el estrés de las plantas puede alterarse 

debido a una “pérdida transitoria de microorganismos” que perjudica la salud de las 

plantas. En compensación, las raíces de la planta activan el reclutamiento comenal 
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desde el suelo hasta la endosfera, llamado estrategia “CRY FOR HELP” para liberar 

metabolitos secundarios. Los comensales que reemplasan a los endófitos 

“originales” fueron seleccionados en diferentes gradientes de ros y luego restauran 

gradualmente el estado de salur de las plantas.  

 

Otro servicio simbiótico que implica la retroalimentación ROS-Aox ofrecida por las 

bacterias endófitas y cianobacterias está relacionado con la fijación de nitrógeno y 

la eficiencia del uso del agua. Por ejemplo, la actividad de la nitrogenasa es 

extremadamente sensible a la inhibición por el oxígeno y la ROS pero depende de 

una alta actividad metabólica para producir los ATPs necesarios mediante 

fosforilación oxidativa para sostener la fijación biológica del nitrógeno; así, en este 

evento paradójico requiere la regulación de los genes anti-ROS (Song et al., 2021; 

Alqueres et al., 2010; Raghavan et al., 2015; Kumar et al., 2018). En este sentido, 

se piensa que el aumento de los compuestos fenólicos, flavonoides, saponinas, y 

otras moléculas con características prooxidantes/antioxidantes sintetizadas 

después de la inoculación de la planta con sus endófitos permite a la planta 

fortalecer sus propias células contra ROS y reduce el oxígeno alrededor de las 

bacterias, controlar las concentraciones de oxígeno, permitir la fijación de nitrógeno 

por bacterias diazotróficas dentro de las células vegetales (Chang et al., 2021; Micci 

et al., 2022; White et al., 2021). 
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4.8. Situación del Agave marmorata o tepextate 

El A. marmorata Roezl., es un agave silvestre que se utiliza para la 

producción de mezcal tradicional, tradicionalmente a este agave se le conoce como 

pitzomel o tepextate. La planta en una pequeña escala es parte de la economía de 

poblaciones rurales, porque cuando la planta madura después de 35 años, lo que 

la convierte en una de las plantas de agave más longeva (Jimenez-Valdés et al., 

2010). Por lo que el uso para la producción de mezcal genera problemas de 

sustentabilidad y compromete la presencia de especímenes en el campo, afectando 

ampliamente la ecología del ambiente que rodea a la planta, entre estos se 

compromete la retención de agua, aumenta la erosión, los polinizadores se afectan 

por falta de miel y nutrientes originados en las flores. 

 

Lamentablemente la especie de agave tiene una distribución restringida, solo crece 

en el área denominada valle de Tehuacán-Oaxaca situado en los estados de Puebla 

y Oaxaca, en bosques de la sierra madre del sur y el Istmo de Tehuantepec (García-

Mendoza, 2011). En 2023, Valiente-Banuet reporto la existencia de 2.620 individuos 

por hectárea en el valle de Zapotitlán.  La planta es semélpara, tiene propagación 

clonal ocasional y cuando la roseta o piña alcanza 60 cm de diámetro, puede 

florecer en mayo-junio (Ornelas et al., 2002, Jiménez-Valdés et al., 2010). Para la 

ecología como mencionamos es una especie clave por que 21 especies de aves 

(incluidos los colibríes) y al menos dos especies de murciélagos nectarívoros (es 

decir, Choeronycteris mexicana y Leptonycteris nivalis) se han reportado 
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alimentándose de sus flores en la Biosfera de la Reserva de Tehuacán-Cuicatlán 

(Ornelas et al., 2002). 

 

La mayor parte de las investigaciones sobre A. marmorata se han centrado sobre 

su biología reproductiva (Ornelas et al., 2002), dinámica de población (Delgado-

Lemus et al., 2014; Jimenez-Valdés et al., 2010), análisis de su cariotipo (diploide, 

2n = 2x = 60) (Flores-Maya et al., 2015), y diferentes estudios relacionados con la 

propagación in vitro y los microbios presentes en sus semillas (Aguilar Jiménez y 

Rodríguez de la O, 2018; Martinez-Rodriguez et al. 2019). Recientemente se estimó 

la diversidad genómica. Los datos obtenidos de 173 individuos genotipados indican 

la existencia de una diversidad genética relativamente alta a niveles de especies 

(HT=0.229) y ligeramente inferior a los valores en otras especies de agaves usados 

para la producción de bebidas destiladas, por ejemplo A. angustifolia (HT=0.250) 

para producción de bacanora en Sonora y A. potatorum (HT0.252) utilizado para la 

producción del mezcal tóbala en Puebla y Oaxaca (Ruiz Mondragón et al., 2023), 

pero con una diversidad claramente mayor que en A. tequilana (HT = 0,120) utilizada 

para la producción de tequila en Jalisco (Ruiz Mondragon et al., 2022). Hasta el 

momento la reproducción clonal es poco común para este agave, sin embargo, la 

sustracción de especímenes tiene un efecto negativo sobre la diversidad genética 

de la planta. El mantenimiento de la variabilidad genética es importante para la 

conservación biológica por lo que la planta junto con sus polinizadores y otros socios 

biológicos, podrán adaptarse y enfrentar los cambios ecológicos en el panorama de 

extinción masiva relacionada con el cambio climático.  
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La reproducción y supervivencia de la planta está relacionada con el suelo, la 

germinación y crecimiento de plantas ocurre favorablemente cuando la corteza del 

suelo se compone de musgos, cianobacterias, algas verdes, hongos y líquenes, que 

son ricos en nutrientes que ayudan a la retención de agua creando microhábitats 

favorables para la germinación de semillas, en contraste con el suelo desnudo 

(Godínez-Alvarez et al., 2012).  

Como hemos venido mencionado a lo largo del posgrado, no existen muchos 

estudios que apoyen la conservación y la restauración de un ecosistema mediante 

estrategias biotecnológicas que soporten la producción de plantas que se adapten 

y sobrevivan al estrés medioambiental. Por lo que en este proyecto buscamos la 

conservación del A. marmorata Roetzl como un modelo que nos ayude a establecer 

las estrategias y la metodología para la selección y reproducción in vitro y su 

posterior re-introducción al ecosistema. así como la búsqueda de la restauración 

genética y mejoramiento del cultivo de A. tequilana Weber mediante la inoculación 

con sus microorganismos endófitos (Martínez-Rodríguez, 2017 tesis de 

licenciatura). En esta ocasión hemos observado que la adición de bacterias 

endófitas y lantanidos conocidas como tierras raras promueven la activación de 

microbiomas endófitos, resultando un conocimiento importante que explique la 

adaptación de las plantas al estrés. 
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5. Inducción de la respuesta de propagación de líneas clonales de A. 

marmorata por diferentes concentraciones de 6-benzilaminopurina 

(BAP).  

 

5.1 Resumen 

La selección clonal y la micropropagación podrían contribuir a conservar la 

planta A. marmorata, especie de agave en peligro de extinción con la idea principal 

de reforestar sus hábitats naturales. Se desarrolló un protocolo de 

micropropagación utilizando la proliferación de brotes axilares para multiplicar líneas 

clonales derivadas de las semillas de A. marmorata (Martinez-Rodríguez et al., 

2022). La aplicación de este proceso de propagación usando multiplicación eficiente 

de brotes inducida por la citocinina BAP podría contribuir a mejorar la reintroducción 

del agave en el bosque con fines de conservación y restauración de ecosistemas. 

Seleccionamos las líneas clonales respecto a la capacidad de multiplicación y la 

formación estable de tejidos observadas en diferentes líneas clonales. Las 

diferencias entre las líneas podrían explotarse para la producción de plantas de alta 

calidad con diferentes capacidades, tales como una rápida propagación, una mayor 

adaptación al estrés y un crecimiento bajo limitación de nutrientes, pero permite 

mantener diferentes genéticas en las plantaciones para satisfacer la demanda de 

plantas sin poner en riesgo un recurso natural. 

De manera notable la línea AM32 presento la mayor formación de brotes inducidos 

por BAP y presentó bajo tejido senescente después de 60 días de cultivo. Nuestros 

resultados revelan diferencias en la inducción y multiplicación de brotes entre las 
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líneas clonales, incluso bajo condiciones idénticas de cultivo in vitro. También se 

seleccionaron las líneas clonales AM31 y AM33. Desde la perspectiva de la 

producción vegetal, las tres líneas clonales seleccionadas (AM31. AM32 y AM33) 

toleraron un entorno libre de nutrientes como vermiculita y arena de playa cuando 

fueron trasladadas exvitro. 

5.2 Métodos 

5.2.1 Indice de Brotación inducido por 6-BAP 

El indice de brotación se estimo en replicas de 5 frascos por cada línea, 

probadas con cada una de las concetraciones de 6-Bencilaminopurina, entre las 

cuales usamos 10 ppm, 5 ppm y 2.5 ppm. El medio MS (Murashigue and Skoog, 

1000) modificado sin la adición de vitaminas, se tuvo en ciclos de 12 horas luz y 12 

horas oscuridad durante dos meses. Se usaron 5 propagulos para inicio de cada 

replica.  

La estimulación de los brotes en las líneas de agave marmorata pueden llegar a ser 

muy efectivas con BAP debido a que la linea no esta manoseada y el soporte de 

estrés de la genetica de la línea ayuda a la tolerancia del estrés que esta inducido 

por la adición de BAP de manera natural en la planta silvestre.  

5.3 Resultados 

5.3.1 Respuestas de brotación en lineas clonales de A. marmorata a 

concentraciones de 6 Benzilamino purina. 

La figura 5 presenta la respuesta de brotación de las 11 líneas clonales de A. 

marmorata inducida por 2.5, 5 y 10 ppm de BAP. La adición al medio MS de 2.5, 5 
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y 10 ppm de BAP tuvo un efecto diferenciado en las plantas. Las líneas M06, M14D-

E, AM32, AM33 y AM34 incrementaron la producción de los brotes utilizando una 

concentración de 10 ppm, cada una tuvo un promedio de brotación de 29.4±2.40, 

37.6±3.91, 93.4±3.43, 65±4.06 y 29.4±5.63 respectivamente. La línea AM32 

presento hasta 90 brotes en la concentración de 10 ppm.  La fisiología de estos 

brotes fue vigorosa y no se observa la presencia con deterioro oxidativo. 

El efecto del BAP sobre la brotación en las líneas AM20, AM21 y AM31 tuvo un 

efecto negativo al mostrar 13±2.12, 6±2.91 y 15.2±2.16 brotes en la concentración 

de 10 ppm. La línea AM21 tuvo la menor respuesta a la estimulación de brotes 

respecto a las otras líneas, además presento una mayor proporción de tejido 

oxidado y brotes sin vigor, ya que son flacidos en estructura. Sin embargo, la 

respuesta de estas a una concentración menor de 5 ppm, mejoraron en respuesta 

con un número de brotes de 28.8±1.78, 12±5.09 y 36±5.04, la predominancia del 

tejido oxidado fue menor y los brotes tuvieron mejor apariencia. 

 

El comportamiento de respuesta observado en las líneas M06, M14D-E y AM34, 

muestran que existe hay una disminución en la producción de brotes en todas las 

concentraciones, pero en la concentración de 5 ppm, se generaron 13±2.12, 

24.6±2.70 y 14.8±2.77 respectivamente. Dentro de este segmento de líneas de baja 

respuesta al BAP la única linea que presenta una ganancia de generación de brotes 

con 5 ppm de BAP fue AM31 con 36±5.04 pero no muestra diferencia significativa 

con 2.5 ppm que tuvo hasta 32.4±4.5 brotes. La apariencia de los brotes es de color 

verde limón, no presenta abundante oxidación entre los brotes. Cuando se añadió 

la concentración de 2.5 ppm, unicamente dos líneas tuvieron mayor desarrollo de 
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brotes AM20 y AM2 de 41.4±1.34 y 23±3.74 (Figura 1). La línea M06 tuvo 3.6±1.51, 

M14D-E con 12.4±1.67, AM31 de 32.4± 4.50, las líneas AM32 y AM33 con un 

promedio de 65±3.67 y 35±2.44, finalmente la línea AM34 obtuvo 16±1.22 brotes 

producidos en dos meses, teniendo una apariencia de coloraciones verde oscuro, 

para la línea AM34 presenta puntos violetas en la base de las hojas, así como AM32. 

La línea M06 persiste un color verde limón, indicador de hojas vigorosas.  

 

 

Figura 5. Inducción de la brotación de líneas clonales de A. marmorata por 6 BAP.  

Se utilizaron concentraciones de 2.5, 5 y 10 ppm en un seguimiento durante 2 

meses. Las líneas clonales am32 y am33 tuvieron la mayor respuesta en todas las 

concentraciones con diferencias significativas entre ellas.  
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5.4 Discusión  

Ocho líneas clonales de Agave marmorata fueron evaluadas por la brotación 

inducida por 6-BAP. El comportamiento de las líneas forma 2 grupos de respuesta. 

El grupo 1 fue de baja respuesta, donde se obtuvo un índice de brotación de hasta 

40 brotes promedio en alguna de las concentraciones utilizadas que incluyen a las 

líneas M06, M14D-E, AM20, AM21, AM31 y AM34. Las líneas AM32 y AM33 

respecto a las otras líneas clonales fueron consideradas como las de mayor 

respuesta a la brotación inducida por el BAP. En algunos casos se observan 

diferencias significativas entre concentración de BAP y una cepa en particular. La 

otra línea con diferencia significativas estadísticamente entre concentraciones fue 

M06, esta línea presenta un mayor número de brotes a mayor concentración de 

BAP, siendo cercana a 30 brotes a 10 ppm. La línea M14D-E, también presenta una 

respuesta de mayor brotación a mayor concentración de BAP. Con 38 brotes a 10 

ppm de BAP. Completa este comportamiento de mayor brotación en respuesta a la 

concentración AM34, esta línea tiene 31 brotes a 10 ppm. Sin embargo, no se 

observa una diferencia significativa entre los valores de brotación alcanzados entre 

2.5 ppm y 5 ppm de BAP.  

 

Las plantas de la línea AM20, tuvieron una respuesta estadísticamente diferente 

entre concentraciones y tuvo un efecto de brotación contrario respecto a la 

concentración, ya que la menor concentración de BAP (2.5 ppm) fue la que mayor 

número de brotes tuvo con 42 comparadas con las líneas AM21 y AM31. El 

incremento de la concentración de BAP redujo la brotación hasta 14 brotes a 10 
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ppm. La línea AM21 solo fue significativamente diferente en la concentración de 2.5 

ppm respecto a las otras dos concentraciones de BAP. Su respuesta de brotación 

fue mejor a menor concentración con 23 brotes en 2.5 ppm. Esta línea se caracterizó 

por tener la menor respuesta en la estimulación de brotes, además de presentar un 

tejido con mayor índice de oxidación y brotes sin vigor. La línea AM31 muestra un 

comportamiento de mayor numero de brotes totales en 5 ppm, pero no es 

estadísticamente diferente con 2.5 ppm, el aumento de la concentración a 10 ppm 

reduce el número de brotes hasta un 55%.   

El segundo grupo lo integran únicamente las líneas AM32 y AM33, las cuales 

tuvieron un seguimiento posterior al ser seleccionadas para este estudio respecto a 

la adición de bacterias y lantánidos. Estas líneas responden directamente a la 

concentración de BAP. AM32 tuvo hasta 90 brotes, siendo la línea más apta para 

producir plantas bajo este sistema de inducción. Las respuestas son 

significativamente diferentes entre concentraciones tanto en AM32 y AM33, pero no 

existe diferencia entre AM32 y AM33 en 2.5 ppm y 10 ppm respectivamente. El BAP 

o 6- bencilaminopurina (6-BA, una citocinina de primera generación) reguladora de 

plantas ampliamente usado en la micropropagación vegetal, debido a que promueve 

la división celular y la proliferación de brotes, sin embargo, su efectividad depende 

directamente de la planta y la concentración usada. Por ejemplo, en la 

micropropagación de pepino, BAP no tuvo efecto en la formación de brotes a 

concentraciones de 0.5, 1 y 2.5 ppm (Azizan y Zakaria, 2017).   

En los agaves la falta de sistemas eficientes de propagación es un factor que limita 

el uso racional de varias especies, que en muchos casos han tenido una peligrosa 
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reducción de sus poblaciones debido a la sobreexplotación de los materiales 

silvestres. Trabajos relacionados a este proyecto. Por ejemplo, Rosales et al., 

(2008) en un estudio publicado en Fitotecnia, muestran que la utilización de BAP en 

los protocolos de propagación in vitro para Agave cupreata, A. difformis, A. 

karwinskii, A. obscura y A. potatorum, se logró la formación de brotes múltiples en 

medio MS suplementado con eficiencias de producción de brotes más altas para A. 

cupreata y A. karwinskii en concentraciones de 1,5 y 1 mg L-1 BAP, con 10,5 y 6,1 

brotes por explante, respectivamente. Ching et al., (2014) publicado en Hortscience, 

desarrollaron un sistema eficiente para la micropropagación de Agave americana L. 

utilizando tallos basales como explantes y cultivados en un medio modificado de 

Murashige y Skoog (MSI) suplementado con diversas concentraciones de 6-

bencilaminopurina (BA) para la proliferación de brotes. El mayor número de brotes 

(18,5 brotes/explante) de tallos basales se obtuvo en MSI suplementado con 13,32 

μM BA. En este trabajo, encontramos que las concentraciones micromolares de 

BAP fueron de 11.09 μM, 22.19 μM y 44 μM.  

En 2015, Puente-Garza et al. en un trabajo publicado en Frontiers in Plant Science, 

utilizaron BAP para propagar A. salmiana usando una mezcla de auxinas y BAP a 

una concentración de 10 ppm (44.39 μM) provoco la brotación de 3.50 brotes en 60 

días. Por último, Ríos Ramírez et al., en 2017 público en Ciencia e Investigación 

agraria el uso de BAP en la propagación de A. angustifolia, sobre la formación de 

nuevos brotes adventicios (organogénesis). Se establecieron grupos de tres a 

cuatro brotes en diferentes variantes de un medio de cultivo de Murashige y Skoog 

que tenían diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP; 0,5, 1, 2 y 4 
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ppm) y IAA (0,1, 0,3 y 1 ppm). Después de 16 semanas, se encontró que una mayor 

proliferación de brotes estaba positivamente relacionada con la concentración de 

reguladores de crecimiento. Por ejemplo, los tratamientos con 0,5 ppm BAP + 0,1 

ppm de IAA tenía 7,8 brotes, mientras que los explantes establecidos en medio de 

cultivo con 4 ppm de BAP + 1 ppm de IAA tenían 32,8 brotes.  

Nuestros resultados y los de otras publicaciones indican que las líneas clonales 

tienen una respuesta heterogénea a la citocinina BAP. Arzate-Fernandez et al., en 

2020, muestra un protocolo que promovió la formación de brotes en A. marmorata 

y A. salmiana. Ellos lograron la regeneración de brotes en todos los experimentos 

probados; el mayor número de brotes fue en A. salmiana con 23.8 directamente con 

una concentración de 10 ppm de BAP, mientras que en A. marmorata se tuvieron 

24.7 brotes con 5 ppm de BAP.   

Estos resultados contrastan los obtenidos en este trabajo, donde las líneas clonales 

de A. marmorata al BAP responden de mejor manera en un medio que esta 

suplementado a la mitad de los nutrientes y sin uso de otras hormonas y con 

capacidades superiores de brotación, incluso en aquellas líneas de baja respuesta 

a las dosis de BAP usadas. Además, observamos enraizamiento en tres líneas 

(AM21, AM24 y AM34) con una tendencia a ser fácilmente individualizadas. Sin 

embargo, para la producción de plantas, el enraizamiento durante la multiplicación 

de las yemas atenúa la multiplicación de las yemas y/o eleva los procesos celulares 

para sostener el crecimiento de las plantas, aumentando en consecuencia los 

costos de producción. 
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En los tejidos vegetales, las citocininas actúan de forma antagónica a las auxinas y 

estan en función de su concentración en el medio. Las citocininas determinan el 

destino celular al promover la diferenciación de los brotes. Se ha observado que las 

citocininas tienen un efecto retardante de la senescencia de las hojas. Pero también 

se ha observado que la adición o biosíntesis induce muerte celular apoptótica 

(Carimi et al., 2003), lo que no permite la rápida proliferación de los brotes 

reduciéndolos. La apoptosis en las plantas se induce por la infección por patógenos 

(respuesta hipersensible, HR) o la promoción de la senescencia. El primer tipo de 

muerte es rápida, mientras que el segundo es un proceso altamente regulado 

durante el cual se activan nuevas vías metabólicas y otras se desactivan. 

En los tejidos vegetales, las citocininas pueden provocar alteraciones a nivel de 

membrana, modificando el potencial de membrana y se comprometen vías de 

señalización. El BAP, retarda la senescencia en plantas (Werner et al., 2003), sin 

embargo, depende de las concentraciones. Por ejemplo, BAP en concentraciones 

de 13 a 27 μM aceleraron la senescencia en Zanahoria y Arabidopsis como lo 

mostró Carimi et al., en 2003 en un trabajo publicado en Plant Science. Uno de los 

mecanismos sugeridos para el retraso de la senescencia por citocininas involucra 

la activación de un mecanismo antioxidante (Zavaleta-Mancera et al.,2007). Desde 

nuestro conocimiento la activación de un sistema antioxidante que protege contra el 

estrés está relacionado con la capacidad del BAP como un estimulante vía 

activación de estrés de tipo oxidativo. Algunos ensayos muestran que la citocinina 

puede inducir la expresión del gen regulador de respuesta (RR) OsRR6 en el arroz, 

y la sobreexpresión de OsRR6 en A. thaliana pueden aumentar la acumulación de 
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antocianinas en las semillas (Bhaskar et al., 2021), durante el desarrollo natural del 

grano de trigo púrpura, donde se involucra la vía de señalización ROS estuvo 

involucrada en la regulación de la acumulación de antocianinas (Li et al., 2021). 

 La 6-Benzimolopurina (6-BAP) es una citocinina aromática con buena inducción de 

brotes porque se metaboliza rápidamente en los tejidos vegetales que puede tener 

efectos positivos y negativos sobre el estrés oxidativo, dependiendo del contexto, 

por ejemplo, en el pez cebra BAP puede promover el estrés oxidativo y la toxicidad 

para el desarrollo. Por otro lado, el BAP ayudar a reducir los efectos negativos del 

estrés oxidativo pueden estimular la biosíntesis de astaxantina en 

Xanthophyllomyces dendrorhous (Torres-Haro et al., 2024). La astaxantina es un 

carotenoide con alta actividad antioxidante y en plantas de tomate, el 6-BAP 

combinado con el ABA pueden mejorar la tolerancia al estrés inhibiendo la absorción 

de Cadmio y Cobre (Emamverdiam et al., 2022). 

El BAP, sin embargo, en la micropropagación tiene efectos secundarios a altas 

concentraciones, tales como la disminución del número de brotes o longitud y la 

inducción de apoptosis en tejidos vegetales y cultivos celulares, También se ha 

demostrado que el BAP reduce el crecimiento celular y bloquea la división celular 

de las plantas como posiblemente está ocurriendo en las líneas probadas. 

Recientemente, ha surgido un interés en estudiar las respuestas de las plantas a 

las citocininas. Estas hormonas se perciben a través de un fosforila y similar a los 

sistemas de dos componentes que las bacterias utilizan para detectar y responder 

a estímulos ambientales. En las plantas, las respuestas de citoquinina implican 

sistemas de percepción de dos componentes (por ejemplo, histidina cinasas y 
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histidina fosfotransferasas) que responden a los estrés bióticos y abióticos [57,58]. 

Por lo tanto, tanto los cultivos in vitro como las BAP y otras citocininas podrían 

utilizarse como modelo para estudiar la senescencia y las posibles respuestas de 

plantas micropropagadas en entornos hostiles. 

Esto sugiere que el potencial de estrés causado por el BAP y estado fisiologico de 

las líneas se entrelazan para causar el efecto de poca y alta estimulación de la 

brotación, detal forma que las plantas de las lineas M06 y AM21. Se debe 

profundizar en este tema. Por otro lado, como se demostró en este trabajo que ha 

sido publicado, las lineas de A. marmorata tienden a producir antocianinas y otra 

serie de metabolitos secundarios relacionados a la respuesta al estrés. En este 

trabajo, comparamos la multiplicación de brotes de 10 líneas seleccionadas 

utilizando el método de organogénesis directa, que implica la aplicación de 

citocinina BAP como inductor de brotes en un medio MS sin vitaminas durante ocho 

semanas. Se encontró que el BAP a 5 mg L 1 o 22,2 μM produjo el mayor número 

de brotes en la línea clonal AM32 de A. marmorata y el menor en la línea AM24. 

Nuestros resultados revelan diferencias en la inducción y multiplicación de brotes 

entre las líneas clonales, incluso bajo condiciones idénticas de cultivo in vitro. Desde 

la perspectiva de la producción vegetal, las tres líneas clonales seleccionadas 

(AM31. AM32 y AM33) toleraron un entorno libre de nutrientes como vermiculita y 

arena de playa. Por lo tanto, el comportamiento de estas líneas podría contribuir a 

la propagación y conservación de la masa de A. marmorata. 
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Capítulo 6 
Acumulación de metabolitos secundarios: 

flavonoides, compuestos fenolicos y 
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las líneas de mayor indice de brotación 
Am32, Am31 y Am33. 
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6.1 Acumulación de metabolitos secundarios: flavonoides, compuestos 

fenolicos y antocinaninas como un diferenciador entre las líneas de mayor 

indice de brotación Am32, Am31 y Am33; publicado en Martinez-Rodriguez A, et 

al., Micropropagation of Seed-Derived Clonal Lines of the Endangered Agave 

marmorata Roezl and Their Compatibility with Endophytes. Biology. 2022; 

11(10):1423.  

6.1 Resumen 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las líneas en 

cuanto al contenido fitoquímico y solo pequeñas diferencias en el contenido de 

flavonoides en la línea AM31. El contenido de saponina esteroidal fue ligeramente 

elevado en AM32 (12,71 3,87 mg Diosgenin/g extracto seco). El análisis 

cromatografico de los extractos crudos de las lineas clonales de A. marmorata 

fueron separadas en 23 fracciones totales. En la longitud de 275 nm se separaron 

diecisiete fracciones a (F2, F5, F7, F8, F12, F15, F22, F28, F29-F32, F37, F42, F44, 

F47, F48); tres fracciones a 205 nm (F1, F14, F62), dos a 390 nm (F25 y F66) y tres 

a 518 nm (F18, F23, F24). Se identificaron algunas moléculas bioactivas por 

espectrometría de masas MALDI-TOF, entre estas la catequina, ácido gálico, ácido 

cafeico, ácido sinápico como los compuestos fenólicos mas abundantes. Respecto 

a los flavonoides se identificaron la isorhamnetina rutinósido, la isorhamnetina-

glucurónido, la isorhamnetina 3-glucosido, la isorhamnetina-3-O-diglucosido, 

Miricetina Glucósido, Miricetina 3-O-Glucuronido, Miricetina 3-O-Rutinósido, Rutina, 

Quercetina-3-O-Glucósido, quercetina-3-glucósido o isoquercetina, kaempferol 

diglucósido, kaempferol rutinosido, Isorhamnetina Rutinosido. En el componente, el 
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acercamiento de espectrometría de masas indicó la probabilidad de moléculas 

similares a las saponinas tigogenina y hecogenina. La línea AM31 tenía el mayor 

contenido de antocianinas como la cianidina 3,5 diglucósido en comparación con 

AM32 (NA% 23,08) y AM33 (NA% 21,66). Delfinidina 3,5-O-diglucosido fue 

ligeramente más alta en la línea AM31. La delfinidina-3-O-glucósido fue ligeramente 

elevada en AM32. Los resultados de la HPLC fueron consistentes con los análisis 

del contenido fitoquímico total, ya que las concentraciones ajustadas a la 

normalización de área fueron similares entre las líneas clonales. Los extractos 

tienen perfiles similares de fragmentos iónicos (m/z) con ligeras variaciones de 

intensidad y apariencias de señales en m/z 1361.978 en la línea AM33. 

6.2 Métodos 

6.2.1 Análisis de compuestos fitoquímicos de líneas clonales 

seleccionadas de A. marmorata 

6.2.1.1 Material vegetal y su liofilización 

Se utilizaron brotes in vitro de seis meses de edad de las líneas clonales 

AM31, AM32 y AM33 como material vegetal para la extracción fitoquímica. Se 

eliminaron cuidadosamente los residuos de agar, el tejido vegetal seco y las raíces. 

El material vegetal se pesó y ajustó a 10 g por muestra y se congeló inmediatamente 

con nitrógeno líquido durante 30 min. Los brotes se pulverizaron en un mortero frío, 

se pusieron sobre hielo y luego se liofilizaron. La liofilización se realizó en una 

LabCONCO Free Zone 2.5 plus (LabConco Corp, Kansas, MO, USA) con una 

condición de vacío de 0,10 mbar a 85 °C durante 11 h. Adicionalmente, 5 g de hojas 

de A. marmorata almacenadas en macetas y suelo bajo condiciones de invernadero 
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durante tres años fueron liofilizadas de la misma manera que los brotes para obtener 

un polvo seco fino para extracción fitoquímica. 

 

6.2.2 Preparación de las muestras para obtener extractos derivados de las 

líneas clonales e hijuelo de A. marmorata 

Para la evaluación fitoquímica, las hojas de agave y los brotes liofilizados 

(400 mg) se trituraron durante 3 min en un mortero y maza y se extrajeron 

secuencialmente con 15 ml de los siguientes disolventes: (a) 0,5% de ácido 

trifluoroacético en metanol, (b) etanol:agua (50 v/v) y (c) metanol:agua (80:20 v/v). 

Los extractos se agitaron en una incubadora rotativa (Infors HT, Ecotron, 

Rittergasse, Bottmingen, Suiza) a 150 rpm durante 48 h a 25 °C, y los residuos 

vegetales se eliminaron por centrifugación a 6300 g durante 10 minutos a 4 °C. Los 

residuos de cada disolvente se recogieron en el mismo vial y se almacenaron a 80 

°C. El sobrenadante se recogió y evaporó al vacío. Para los análisis HPLC-PDA y 

UHPLC-UV, se reconstituyeron 50 mg de extractos de brotes en extracto 

hidroalcohólico compuesto por agua:etanol:metanol (10:30:60 v/v). Todos los 

reactivos se compraron a Sigma-Aldrich. 

 

6.2.3 Cuantificación de la saponina total de flavonoides, fenólicos y 

esteroideos 

El contenido total de flavonoides en los extractos de brotes de A. marmorata 

se determinó utilizando el método del tricloruro de aluminio (AlCl3) descrito por 

Chang et al. [41]. Inicialmente se añadieron 200 μL de cada muestra (10,0 0,1 mg 
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disueltos en 1,0 ml de metanol al 80%), 400 μL de agua y 1000 μL de solución AlCl3 

(preparado como sigue: 133 mg de cloruro cristalino de aluminio, 400 mg de acetato 

cristalino de sodio disuelto en 100 ml de metanol al 80%). La absorbencia se registró 

a 430 nm utilizando un espectrofotómetro ultravioleta-lambda 25 (Perkin Elmer, 

Waltham, MA, USA). El contenido total de flavonoides se calculó sobre la base de 

una curva de calibración (y = 4,9218x 0,0024, r2 = 0,9997) utilizando soluciones de 

quercetina (5-50 μg/mL) en metanol al 80% (Sigma-Aldrich). El contenido total de 

flavonoides se expresa en mg de equivalente de quercetina por gramo de peso seco 

del extracto (mg QE/g DW). 

Los fenólicos totales se determinaron utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu con 

ácido gálico como patrón (Sigma-Aldrich). Las muestras (500 μL) se mezclaron con 

250 μL de reactivo al 50% de Folin-Ciocalteau y se dejaron reposar a temperatura 

ambiente durante 5 min. A continuación, se añadieron 2000 μL de una solución de 

bicarbonato sódico (7% p/v). Después de 90 min a temperatura ambiente, se midió 

la absorbancia a 760 nm utilizando un espectrofotómetro UV/Vis. Los fenólicos 

totales se cuantificaron utilizando una curva de calibración (y = 54,554x 0,0016, r2 

= 0,9959) obtenida a partir de una concentración conocida del patrón de ácido gálico 

(2-200 μg/mL). La concentración se expresa en miligramos de ácido gálico 

equivalente por gramo de peso seco (mg GAE/g DW). 

El contenido de saponinas esteroidales se calculó utilizando una curva estándar de 

diosgenina (y = 3,503x + 0,0179, r2 = 0,9965) obtenida a partir de concentraciones 

conocidas (5-150 μg/mL) de diosgenina (Sigma-Aldrich). La solución de muestra se 

preparó en agua (a 10,0 0,1 mg/mL), disuelta en un volumen igual de acetato de 

etilo (Merck) y agitada dos veces durante 1 min en un vórtice. Después se mezcló 
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500 μL de extracto bruto y 500 μL de reactivo anisaldehído al 0,5% (Sigma-Aldrich) 

y se mantuvo durante 10 min. Luego, se agregaron 2 mL de ácido sulfúrico al 50% 

(Golden Bell, México) en reactivo de acetato de etilo. Las muestras se pusieron en 

un baño de agua a 60 °C durante 10 minutos, y luego se registró la absorbancia a 

430 nm. La concentración de saponina esteroidal total se expresa en mg de 

diosgenina equivalente por gramo de extracto en peso seco (mg de diosgenina E/g 

de peso muerto). 

El contenido total de saponina se calculó utilizando una curva estándar de 

diosgenina (y = 0,6509x + 0,283, r2 = 0,9953). Diez mg de extracto bruto se 

disolvieron en 5 ml de metanol acuoso al 50%. Luego, 250 μL de la alícuota se 

transfirieron a tubos de ensayo en los que se añadió un volumen igual de reactivo 

de vainillina (8%), seguido de 2,5 mL de ácido sulfúrico al 72% (v/v). La mezcla se 

mezcló y se puso en un baño de agua a 60 °C durante 10 minutos. Los tubos se 

enfriaron en un baño de agua fría durante 3-4 minutos, y la absorbencia de la mezcla 

de reacción de color amarillo se midió a 544 nm contra una muestra en blanco que 

contenía 50 % de metanol acuoso en lugar de una muestra. La concentración total 

de saponina se expresa en mg de diosgenina equivalente por gramo de extracto 

seco (mg de diosgenina E/g DW). 

 

6.2.4 Análisis/colecta de fracciones por tecnicas de HPLC-PDA y UHPLC-

UV 

Los compuestos fitoquímicos extraídos del tejido de la planta y de las hojas 

se analizaron mediante un HPLC acoplado a un detector de fotodiodos (sistema 
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HPLC Waters e2695 con detector 2998 PDA, Milford, MA, EE.UU.) y una columna 

Luna C18 (2)-100A, 4,6 250 mm (5 μm) (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.). La 

elución gradiente consistía en fase móvil A (0,5% de ácido trifluoroacético en agua) 

y fase móvil B (0,5% de trifluoracético en acetonitrilo) a un caudal de 1,0 ml/min. El 

gradiente se realizó como sigue: fase móvil B se mantuvo al 5% durante 2,5 min. 

fase móvil B aumentó del 5% al 23%; de 2,5 a 35 min, fase móvil B (isocrática) se 

fijó en el 23% de 35 a 40 min, fase móvil B aumentó del 23% al 85% de 40 a 78 min, 

fase móvil B (isocrática) se fijó en el 85% de 78 a 83 min, fase móvil B fijada al 90% 

de 83 a 90 min, y finalmente la fase móvil B volvió al 5% y se mantuvo de 90 a 95 

min. El volumen de muestra fue de 50 μL en una concentración igual de 30 mg/mL 

( 0,01). Se midieron y registraron los picos de absorbencia a λ = 518 nm (para las 

antocianinas), λ = 205 nm (para las saponinas), λ = 275 nm y λ = 390 nm 

(flavonoides y ácidos fenólicos). 

 

Se utilizó un HPLC con detector UV-Vis de longitud variable (Ultimate 3000, Thermo 

Scientific) acoplado a un colector de auto fracción para recoger fracciones 

separadas en las mismas condiciones cromatográficas descritas para el análisis 

HPLC-PDA. El volumen de muestra fue de 50 μL a una concentración igual de 32 

mg/mL (0,01). Las fracciones se recogieron simultáneamente en las cuatro 

longitudes de onda seleccionadas (λ = 518 nm, λ = 205 nm, λ = 275 nm y λ = 390 

nm y luego se liofilizaron para el análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF. 
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6.2.5 Análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF 

Las fracciones secas se resuspendieron en 100 μL de metanol de grado 

HPLC y se homogéneneizaron en un aparato de vórtice antes del análisis. Los 

espectros de masa MALDI-TOF se obtuvieron utilizando ácido dihidroxibenzoico 

(DHB) 2,5 como matriz (2,5 DHB 30 mg, 990 μL de acetonitrilo, 10 μL de ácido 

trifluoroacético) en un MALDI-TOF-TOF de velocidad Autoflex (Bruker Daltonics 

GmbH, Bremen, Alemania), equipado con un láser de nitrógeno pulsado a 355 nm. 

La adquisición del pico se realizó en el modo de reflectrón positivo y negativo, 

utilizando una tensión de aceleración de 20 kV. El intervalo de masa para el análisis 

era de 350-1500 Da. 

Se depositó un microlitro de cada muestra resuspendida en la placa de acero MALDI 

y se secó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego, se añadió 1 μL de la 

matriz DHB a cada pozo y se volvió a secar. La calibración de masa se logró con 

patrones de péptido (estándar de calibración de péptido II, Bruker Daltonics) 

manchados en una placa de acero inoxidable antes de la adquisición de datos. El 

programa Flex Analysis 3.3 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemania) procesó 

perfiles de masa para producir los picos de cada fracción (m/z). Se utilizaron los 

ajustes por defecto para la corrección y el suavizado de la línea de base. 
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6.3 Resultados  

6.3.1 Análisis comparativo del contenido total de flavonoides, 

compuestos fenólicos y saponinas en líneas clonales con mayor 

índice de brotación 

La tabla 3 presenta los resultados del contenido de metabolitos secundarios del tipo 

de los flavonoides, compuestos fenólicos y saponinas con el objetivo de diferenciar 

las líneas de mayor respuesta a la brotación inducida por el BAP. Se utilizo un hijuelo 

de tres años separado de la planta madre que se ha mantenido en una maceta con 

sustrato de composta de roble. Los resultados presentados en la tabla X.1 muestran 

que para el contenido total de compuestos fenólicos la línea AM31 es la que 

acumula mayor cantidad con 15.28 mg/g de tejido, este número es superior incluso 

que el contenido de compuestos fenólicos en el hijuelo de 3 años con 11.20 mg/g. 

Los valores en las líneas tienen diferencias estadísticas especialmente en AM31. 

Los flavonoides totales basados en el contenido de quercetina mg/g fue superior en 

las tres líneas con 13.94, 11.22 y 12.20 mg/g en las líneas AM31, AM32 y AM33 

respectivamente, sin embargo, no se observan diferencias estadísticamente 

significativas. Por otra parte, se midió el contenido de saponinas esteroidales en las 

hojas de las líneas y los hijos basados en el contenido de diosgenina. No se 

observaron diferencias estadísticamente significativas en el contenido de saponinas 

entre todas las muestras. Los valores mayores se encontraron en la línea AM32 y 

el hijuelo de 3 años con 12.71 y 12.74 mg/g.  
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Tabla 3. Contenido total de compuestos fenólicos, flavonoides y saponinas en 3 

líneas clonales de A. marmorata.  

Sample 

Total 
Phenolic 
Content 

(mgGAE/g 
Crude Dried 

Extract) Mean 
± SE 

Total Flavonoid 
Content (mg 

Quercentin E/g 
Crude Dried 

Extract) Mean ± 
SE 

Total Steroidal 
Saponin 

Content (mg 
Diosgenin E/g 
Crude Dried 

Extract) Mean 
± SE 

Total Saponin 
Content (mg 

Diosgenin E/g 
Crude Dried 

Extract) Mean 
± SE 

AM31 15.28 ± 0.78 b 13.94 ± 0.19 b 10.79 ± 2.84 a 42.46 ± 0.05 a 
AM32 12.90 ± 1.38 ab 11.22 ± 1.31 b 12.71 ± 3.87 a 43.59 ± 3.45 a 
AM33 13.89 ± 0.35 ab 12.20 ± 2.02 b 10.49 ± 3.81 a 47.66 ± 2.57 a 
HAM 11.20 ± 2.36 a 1.67 ± 0.10 a 12.74 ± 0.10 a 48.42 ± 3.78 a 

Different letters mean significant differences between extracts, p < 0.05. 
 

6.3.2 Perfil cromatográfico e identificación por espectrometría de masas 

MALDI-TOF de fracciones separadas y colectados por HPLC-UV de 

extractos de las líneas clonales de A. marmorata 

Para determinar el contenido de metabolitos en las líneas clonales se 

desarrollaron métodos HPLC-PDA y HPLC-UV con fines de detectar las diferencias 

en las concentraciones y los tipos de metabolitos secundarios acumulados en los 

brotes de tres líneas de A. marmorata. La separación por HPLC de los extractos de 

cada línea clonal se monitoreo usando cuatro longitudes de onda: 205 nm, 275 nm, 

390 nm y 518 nm. Según las longitudes de onda monitoreadas y el análisis del 

contenido fitoquímico total, se determinó que aproximadamente 66 fracciones 

fueron separadas. Se esperaban diferencias en los perfiles cromatográficos de los 

extractos hidroalcohólicos; sin embargo, el número de fracciones separadas de 

cada línea fue similar, presentando solamente variaciones en las intensidades y 

áreas pico. 
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En general el número de fracciones separadas se hallaron en las siguientes 

longitudes de onda 275 nm se separaron diecisiete fracciones a (F2, F5, F7, F8, 

F12, F15, F22, F28, F29-F32, F37, F42, F44, F47, F48); tres fracciones a 205 nm 

(F1, F14, F62), dos a 390 nm (F25 y F66) y tres a 518 nm (F18, F23, F24). La tabla 

4 presenta las fracciones/compuestos que diferían entre líneas según la 

normalización del porcentaje de área cromatográfica y resume las características 

cromatográficas y las asignaciones de iones m/z de antocianinas, flavonoides, 

taninos y ácidos fenólicos. 

 

Tabla 4.  Tiempos de reteción (tR), longitud de onda (λ nm), porcentajes por zona 

de normalización (%) y [M+X]+ y fragmentos iónicos (m/z) de las fracciones 

recogidas de extractos hidroalcohólicos brutos de brotes de A. marmorata utilizando 

HPLC-UV y MALDI-TOF MS. 

 
Fracció

n 

 
tR 

(min) 

 
(λ nm) 

Porcentaje por zona de 
normalización (%) m/z (+) / ion 

asignación 
Identificació
n tentativa 

 
Clase de 

metabolito 
 

 
AM31 

 
AM32 

 
AM33 

F1 2.42 205 7.015 24.19 8.15 

224, 329, 
581 636, 

782, 1070, 
1200 

Desconocid
o 

Mezcla de 
compuestos 

F2 2.95 275 5.18 3.68 3.57 

290 [M], 581 
[2M+H, 

dimero], 870 
[3M+H, 
trimero], 

1201 
[4M+H, 

tetramero+K
] 

Catequina Fenólico 
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F5 5.37 275 8.55 6.90 6.90 

171 [M], 343 
[2 M+H, 

dimero], 512 
[3 M+H, 

trimero], 684 
[4 M+H, 

tetramero] 

Ácido gálico  
 Fenólico 

F7 8.47 275 0.73 3.30 3.0 635[M+H+ru
tinosido] 

Isorhamneti
na 

rutinosido 
Flavonoide 

F8 9.89 275 10.64
5 1.48 1.97 482 [M+H- 

glucurónido ] 
Miricetina-3-

glucosido Flavonoide 

F12 17.35 275 1.20 5.01 4.62 496 [M+H- 
glucurónido ] 

Miricetina-3- 
glucurónido Flavonoide 

F14 19.75 205 2.86 0.78 1.06 
628 [M+H+ 

ramnosilgluc
osido] 

Miricetina-3-
rutinosido Flavonoide 

F15 20.63 275 0.30 3.42 3.80 

180 [M+ H], 
360 [M+H, 

dimero], 539 
[M+H, 

trimero],745 
[M+H, 

tetramero] 

Ácido 
cafeico Fenólico 

F18 25.08 518 12.99 15.10 14.45 
303 [M], 484 
[M+glucósid

o+Na] 

Delfindina-
3-O-

glucosido 
Antocianina 

F22 27.72 275 1.79 1.05 1.68 607 [M+H] Rutina Flavonoide 

F23 28.23 518 35.48 23.08 21.66 

484 
[M+glucósid

o+K] 
613 

[M+2glyc+N
a-18] 

Cianidina 
3,5-

diglucosido 
Antocianina 

F24 29.45 518 5.1 3.9 4.4 

484 
[M+glucósid
o+Na], 496 
[M+glucósid
o+K], 656 

[M+2glucosi
do+K] 

Delfinidina-
3,5-O-

diglucosido 
Antocianina 

F25 29.87 390 2.085 3.95 4.73 
296 [M], 484 
[M+H+glucor

onido+Na] 

Quercetina-
glucurónido Flavonoide 

F28 34.15 275 2.16 2.88 1.75 
224 [M] 

455 [2M+H, 
dimero] 

Ácido 
sinápico Fenólico 
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Las fracciones se analizaron para su identificación provisional por 

espectrometría de masas MALDI-TOF. Compuestos fenólicos presentes en las 

fracciones que absorbieron a 275 nm, incluyeron a : catequina (F2, [M+] a m/z 290 

y [4M+H+K] a m/z 1201), ácido gálico (F5, [M+] a m/z 171), ácido cafeico (F15, [M 

H] a m/z 180) y ácido sinápico (F28, [M+] a m/z 224), mientras que los flavonoides 

estaban representados por la isorhamnetina rutinósido (F7, [M+H+Rutinoside] con 

736 [3M+H, 
trimero] 

F29 34.60 275 23.66 12.72 12.26 621[M+H+2 
glucósido] 

Quercetina-
3-O-

diglucosido 
Flavonoide 

F30 35.87 275 5.17 3.78 3.71 465 [M+H+ 
glucósido] 

Quercetina-
3-glucosido Flavonoide 

F31 38.17 275 6.48 5.63 5.64 

605 [M+H+2 
glucósido] 

628 [M+H+2 
glucósido+N

a] 

Kaempferol-
diglucosido Flavonoide 

F32 38.97 275 2.52 0.71 1.15 635 [M+H+2 
glucósido] 

Isorhamneti
na-3-O-di-
glucosido 

Flavonoide 

F37 49.89 275 3.51 5.05 4.60 
1332 [M+H-

4hexosa-
2pentosa] 

Tigogenin Saponina 

F42 56.38 275 0.55 1.18 1.49 496 [M+H+ 
glucorónido] 

Isorhamneti
na -

glucurónido 
Flavonoide 

F44 59.42 275 0.84 3.63 4.88 
473 

[M+H+glucó
sido] 

Isorhamneti
na-3-

glucosido 
Flavonoide 

F 47 63.43 275 0.32 1.01 1.015 
1185 [M+H-

3hexose-
2Pentoso] 

Hecogenina Saponina 

F 48 64.53 275 0.3 0.85 1.146 1056 [M+H-
3hex-Pen] Hecogenina Saponina 

F62 84.92 205/ 
390 4.10 3.55 2.74 496 [M+H+ 

glucorónido] 
Miricetina-3-

glucosido Flavonoide 

F66 90.02 390 6.28 9.78 8.02 
287 [M] 

595 
[M+rutinosa] 

Kaempferol 
rutinosido Flavonoide 



 104 

m/z 635), la isorhamnetina-glucurónido (F42, [M+H+Glucuronido] en m/z 496), la 

isorhamnetina 3-glucoside (F44, [M+H+Glucosido] en m/z 473), la isorhamnetina-3-

O-diglucosido (F32, [M+H+2 Glucósido] a m/z 635), Micetina Glucósido (F8, [M+H] 

a m/z 482), Micetina 3-O-Glucuronido (F12, [M+H] a m/z 496), Micetina 3-O-

Rutinósido (F14, [M+H+Rhamnosy-Glucoside] a m/z 628), Rutina (F22, [M+H] a m/z 

607), Quercetina-3-O-Glucósido  (F29, [M+H+2 Glucósido] en m/z 621), quercetina-

3-glucósido o isoquercetina (F30, [M+H+glucósido] en m/z 465) y kaempferol 

diglucósido (F31, [M+H+2 Glucósido+Na] en m/z 628). 

 

Basado en el porcentaje de área normalizada (AN) (Tabla 4), AM31 (λ = 275 

nm) tenía los niveles más bajos de Isorhamnetina Rutinosido (F7), Myricetin 3-O-

Glucuronido (F12), ácido Caffeic (F15), Isorhamnetina-Glucuronido (F42), 

Isorhamnetina 3-Glucosido (F44) y la probabilidad de moléculas similares a las 

saponinas (F47-F48). En contraste, AM31 tenía más Myricetina-3-glucósido y 

Quercetina-3-O-diglucósido que AM32 y AM33. Estos resultados representan las 

diferencias más notables entre las tres líneas. No se pudo identificar la F1 

recolectada a 205 nm, pero su contenido fue mayor en AM32 (NA 24,19%). El 

análisis de cromatografía en capa fina (TLC) indica que esta fracción es una mezcla 

de compuestos. Además, F14 y F62 (Myricetina 3-O-rutinosido y Myricetina 3-O-

glucuronido, respectivamente) se incrementaron en AM31. 

Las fracciones F25 y F66 (λ = 390 nm) correspondieron provisionalmente a los 

flavonoides quercetina-glucurónido (F25, [M+H+Glucurónido+Na] en m/z 484) y 

kaempferol rutinosido (F66, [M+H] en m/z 595). A 518 nm, las fracciones contenían 

antocianinas y hexosas designadas como glucosa por su patrón de fragmentación. 
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La línea AM31 tenía el mayor contenido de cianidina 3,5 diglucósido (F23, NA 

35,48%, [M+H] m/z a 613) en comparación con AM32 (NA% 23,08) y AM33 (NA% 

21,66). Delfinidina 3,5-O-diglucosido (F24, [M+H] m/z 656) fue ligeramente más alta 

en la línea AM31. El F18 correspondió a delfinidina-3-O-glucósido 

([M+glucósido+Na] en m/z 484) y fue ligeramente elevado en AM32. Los resultados 

de la HPLC fueron consistentes con los análisis del contenido fitoquímico total, ya 

que las concentraciones ajustadas a la normalización de área fueron similares entre 

las líneas clonales. Al menos 30 fracciones estaban ausentes del extracto de hoja 

del hijuelo de A. marmorata en comparación con los brotes micropropagados, 

muchos de ellos son antocianinas y compuestos tipo flavonoides. 

En nuestro estudio, la ionización de las moléculas fue mejor en el modo 

reflectrón positivo; sin embargo, muchos compuestos analizados aquí también se 

ionizaron eficientemente en el modo negativo. Las muestras analizadas fueron co-

cristalizadas con DHB para aumentar la eficiencia y reproducibilidad de la 

ionización. La certeza de identificar las moléculas obtenidas a partir de los extractos 

de brotes se incrementó utilizando estándares comerciales. Las moléculas 

identificadas en este trabajo han sido reportadas en otras especies de agave, 

algunas de ellas asociadas con propiedades biológicas como el control de 

enfermedades y el desarrollo de nuevos fármacos para enfermedades crónicas y 

agudas. 

 

Los espectros de masas MALDI-TOF de los extractos de las tres líneas clonales 

estandarizadas a la misma concentración (10 mg/mL) se presentan en la figura 4. 

Los extractos tienen perfiles similares de fragmentos iónicos (m/z) con ligeras 
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variaciones de intensidad y apariencias de señales en m/z 1361.978 en la línea 

AM33 (Figura 4C). Esta molécula no pudo ser identificada, pero su fragmento de ion 

m/z sugiere que es una molécula saponina. 
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FIGURA 6. Espectros de masa positivos del ion maldi-tof de los extractos 

hidroalcohólicos de las tres líneas clonales en modo reflectrón. (A) AM31, (B) AM32 

y (C) AM33. La concentración de cada extracto se ajustó a 10 mg/ml. Los 

fragmentos de iones a m/z 254.425 y 294.758 se correlacionan con la matriz DHB 

[M+H]+ Y [M+K+]+. 

 

6.4 Discusión 

6.4.1 Análisis comparativo del contenido total de metabolitos en líneas 

clonales con mayor índice de brotación 

Para encontrar algunas diferencias entre las líneas seleccionadas de A. 

marmorata, cuantificamos el contenido de flavonoides, compuestos fenólicos y 

saponinas. Estos fitoquímicos son coproductos de alto valor en los agaves. No se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las líneas en cuanto al 

contenido fitoquímico y solo pequeñas diferencias en el contenido de flavonoides en 

la línea AM31. El contenido de saponina esteroidal fue ligeramente elevado en 

AM32 (12,71 3,87 mg Diosgenin/g extracto seco). Estos valores son consistentes 

con los datos de estudios previos con otras especies de Agave, desde plantas 

cultivadas en el campo o mediante micropropagación in vitro (Puente-Garza et al., 

2015; Puente-Garza et. al., 2017; Morreeuw et al., 2021).  

Sin embargo, el contenido total de saponina fue mayor en AM33. Por el contrario, 

se encontraron diferencias significativas en el contenido de flavonoides de A. 

marmorata "hijuelo" mantenido en macetas durante tres años en comparación con 

las líneas clonales (tabla 2). Esta observación es interesante porque, 
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fisiológicamente, la síntesis de fitoquímicos como fenólicos, flavonoides y saponinas 

se ha asociado con la respuesta de la planta a los estrés bióticos y abióticos, tales 

como la sequía o el ataque por microorganismos e insectos (Erken, 2022; Puente-

Garza et al., 2021; Qian et al., 2021). 

 

Actualmente, las plantas propagadas in vitro se consideran una herramienta para la 

producción de metabolitos secundarios porque proporcionan una producción rápida 

y continua de compuestos bioactivos, que pueden ser manipulados por reguladores 

del crecimiento como el BAP (Ayuso, 2020; Kaur et al., 2021). Riaji et al., (2022) 

observaron un mayor contenido total de fenoles y flavonoides en plantas 

micropropagadas en comparación con la planta madre. Los tres fitoquímicos 

medidos en este trabajo están asociados con actividad antioxidante, como se 

muestra en varios extractos de hojas de agave después de la cosecha del tallo o 

piña (Puente-Garza et al., 2015). Los protocolos in vitro a través de la proliferación 

de brotes axilares probablemente facilitarán el desarrollo del programa de 

conservación y contribuirán a una producción bioactiva sostenible de fitoquímicos. 

Se deben realizar más estudios para determinar las concentraciones y los tipos de 

compuestos fitoquímicos a fin de predecir si las plantas propagadas se adaptarán 

bien cuando se reintroduzcan en el bosque. 
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6.4.2 Identificación de compuestos fitoquímicos acumulados en las líneas 

clonales 

Se emplearon métodos cromatográficos para detectar diferencias en las 

concentraciones y tipos de metabolitos secundarios acumulados en los brotes de 

las tres líneas de A. marmorata. Basándose en el porcentaje de área normalizada 

(AN) a diferentes longitudes de onda, se identificaron diferencias en los compuestos 

de los extractos (Tabla 3). Utilizando la espectrometría de masas MALDI-TOF, 

pudimos identificar con certeza al menos 18 moléculas de las fracciones separadas 

que presentaban diferencias en el contenido entre líneas clonales (Tabla 3). Las 

moléculas de flavonoides incluyen Isorhamnetina rutinosido, Myricetina 3-O-

glucurósido, Myricetina glucosido, Myricetina 3-O-rutinosido, Isorhamnetina-

glucurósido, Isorhamnetina 3-glucosido, Isorhamnetina-3-O-diglucosido, Rutina, 

Quercetina-3-O-diglucosido, Quercetina-3-glucosido Isoquercitrina, y Kaempferol 

diglucosido. También identificamos compuestos fenólicos como ácido cafeico, 

catequina, ácido gálico y ácido sinápico. Además, se identificaron provisionalmente 

tres saponinas, posiblemente tigogenina y hecogenina (figura 4), porque sus 

patrones no estaban disponibles. Sin embargo, los fragmentos de ionización (m/z) 

apoyan la presencia de estas moléculas. Estos compuestos fueron reportados 

anteriormente por Puente-Garza et al. 2017 y 2020. 

 

Por último, las antocianinas, incluyendo la cianidina 3,5 diglucosido, la delfinidina 

3,5-O-diglucosido y la delfinidina 3-O-glucosido, se destacaron como compuestos 

con las diferencias más significativas entre líneas clonales evaluadas. Estas 
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moléculas han sido previamente reportadas en varias especies de agaves silvestres 

y atribuidas a funciones protectoras de las plantas. La presencia de antocianinas en 

A. marmorata es una característica fenotípica que lo distingue de otras especies de 

Agave y está presente en una etapa temprana de la edad de la planta. Típicamente, 

la espectrometría de masas MALDI-TOF se utiliza para estudiar biomoléculas 

grandes (por ejemplo, proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, carbohidratos), y ESI-MS 

se utiliza para analizar el perfil químico de moléculas de bajo peso molecular (<1000 

Da). 

En este trabajo se demuestra que operar el MALDI-TOF-MS en el modo reflectrón 

facilita la evaluación de flavonoides, compuestos fenólicos y antocianinas en brotes 

de A. marmorata. De hecho, estudios anteriores informaron la utilidad de MALDI-

TOF-MS en el perfil de compuestos fenólicos en plantas (Frison-Norrie & Sporns, 

2002; Ucar et al., 2013). La detección de antocianinas (m/z 250-800 Da) (Alecu et 

al., 2016, Wang et al., 2021). Los fragmentos de ionización con m/z entre 484-656 

Da se asociaron con antocianinas glicosiladas, y los con m/z 295, 303, 325, 482, 

484, 496 y 595 correspondieron a flavonoides glucósidos con hexosas y pentosas 

como quercetina, micaristina y kaempferol (Fougère et al., 2018). Además, los 

fragmentos de ionización con m/z > 1000 Da correspondieron a saponinas (Puente 

Garza et al., 2017). 

 

Los flavonoides son metabolitos secundarios en las plantas que las protegen de una 

variedad de tensiones, incluyendo estrés abiótico como la sequía, la sal y la 

radiación UV, y tensiones bióticas como hongos, bacterias y nematodos parasitarios 

vegetales (Shah & Smith, 2020). Por otra parte, los flavonoides actúan como 
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antioxidantes directos para desintoxicar las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

producidas por plantas bajo estrés (Shomali et al, 2022; Daryanavard et al., 2023). 

James White, colega del laboratorio piensa que los flavonoides son sintetizados por 

las plantas para crear condiciones anoxigénicas que permitan que funcionen las 

nitrogenasas bacterianas de los endófitos presentes en los tejidos y provean de 

nitrogeno a las células vegetales. Además, los flavonoides desempeñan un papel 

en las asociaciones planta-microbio, como la planta-rizobia y las simbiosis 

micorrízicas arbusculares (Wang et al. 2022).  

 

Por otra parte, los flavonoides protegen a las plantas de la radiación solar de onda 

corta, regulan el crecimiento celular en las plantas y al producir tonos de color 

especificos en las hojas y pétalos de flores pueden atraer a los polinizadores (Ma et 

al., 2024). Algunos flavonoides combaten ciertas plagas y patógenos. Los 

flavonoides se encuentran en muchas plantas, frutas y semillas, y también están 

presentes en el té y el vino (Waheed-Janabi et al., 2020). Las plantas transgénicas 

que regulan el contenido de flavonoides han mostrado una mayor tolerancia al 

estrés (Zhuang et l., 2023). 

 

Las antocianinas son metabolitos secundarios de plantas pertenecientes a la familia 

de los flavonoides. Se trata de una clase de pigmentos naturales hidrosolubles de 

las plantas.  La estructura básica de las antocianinas junto con azúcares simples 

como glucosa, galactosa y ramnosa puede producir diferentes tipos de 

antocianinas, dependiendo de los sustituyentes del anillo B en la estructura básica, 

incluyendo pelargonidina, delfinidina, petunidina, cianidina y malvidina. En este 
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trabajo se identificaron formas glucosiladas de delfinidina y cianidina en las líneas 

clonales.Este tipo de moléculas antocianinas tienen una estructura común derivada 

del esqueleto de flavilio (2-fenilbenzopyryliun) que es hidroxilado y metoxilado 

según los tipos de que también ayudan a las plantas a tolerar el estrés ambiental al 

protegerlas del daño oxidativo y actuar como antioxidantes (Li &Ahammed, 2023) y 

con especial protección contra altos niveles de irradiación ya que absorben el 

exceso de luz visible, que puede proteger a las plantas del alto estrés lumínico, pero 

no pueden proteger a las plantas de la alta luz UV (Zhao et al., 2022). Al igual que 

los flavonoides las antocianinas pueden disminuir el impacto de las especies de 

oxígeno reactivas preveniendo daños al ADN, proteínas y los lípidos. 

Las antocianinas en las plantas también se producen en respuesta a los diferentes 

tipos de estrés abiótico, como la sequía, la salinidad elevada, y el frío. El equilibrio 

entre las antocianinas y los ROS es importante para el crecimiento y desarrollo de 

las plantas. Aumentar la cantidad de antocianinas en las plantas manipulando los 

genes reguladores podría ayudar a mejorar su resistencia al estrés. La presencia 

de estas moléculas sugiere que A. marmorata tiene la capacidad de acumular 

flavonoides y antocinaninas favoreciendo la sobrevivencia de las plantas en los 

ambientes que se desarrolla y que la exposición a BAP puede ser un inductor tipo 

hormético que favorezca la acumulación de estos metabolitos secundarios. 

 

Por ultimo, las saponinas son una clase de glucósidos vegetales que están 

involucrados en la defensa vegetal y pueden ser afectados por el estrés, por 

ejemplo, las plantas de Agave salmiana cultivadas in vitro aumentan su contenido 

en saponina y actividad antioxidante en respuesta al estrés por sequía. Las plantas 
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cultivadas en 30% de polietilenglicol (PEG) tenían el mayor contenido total de 

saponina, y también tuvieron cambios en el ancho de la hoja y color (Puente-Garza 

et al., 2017).  El mismo grupo de investigación en 2021, demostró en plantas de 

Agave salmiana cultivadas in vitro fueron expuestas a los elicitores de sal, 

incluyendo AlCl3, NaCl y CoCl2. La presencia de las sales en diversas 

concentraciones no afectó las características fisiológicas de la planta. Sin embargo, 

0,5 mM de NaCl indujo una mayor producción de saponina total. Las saponinas son 

glucósidos vegetales que reciben su nombre por sus propiedades similares a las del 

jabón. Se encuentran en muchas especies de plantas y se cree que son una defensa 

preformada contra el ataque fúngico.  
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7. Capacidades de promoción de crecimiento de plantas y características 

antifúngicas de la cepa endófita A. xylosoxidans contra cepas fitopatógenas 

de Fusarium.  

 

7.1 Resumen 

Estudios previos abordaron el conocimiento del microbioma de las semillas y de 

plántulas desarrolladas en el laboratorio de A. marmorata, se halló la cepa 

Achromobacter xylosoxidans que proviene de plántulas con desarrollo de 10 días. 

La cepa N (AX) fue secuenciada (ADNr 16S) y registrada en el genbank bajo la 

clave MF540449.1. La bacteria tiene propiedades agronómicas especializadas en 

la fijación de nitrógeno, produce Ácido Indol Butírico y es positivo a la actividad de 

ACC deaminasa, enzima involucrada en la degradación del precursor de etileno, el 

ácido amino-ciclopropanocarboxilico. Se evaluó, la capacidad antifúngica de esta 

bacteria. Reportes de otras cepas de A. xylosoxidans aisladas de semillas muestran 

tener capacidad especial de inhibir hongos in vitro e in vivo y actividad proteolítica. 

La cepa N (AX) fue caracterizada como proteasa negativa en el medio de skim milk 

y no tiene la capacidad de inhibir cepas de Fusarium.  

 

7.2 Métodos 

7.2.1 Identificación del producto de PCR del 16s ADNr de la cepa N 

(AX) de A. xylosoxidans 

Achromobacter xylosoxidans se identificó primeramente por espectrometría 

de masas MALDI-TOF con un score de 2.121. La cepa para la identificación se 
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cultivó por 16 horas y hizo la extracción de ADN por el método de DNAzol. Se añadió 

250 µL de DNAzol (Molecular Research Center Inc) y 250 µL de Tris-EDTA (Sigma-

Aldrich), se agito vigorosamente en un vortex durante 5 minutos y se centrifugo a 

11,000 rpm durante 12 minutos. El sobrenadante se colectó en un tubo nuevo y se 

agregó 500 µL etanol absoluto, este se mezcló con el sobrenadante por inversión, 

se dejó toda la noche a -20°C para la precipitación del ADN, al día siguiente se 

centrifugo a 11,000 rpm durante 10 minutos, se desechó el sobrenadante por 

decantado, para después agregar 500 µL de etanol al 70% que ayudó con el lavado 

del pellet de ADN, se centrifugo nuevamente, se desechó el sobrenadante por 

decantado para dejar secando el pellet de aproximadamente 5 a 10 minutos, una 

vez seco se resuspendio el pellet en función del tamaño con un rango de 20 – 100 

µL.  

Se midió la absorbancia del ADN en un bioespectro (BioSpectrometer, eppendorf), 

posteriormente se siguió con la replicación de secuenciación mediante 16s con el 

uso de los oligos al 10 µM de los oligos Forward 341 – ‘CCTACGGGNGGCWGCAG’ 

y Reverse 805 – ‘GACTACHVGGGTATCTAATCC’, se hizo la replicación por PCR 

punto final con la DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermoscientific, Molecular 

biology), las condiciones de PCR se hizo en un termociclador NYX TECHNIK 

iniciando con una desnaturalización de 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 

desnaturalización de 95°C por 30 segundos, alineación a 51°C por 30 segundos y 

una extensión de 72°C por 30 segundos, con una extensión final de 72°C por 5 

minutos.  
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La purificación del producto se hizo con el kit Thermoscientific GeneJET Gel 

Extraction Kit, bajo el siguiente protocolo: mezclar 2 µL de gel red con toda la 

muestra, se vació en un gel de purificación con agarosa al 1% disuelta en TBE al 

0.5%, corriendo el gel a 80 volts durante 40 minutos. Se cortaron las bandas del gel 

con ayuda de un transiluminador y su luz UV, antes de cada corte se pesó el tubo 

cónico Eppendorf de 2.0 mL, para colocar ahí cada una de las bandas cortadas.  Se 

añadió 100 µL de Binding buffer por cada 100 mg (1:1) del peso de agar en el tubo 

con la banda de ADN, se colocó en un baño recirculador de 60°C durante 10 minuto, 

este se agitó cada 3 minutos para derretir la agarosa completamente.  Al tubo se 

añadió 100 µL (1:1) de isopropanol grado biología molecular y se agito durante 15 

segundos.  

La mezcla se colocó en una columna de purificación para ser centrifugada durante 

1 minuto a 12,000 rpm, en la columna se pipeteó nuevamente 100 µL de binding 

buffer para ser centrifugado bajo las mismas condiciones. A la columna se le agregó 

700 µL de la solución Wash buffer (debe tener adición de etanol) y se centrifugo 1 

minuto a 12,000 rpm, se desechó el residual filtrado para ser centrifugado 

nuevamente, la columna se pasó a un nuevo tubo cónico, directo al centro de la 

membrana se le agrego 25 µL de la solución de buffer de elución caliente, dejándolo 

en incubación durante 2 minutos, se centrifugo durante 1 minuto a 12,000 rpm, se 

repitió este paso una vez, colectando un total de 50 µL de ADN.  

 

Para cada proceso de electroforesis desde la extracción de ADN, PCR y Purificación 

se utilizaron geles de agarosa al 1% disueltos en Buffer de corrida al 0.5%, el cual 

se preparó de la siguiente manera: TBE stock al 5x, se pesó en un volumen de 900 
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mL de agua destilada 54 g de Trizma Base (Sigma-Aldrich) y 27.5 g de ácido bórico 

(Merck), en constante agitación, después se agregó 20 mL de EDTA 0.5 M con un 

pH de 8, para finalmente aforar a 1,000 mL. Para la preparación del buffer 0.5%: se 

tomó 50 mL del concentrado 5x y se añadió a 450 mL de agua destilada, para 

completar una solución final de 500 mL.  

El producto de PCRse mandó a secuenciar en el Instituto Potosino de Investigación 

científica y Tecnológica A.C.  La secuencia se procesó quitando terminales 

inespecíficos y se analizó por BLAST de NCBI. Esta cepa se sometió a registro de 

GenBank con la obtención del número MF540449.1  

 

7.2.2 Prueba de Skim Milk – para la determinación de Proteasas 

La preparación del medio Skim milk (100 g de leche descremada, pH final de 6.8 ± 

0.4). El medio de cultivo se dividió en dos matraces, primero se suspendiendo 8 g 

de polvo de leche descremada (BD Difco) en 100 mL de agua destilada, en un 

matraz de 250 mL. En un segundo matraz se agregó 4 g de agar bacteriológico (BD 

Bioxon) en 100 mL de agua destilada se hizo en un matraz de 500 mL. Agitando 

vigorosamente, los dos matraces con cada uno de los medios se esterilizaron en 

autoclave (Felisa FE-397) a 121°C durante 15 minutos, una vez transcurrido el 

tiempo, en una campana de flujo laminar se vertió el medio de leche descremada 

(Skim milk al matraz con el medio de agar bacteriológico, agitando para 

homogenizar delicadamente, evitando grumos, se vaciaron en cajas de Petri 

estériles. Para la evaluación de una respuesta positiva a la secreción de proteasas 

se debe tener la formación de halos de clarificación en el medio de cultivo.  
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Para la prueba, únicamente se tomó una colonia bacteriana de Achromobacter 

xylosoxidans con un crecimiento de 16 horas a 32°C en medio Agar Soya 

Tripticaseína (TSA, BD Bioxon), y se realizó un piquete en el medio de Skim milk, 

este proceso se repitió 5 veces, entre cada toma se esterilizaba el asa 

microbiológica y se volvía a hacer el nuevo piquete de la bacteria en el medio de 

cultivo.  

 

7.2.3 Prueba de producción de auxinas 

En un tubo Falcón con capacidad de 50 mL, se esterilizó 5 mL de Caldo de 

Soya Tripticaseína al 50% (CST, SOLBIOSA) por autoclave a 121°C durante 15 

minutos (Felisa FE-397), se le inocularon 5 colonias bacterianas, que previamente 

tuvieron un crecimiento de 16 horas, el crecimiento de las bacteria se hizo en cajas 

petri con medio Agar Soya Tripticaseína (AST, BD Bioxon), una vez colocadas en 

el medio líquido se incubaron en un shacker a una temperatura de 32°C y agitación 

de 200 rpm (INFORS HT – Ecotron) durante 16  horas, una vez transcurrido el 

tiempo se tomó 1 mL del cultivo líquido y se inoculó en 3mL de caldo de Soya al 

50% adicionado con 5 mL de L-Triptófano 5 mM = 0.05106 g de L-Triptofano (Sigma-

aldrich), este se filtró por membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.22 µm y se 

almacenó hasta su uso.  

Para preparar el medio de prueba, se añadieron los 5 mL de solución estéril de L- 

Triptofano a 45 mL de CST al 50% previamente esterilizado, se mezcló 

cuidadosamente hasta tener una solución homogénea. Se incubo durante tres días 

a un temperatura de 32°C y 200 rpm, cuando se cumplió el tiempo se hizo el 
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revelado de la presencia de auxinas con el reactivo de Salkowski, la bacteria se 

centrifugó (ESCO, TCR-1500-9) a 4°C con 7,500 rpm durante 5 minutos, se colectó 

450 µL del sobrenadante a tubos cónicos de 1.6 mL por triplicado, a estos mismos 

se les añadió 450 µL del reactivo de Salkowsky, el cual se preparó en base a dos 

soluciones: la primera se hizo, pesando 1.35 g de FeCl3∙6H2O y se disolvieron en 

10 mL de agua destilada; para la solución dos: en 50 mL de HClO! al 35% se le 

agrega 1 mL de la solución uno (cloruro férrico). Ambas soluciones se dejaron a 

temperatura ambiente. Una vez que se tiene la mezcla de la bacteria con el reactivo 

de Salkowsky se mezclan por inmersión y la reacción se dejó incubando en 

oscuridad durante 40 minutos.  

El resultado positivo en esta prueba se considera cuando hay un cambio de color 

en el tubo, pasando de un amarillo a rosa mexicano considerando a la bacteria como 

productora de auxinas, específicamente ácido indol acético (AIA); si se torna naranja 

es ácido indol butírico (AIB). El aumento de estas coloraciones nos habla de la 

concentración de la hormona producida. Así mismo, si la muestra se queda de color 

amarillo, es negativa para la prueba.  

 

7.2.4 Metodología de la prueba de antifúngicas 

Las pruebas de capacidades antifúngicas se hicieron con: Achromobacter 

xylosoxidans (N) bacteria endófita de plántula de 10 días de crecimiento de Agave 

marmota; Bacillus velezensis (P1VB) endófito de la planta de banano y Bacillus 

amyloliquefaciens (MaM) endófito de las flores masculinas de coco. Se utilizaron 

cinco cepas de hongos patógenos dentro del género de Fusarium: F. oxysporum de 
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Agave tequilana; F. solani, 9DA3 y Fusarium sp. vienen de fruta de coco y M2A de 

fruta de mango. Además, se usaron dos cepas de hongos que son utilizados como 

benéficos como Trichoderma asperellum (TRIASPER) y Trichoderma sp.  

El crecimiento de las cepas de hongo se midió en medio Agar Dextosa y Papa 

(PDA, BD Bioxon) esterilizado por autoclave a 121°C durante 17 minutos (Felisa 

FE-397), fue vaciado en cajas de Petri de plástico de 15mm x 90mm (PETRILLUX), 

los hongos se incubaron a una temperatura de 27°C, con el objetivo de tener las 

cepas activas. En cada prueba de inhibición fúngica, se cortó micelio de cada cepa 

de hongo, cuadros de aproximadamente 4mm x 4mm, estos fueron colocados al 

centro de una caja de petri con medio PDA nuevo, la prueba se únicamente se hizo 

por duplicado con las cepas de B. velezensis (P1VB) y A. xylosoxidans (N). Las 

cepas fúngicas se incubaron durante tres días o hasta que el hongo tuvo un 

crecimiento radial de 3.0 centímetros. Posteriormente se colocó la bacteria, 

considerando la sección periférica del hongo, se midió 1.0 cm lejano a esta (en 

sentido opuesto) y se trazó una línea de 5.0 cm de forma horizontal, así mismo se 

hizo de forma paralela el trazo de otra línea (en sentido sur).  En sentido este y oeste 

se dejaron libres como controles del crecimiento de cada cepa.  

Las bacterias se activaron directamente de los viales en criopreservación, 

posteriormente cultivadas en medio de Agar Soya Tripticaseína (TSA, BD Bioxon) 

esterilizado bajo las mismas condiciones, se hicieron tres resiembras para tener las 

bacterias activas, estas se dejaron en crecimiento durante 16 horas a 32°C, 

transcurriendo el tiempo, se tomó una colonia bacteriana con un asa microbiológica 

previamente esterilizada y se hace una fina línea, en un solo sentido (de izquierda 
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a derecha) hasta completar los cinco centímetros previamente marcados. Se 

dejaron incubando durante tres días a una temperatura de 27°C.  

 

En una segunda prueba, se midió el efecto de concentración bacteriana en la línea 

inoculada, se utilizó el mismo método de activación en los hongos y las bacterias, 

así como los medios de cultivo. Para la inoculación del hongo, se midió 2.0 cm a 

partir de la periferia de la caja Petri hacia el centro y se colocó una rodaja de micelio 

en agar de 4mm x 4mm para cada una de las cepas. Las cepas de Fusarium, se 

dejaron en incubación a 27°C durante dos días, alcanzando un crecimiento del 

hongo aproximado de 1.5 cm. Desde la periferia del crecimiento del hongo se midió 

1.0 cm y se dibujó de forma horizontal una línea de 5.0 cm, las bacterias utilizadas 

se dejaron crecer durante 16 horas a 32°C, con la toma de una colonia bacteriana 

se hizo el rayado de la línea, se incubo a 27°C durante 24 horas, al transcurrir el 

tiempo se hizo una nueva inoculación de la bacteria.  

 

La bacteria tuvo las mismas condiciones de crecimiento, la inoculación se hizo de 

la siguiente manera: después de nuestra primera línea de crecimiento bacteriano se 

midió entre 0.5 cm a 1.0 cm de distancia para marcar la segunda línea, esto podría 

depender del crecimiento diario del hongo y de la movilidad bacteriana previamente 

colocada, con la cepa de MaM se hizo una medición de 1.0 cm para los hongos 

Fusarium oxysporum, para Trichoderma sp. y TRIASPER fue de 1.2 cm, utilizando 

también la cepa N (AX). Las otras cepas se hicieron a una distancia de 0.5 cm. Se 

trazó una nueva línea de 5.0 cm, colocando la bacteria con 16 horas de crecimiento. 

Al cumplir nuevamente 24 horas de incubación se trazó nuestra tercera línea 
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considerando los mismos parámetros de medición y crecimiento microbiano. La 

prueba se dejó en incubación un total de 4 días hasta la lectura de los datos, 

tomando en cuenta desde que se puso la primera línea bacteriana.  

 

7.2.5 Material Biológico: Cepas fúngicas y bacterianas utilizadas en 

los ensayos 

Cepas de Fusarium: F. oxysporum, 9DA3, F. solani, Fusarium sp. M2A y dos cepas 

de Trichoderma: AMX y Trichoderma sp. P1VB muestra inhibición dentro de las 

primeras 48 horas, la cual es superada por el hongo al transcurso del tiempo.  

 

7.3 Resultados 

La figura 7 presenta las capacidades proteolíticas y antifúngicas de la cepa N (AX) 

de A. marmorata que se comparó con una cepa endófita de la hoja de banana P1VB 

(Beltrán-García et al., Patente, 2021) que tiene la capacidad de inhibir diferentes 

tipos de hongos, incluidos el hongo causal de la Sigatoka negra. La cepa de A. 

xylosoxidans N (AX) dio negativo a la prueba de proteasa, que se caracteriza por 

desarrollar un halo de clarificación del medio de cultivo conocido como Skim milk, el 

cual se usa para determinar proteasas o caseínasas específicas. La cepa P1Vb de 

banana identificada como B. velezensis logró clarificar evidentemente el medio de 

cultivo.  

La capacidad antifúngica se determinó mediante el ensayo de antagonismo 

dual comparativo. Las cepas de hongos fitopatógenos del género Fusarium aisladas 

de plantas y suelo. B. velezensis solo inhibió una cepa de F. oxysporum aislada de 
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A. tequilana. Las otras cepas son retenidas durante las primeras 48 horas post-

inoculación, pero este efecto desaparece ya que el hongo crece sobre el inoculo. 

Por otra parte, la cepa de A. xylosoxidans en algunas cepas muestra rasgos de 

retención en las primeras horas post-inoculación, especialmente en la cepa de F. 

solani, pero se puede considerar de manera general que esta cepa no tiene 

capacidad antifúngica al menos con estos hongos relacionados con la pudrición 

seca de los agaves.  

En la prueba se utilizó una cepa comercial de Trichoderma aesperellum 

(TRIASPER) donada por el Biol. Juan Pablo Hernández. La cepa de B. velenzensis 

no causo la inhibición de Trichoderma, al contrario, podemos observar que B. 

velezensis es inhibido ya que la bacteria no crece en el inoculo colocado a 2 cm del 

hongo en crecimiento. El comportamiento de la cepa N(AX) ante las cepas de 

Trichoderma muestra la existencia de compatibilidad entre ambas, solo se observa 

una disminución de la esporulación en el sitio de la inoculación de la bacteria. 

La figura 8 presenta un ensayo de antagonismo dual simple ya que solo se 

inoculó una de las bacterias en un lado frontal al crecimiento del hongo y se hizo 

otra modificación al ensayo, al inocular la bacteria consecutivamente durante 3 días 

seguidos y cada 24 horas respecto al seguimiento del crecimiento del hongo, con la 

finalidad de distinguir que el nulo efecto antagónico se debe o a que la bacteria 

envejece rápidamente y se pierde la inhibición o no tiene capacidad antagónica. En 

esta prueba se añadió una cepa endófita aislada de flores de coco, la cepa MAM 

que corresponde a una cepa de B. amyloliquefaciens. Respecto a la cepa N (AX) 

de A. marmorata, los resultados son similares al primer ensayo. Bajo este nuevo 

acercamiento la cepa retiene nuevamente el crecimiento de F. solani y la cepa de 
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Fusarium M2A. Se repite el efecto sobre Trichoderma de retrasar las bandas de 

conidiación. El efecto de retención de la cepa P1VB aumenta por la inoculación 

continua durante el crecimiento de los fitopatógenos, sin embargo, el hongo sigue 

creciendo, se repite el resultado de inhibición sobre la cepa de F. oxysporum. La 

cepa MaM tiene efecto de inhibición sobre las cepas de F. oxysporum y Fusarium 

spp. y efecto de retención parcial en las otras cepas probadas. 

 

 

Figura 7. Valoración de la capacidad antifúngica de Achromobacter xylosoxidans 

(AX) contras cepas fitopatógenas de fusarium. Se uso como control una cepa de 

Bacillus velezensis (P1Vb) aislada de hojas de banana. La cepa AX no presenta 

actividad proteolítica, así mismo no causa alguna inhibición en las cepas de hongos 

analizadas.  
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FIGURA 8. PRUEBA DE ANTAGONISMO DUAL PARA VALORACIÓN DE 

CAPACIDAD ANTIFÚNGICA DE LA CEPA N (AX) DE A. MARMORATA. LA 
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INOCULACIÓN DE LA CEPA CADA 24 HORAS, CONCLUYE QUE A. 

XYLOSOXIDANS CARECE DE ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

7.4 Discusión 

Ha sido ampliamente reportado algunas de las propiedades que proveen las 

bacterias endófitas a sus hospedantes incluyen capacidades antagónicas, ya sea 

por ocupación del nicho o por la secreción de metabolitos secundarios con 

actividades antifúngicas y antibacterianas (Capitulo 3). Estas sustancias pueden 

contribuir a la salud general de las plantas hospedantes y a la protección contra 

enfermedades.  

La cepa N (AX) A. xylosoxidans aisladas de plántulas de A. marmorata de 10 días 

de desarrollo (Martinez-Rodriguez et al, 2019) fue caracterizada en trabajos 

anteriores por sus propiedades de promoción y protección del crecimiento de las 

plantas (Martinez-Rodriguez, Tesis de maestría 2021) en las que se destaca la 

fijación de nitrógeno atmosférico, la producción de ácido iIndol butírico (en este 

trabajo) y a la actividad de ACC deaminasa, enzima involucrada en la degradación 

del precursor de etileno, el ácido amino-ciclopropanocarboxilico (en este trabajo). 

Para completar su caracterización se evaluó la capacidad antifúngica. La tabla 5 

presenta los porcentajes de crecimiento de las cepas fúngicas probadas en este 

estudio en presencia de las bacterias endófitas. Las cepas MaM y P1VB tienen 

efecto de retención/inhibición del crecimiento desde un 90% hasta 29%. Siendo 

ambas cepas más eficientes contra F. oxysporum aislado de cultivos enfermos de 

A. tequilana. La cepa N-Ax de Achromobacter no ejerce un efecto de inhibición o 

retención tal y como se observa en las cepas de Bacillus utilizadas como controles. 

Por el contrario, se observa que las cepas de Fusarium son estimuladas en el 
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crecimiento desde un 15% hasta un 75%. Se observa una inhibición de 29% en una 

cepa de Trichoderma. 

 

Tabla 5. Porcentajes de crecimiento de cepas fúngicas contra Bacillus 

amyloliquefaciens (MAM), Bacillus velezensis (P1VB) y Achromobacter 

xylosoxidans (N-Ax).  

Cepas fúngicas 
Porcentaje de crecimiento 

(%) 
MaM P1VB N-AX 

Fusarium oxysporum  10 15 175 
9DA3 15.38 15.38 115.38 
Fusarium solani 31.25 31.25 125 
Fusarium sp. 38.46 57.69 115.38 
M2A 71.43 71.43 119.05 
Trichoderma asperellum 100 92.11 100 
Trichoderma sp. 100 100 71.43 

 

Achromobacter xylosoxidans es una bacteria endófita que también se ha logrado 

aislar de los tejidos radiculares de banana, tomates, calabazas y judías. La cepa 

MRH 11de A. xylosoxidans aislada de banana tiene la capacidad de producir AIA, 

la solubilización de fosfatos y la producción de cianuro de hidrógeno y tiene la 

capacidad de inhibir in vitro a Curvularia lunata, un hongo que causa la enfermedad 

de las manchas de las hojas del plátano Cavendish (Chowhan et al., 2023). Por otra 

parte, La cepa CTA8689 fue aislada de la raíz de frijol común e identificada como 

Achromobacter xylosoxidans utilizando la secuencia de 16S rDNA, las 

características morfológicas y fisiológicas. La cepa CTA8689 suprimió el 

crecimiento micelial de F. solani en métodos de doble cultivo (58,67%) y filtrados de 

cultivo (41,87%). Los compuestos orgánicos volátiles (COV) producidos por 
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CTA8689 inhibieron el crecimiento micelial y la germinación de conidios de F. solani 

en un 42,26% y 59,12%, respectivamente. Además, esta cepa produjo biofilm, 

enzimas líticas como quitinasa, proteasa y pectinasa, sideróforo, AIA e giberelina, y 

fue capaz de solubilizar fosfato. Además, la severidad de la enfermedad de la 

podredumbre de raíz de frijol común se redujo mediante el tratamiento del suelo y 

las semillas en un 83,89% y 87,60%, respectivamente, 60 días después de la 

inoculación. Además, la inoculación de A. xylosoxidans cepa mejoró los parámetros 

de crecimiento de las plantas en frijol común bajo condiciones de invernadero 

(Mohamadpoor et al., 2022). 

Otro estudio demostró el efecto de control biológico contra el hongo Magnaporthe 

grisea ejercido por la misma cepa de A. xylosoxidans cuando se inoculó en semillas 

de arroz. Además de disminuir la colonización del hongo fitopatogénico, hubo un 

aumento en la tasa de germinación, el índice de vigor de las plántulas y el 

rendimiento de las plantas de arroz inoculadas sin condiciones de enfermedad (Joe 

et al., 2012). 

 

El análisis de antagonismo dual realizado muestra que A. xylosoxidans N 

(AX) no tiene la capacidad de inhibir las cepas de Fusarium probadas, salvo una 

cepa de F. oxysporum y no tiene actividad proteolítica. Tanto la hidrólisis proteica y 

la capacidad antifúngica se comparó contra otras bacterias endófitas del género 

Bacillus. La formación de halos de clarificación alrededor de la colonia bacteriana 

en el medio Skim Milk es una prueba que nos ayuda a conocer la secreción de 

enzimas que degradan la lactosa y la caseína para la obtención de nutrientes 

durante las primeras 24 horas de incubación con una temperatura de 32°C, una vez 
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que la bacteria se encuentra en contacto con el medio de cultivo. Las cepas de 

Bacillus utilizadas tienen actividad proteolítica y han mostrado ser inhibidoras de 

hongos fitopatógenos que afectan cocos y bananas, sin embargo, al igual que la 

cepa N (AX) su tasa de inhibición es baja, lo que sugiere también que las cepas de 

Fusarium fitopatógenas probadas en este trabajo tienen una resistencia superior a 

otros hongos fitopatógenos aislados de plantas de banana y coco enano brasileño.  

Ante las capacidades de promoción de crecimiento de plantas mostradas por la 

cepa N (AX), sugieren que esta cepa endófita podrá ser utilizadas como una cepa 

bio-estimulante y no como un agente de control biológico.  
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Capítulo 8 
Compatibilidad de Achromobacter 

xylosoxidans en líneas clónales AM31, AM32 
y AM33 de A. marmorata. 
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8. Compatibilidad de Achromobacter xylosoxidans en líneas clónales AM31, 

AM32 y AM33 de A. marmorata. Publicado en Martinez-Rodriguez A, et al., 

Micropropagation of Seed-Derived Clonal Lines of the Endangered Agave 

marmorata Roezl and Their Compatibility with Endophytes. Biology. 2022; 

11(10):1423.  

 

8.1 Resumen 

Los microorganismos endófitos (bacterias y hongos) han sido reconocidos por su 

papel en el crecimiento de las plantas y la protección contra el estrés abiótico y 

biótico. Plantas derivadas de las líneas clonales de A. marmorata fueron inoculadas 

con cuatro bacterias endófitas. Entre estos, la cepa de Achromobacter apoyaron el 

crecimiento vegetal de la línea AM32. Se observó un efecto notable de muerte 

vegetal después de la inoculación con Enterobacter cloacae, un endófito de A. 

tequilana. Fue difícil determinar si E. cloacae se comporta como un patógeno o no 

soporta el crecimiento de las plantas ya que no se observaron signos de 

podredumbre bacteriana o de enfermedad y no hubo diferencias significativas en la 

muerte inducida entre las tres líneas clonales. Además, Pseudomonas aeruginosa, 

un endófito de A. marmorata, redujo la biomasa. Aunque la línea AM32 tuvo la 

respuesta más destacada a la inoculación bacteriana, esto no se refleja en la 

adquisición total de biomasa. El peso húmedo más alto se observó para el 

tratamiento con Ax fue 3,82 g. Los datos negativos solo se observaron cuando las 

plantas fueron tratadas con Ec, Pa y Bt, obteniendo cantidades de biomasa de 3,08 

g, 2,98 g y 1,95 g, respectivamente. Para AM31, no se observaron diferencias 
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significativas entre la inoculación de Ax y Bt (1,32 g y 1,20 g) en este parámetro; sin 

embargo, se observó un incremento negativo de biomasa para los tratamientos 

bacterianos con Pa y Ec con 1,40 g y 0,78 g. 

Nuestros resultados demuestran la incompatibilidad de A. marmorata con E. cloacae 

y la especialización entre la planta huésped y sus endófitos. La compatibilidad de la 

planta-endófita podría ser explotada para impulsar el establecimiento y la 

estabilidad de mutualismos que beneficien al desarrollo vegetal, la tolerancia al 

estrés y la resistencia a los patógenos. 

 

8.2 Métodos 

8.2.1 Adaptación de la planta al sustrato de Arena-Vermiculita en 

microcosmos libre de nitrógeno 

Los brotes de las líneas AM31, AM32 y AM33 fueron separados y colocados 

en cajas de color magenta para enraizamiento en 120 mL de medio MS conteniendo 

0.025 mg/L de cinetina, 30 g/L de sacarosa, 2 g/L de carbón activado y 15 g/L de 

agar bacteriológico como agente gelificante. Los brotes se cultivaron en medios de 

enraizamiento durante 100 días bajo un fotoperiodo de 12 horas con iluminación led 

(22 μmol m2/S). Las plántulas de 3-4 cm de altura y aproximadamente 2 g de peso 

se aclimatan en un contenedor de vidrio con una mezcla de vermiculita y arena de 

playa (5:50) esterilizada por autoclave y se rego con medio MS salino sin fuentes 

de nitrógeno y carbohidratos. La arena de playa fue colectada en "Punta Perula" 

playa en la Huerta Jalisco, México (Latitud: 19.587855, Longitud: 105.128493) fue 

lavada varias veces con agua corriente para eliminar material orgánico, secadas al 
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aire y esterilizadas en autoclave durante 3 h. Estas plantas se cultivaron en cuarto 

de cultivo a 30°C. La tasa de adaptación de las plantas se determinó después de 

ocho semanas. 

 

8.2.2 Estimulación del crecimiento de las plantas con bacterias 

endófitas 

Para evaluar el efecto sobre la estimulación del crecimiento vegetal y la 

compatibilidad de endofitos se utilizaron diez plantas para cada tratamiento de las 

tres líneas clonales (AM31, AM32 y AM33) transmitidos por semillas de A. 

marmorata y A. tequilana entre estos Achromobacter xylosoxidans N(Ax) (acceso 

GenBank MF540449.1), Pseudomonas aeruginosa (Pa) EP60A3 (acceso GenBank 

MF540452.1); Bacillus tequilensis (Bt) AT-10 (acceso GenBank KY681426.1) y 

Enterobacter cloacae SEA01 (acceso GenBank KY625189.1). 

La siguiente tabla resume las características de promoción del crecimiento de las 

plantas de las bacterias endófitas utilizadas para evaluar su estimulación del 

crecimiento en líneas clonales.  

 

Tabla 6. Resumen de las capacidades de promoción de crecimiento de plantas de 

las bacterias endófitas utilizadas en el ensayo, AX, BV y ML. 

Género y 
especie 

  Propiedades agronómicas 

Cepa GenBank NFB NBRIP ACC AUX CAT 
A. 

xylosoxidans N (AX) MF540449 + - + AIB - 

B. velezensis P1VB 
(BV) MT919309 - + - AIB + 
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M. luteus PP10B6A 
(ML) KY744353 + - + AIA - 

NFB: fijación de nitrógeno, NBRIP: solubilización de fosfóro, ACC: producción de 

ACC deaminasa, AUX: producción de hormonoas, AIB: Ácido Indol Butirico y AIA: 

Ácido Indol Acético, CAT: producción de catalasas.  

 

Para la producción de inóculo, las cepas bacterianas se cultivaron en caldo CTS 

(Trypticaseina de Soya) y se incubaron a 32°C con agitación de 100 rpm durante 20 

h. Las suspensiones bacterianas se centrifugaron durante 5 min a 12.850g. Los 

sobrenadantes se descartaron, y los sedimentos celulares se lavaron tres veces con 

solución salina al 0.9% más glucosa al 0.1%. El paquete celular bacteriano se 

suspendió en la solución salina-glucosa a una OD 600nm de 1,0 equivalentes 

correspondientes a las siguientes UFC´s/ml: B. tequilensis 70 X106, E. cloacae 

17.6X 106, A. xylosoxidans 1.5X 106 y P. aeruginosa 3.4 X106 UFC/mL. 

 

Cada planta aclimatada se trato con 2.5 mL del inóculo bacteriano colocado 

directamente en el sustrato cerca de las raíces. Se realizaron cinco inoculaciones a 

cada grupo de plantas por línea clonal durante un período de 14 días. Las plantas 

se agruparon bajo las siguientes etiquetas: (G1) control de agua, (G2) B. tequilensis 

(Bt), (G3) E. cloacae (Ec) aislado de A. tequilana, (G4) A. xylosoxidans (Ax) y (G5) 

P. aeruginosa (Pa) aislado de A. marmorata. Las plantas se mantuvieron en las 

mismas condiciones descritas anteriormente para la aclimatación. Después de la 

inoculación bacteriana final, las plantas fueron irrigadas con 2.5 ml de agua 

destilada estéril cada 3 días. Treinta días después de la inoculación (desde la 
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primera inoculación), se registró el número de nuevas hojas, raíces, longitud de la 

raíz y peso fresco y seco de las plantas. 

 

8.2.3 Parámetros de crecimiento de las plantas y compatibilidad de 

tres líneas clonales con bacterias endófitas 

Nuestra intención al aplicar bacterias endófitas es evaluar la compatibilidad y 

los efectos sobre los parámetros de crecimiento de las plantas entre las líneas 

clonales. Evaluamos el efecto de una inoculación intensiva con 4 bacterias endófitas 

en las plantas de las tres líneas clonales seleccionadas de A. marmorata. 

Seis plantas fueron seleccionadas para cada uno de los 7 grupos para la 

inoculación con las siguientes bacterias endófitas: Alcaligenes faecalis (G2) y 

Curtobacterium flaccumfaciens (G3) como endófitas de A. angustifolia; Bacillus 

tequilensis (G4), Enterobacter cloacae (G5) cepas endófitas de A. tequilana y 

Acrhomobacter xylosoxidans (G6) y Pseudomonas aeruginosa (G7) endófitas de A. 

marmorata. El G1 fue irrigado con agua como el control negativo.  

Cultivo de las bacterias. - Las bacterias se incubaron en 50 ml de Caldo Casoy 

(Tripticaseína de soya) a 32°C durante 20 horas. En 10 tubos Eppendorf se agregó 

a cada uno 2 ml del caldo con crecimiento bacteriano, estos se centrifugaron a 

10,000 rpm por 5 minutos, se colocaron en hielo mientras se decantó el 

sobrenadante, se colocaron nuevamente 2 ml a cada tubo para centrifugación, esto 

con el fin de concentrar la bacteria obtenida en el caldo se decantó el sobrenadante, 

a los tubos con el pellet de bacteria se les agrego 1 ml de solución glucosa al 0.1%, 

se agitaron vigorosamente en un vortex hasta que se re-suspendiera la pastilla, se 
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centrifugó a 10,000 rpm por 5 minutos, este paso se llevó a cabo tres veces. Una 

vez lavada la bacteria se prosiguió a re-suspender en 5 ml de solución de glucosa 

al 0.1% en un matraz de 250 ml para ser ajustada a 1 abs (Espectro UV-VIS, 

Lambda 25). Durante el ajuste la bacteria en todo momento se encontró en hielo.  

Se hicieron 5 inoculaciones a los grupos en un periodo de 14 días, cada planta se 

rego con 2.5 ml de bacteria los días 23, 25 y 27 de mayo del 2018, en las dos 

inoculaciones finales del día 01 y 05 de junio del 2018. La cantidad inoculada de 

bacteria aumento a 5 ml por planta. Para el grupo de plantas correspondientes a A. 

tequilana se les dio una sexta inoculación el día 15 de junio 2018 con 5 ml por planta. 

El número de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) a una 

absorbencia de 1 a 600 nm fue de: A. faecalis 52x104, C. flaccumfaciens 5 x104, B. 

tequilensis 70x106, E. cloacae 176.5x 105, A. xylosoxidans 15x105 y P. aeruginosa 

34x104.  

8.2.4 Evaluación del crecimiento, biomasa producida en las plantas por 

inoculación de bacterias en A. marmorata.  

A cada planta se les midió como parámetros de crecimiento, la altura de la planta 

y las raíces usando una regla en los ejes ‘‘X’’ y ‘‘Y’’ sobre hojas blancas estériles, 

se contó el número de hojas presentes y se tomó el peso húmedo con una balanza 

granataria digital (OHAUS).  
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8.2.5 Análisis de la estructura (arquitectura) de la raíz en plantas de A. 

marmorata y A. tequilana inoculadas con bacterias.  

Previo a la inoculación de las bacterias, las raíces fueron marcadas con un 

esmalte de uñas de color blanco. Después de 30 días post-inoculación con las 

bacterias, las raíces que fueron marcadas antes de colocarlas en aclimatación, 

fueron cortadas alrededor de 2 cm cada una, se disolvió una pastilla de DAB (3,3-

diminobencidina) (Sigma-Aldrich) en 15 ml de agua destila estéril, se agregó 5 ml 

de la solución en viales de vidrio junto con las raíces de G3, G4, G6 y G7, se dejaron 

en contacto con la solución durante 24 horas. Cumpliendo el tiempo fueron lavadas 

con agua corriente para quitar el exceso de tinción, las raíces se colocaron 2 ml de 

una solución azul de anilina durante 15 minutos.  

Posteriormente fueron lavadas con agua corriente y se analizaron al microscopio. 

Se evaluó el promedio de número de pelos radiculares en 1 cm de raíz, contando 

en sentido arriba y debajo del fragmento, para su longitud se colocó una hoja 

milimétrica bajo el portaobjetos y a nivel de microscopio se registró la altura de 50 

pelos radiculares en cada sentido para obtener un promedio. Además, se determinó 

el número de raíces secundarias presentes en 1 cm el esquema a seguir se muestra 

en la figura 9. 
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Figura 9. Representación estructural de la raíz, esquema a seguir para el conteo de 

pelos radiculares, altura y presencia de raíces secundarias en 1 cm bajo hoja 

milimétrica.  

 

8.3 Resultados 

La figura 9 muestra los resultados del crecimiento, incluyendo la aparición de 

nuevas hojas y el número de raíces formadas, longitud de raíz (cm) y peso fresco y 

seco (g) de plantas inoculadas con bacterias endófitas. Durante este ensayo, las 

plantas no fueron alimentadas con ninguna solución mineral o fuente de carbono o 

nitrógeno. Como se esperaba, no se observó ningún efecto significativo sobre el 

crecimiento de las plantas en ninguna línea clonal bajo tratamiento de control 

irrigado solución salina-glucosa. Por lo tanto, los efectos positivos y negativos sobre 

el crecimiento de las plantas deben atribuirse directamente a la inoculación 

bacteriana. 
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Figura 10. Las bacterias endófitas afectan el crecimiento de las líneas clonales 

am31, am32 y am33 bajo limitación de nutrientes. El grupo control de la planta fue 

tratado con una solución salina-glucosa. Los efectos positivos y negativos sobre el 

crecimiento de las plantas deben atribuirse directamente a la inoculación bacteriana. 

Los datos se presentan como la media y el error estándar de la media de las plantas 

inoculadas en la formación de nuevas hojas, raíces, longitud de raíz y peso seco 30 

d post-inoculación. Los valores y las medias representan tres experimentos 

replicados. C = control, ax = a. Xylosoxidans, pa = p. Aeruginosa, bt = b. Tequilensis 

y ec = e. Cloacae. 

 

La figura 10 muestra que la línea AM31 no responde significativamente a la 

inoculación con las bacterias. Por ejemplo, no emergieron nuevas hojas en lotes de 

plantas tratadas con B. tequilensis y P. aeruginosa. No se detectó también una 

respuesta en la estimulación de formación de raíces nuevas tras los tratamientos 

microbianos, excepto para las plantas inoculadas con A. xylosoxidans (Ax), que 
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formaron + 3 raíces comparadas con el control. La inoculación de E. cloacae en la 

línea AM31causó la muerte de las plantas. En la línea AM32, la inoculación con B. 

tequilensis (Bt) o A. xylosoxidans (Ax) indujo la aparición de una o dos hojas nuevas 

durante el período post-inoculación. Las plantas de control no forman hojas nuevas. 

Las hojas de las plantas formadas e inoculadas con Ax presentaban un aumento en 

el tono de verde, indicativo de la síntesis de clorofila. El efecto destacado de la 

inoculación bacteriana en AM32 está relacionado con el número de raíces y su 

longitud. Por ejemplo, AX aumentó hasta 14 nuevas raíces en comparación con las 

plantas de control. Para la cepa BT se observaron un total de 11 nuevas raíces, 

seguidas por PA con 8 y EC con 3. Un efecto sobre la longitud de la raíz se asoció 

con las cepas AX y PA, produciendo un aumento de nueve y siete centímetros. 

Aunque la línea AM32 tuvo la respuesta más destacada a la inoculación bacteriana, 

esto no se refleja en la adquisición total de biomasa. El peso seco más alto se 

observó para el tratamiento con AX con 3,82 g. Los datos negativos solo se 

observaron cuando las plantas fueron tratadas con EC, PA y BT obteniendo 

cantidades de biomasa de 3,08 g, 2,98 g y 1,95 g, respectivamente. Para AM31, no 

se observaron diferencias significativas entre la inoculación de AX y BT (1,32 g y 

1,20 g) en este parámetro; sin embargo, se observó un incremento negativo de 

biomasa para los tratamientos bacterianos con PA y EC con 1,40 g y 0,78 g. 

Al igual que en las otras dos líneas clonales, la inoculación con bacterias endófita 

aumentó el número de raíces y la longitud de la raíz en la línea AM33 comparada 

con el control. La cepa Bt indujo la formación de 10 nuevas raíces, con un promedio 

cercano a los 11 cm. En los tratamientos con AX y PA, se observó la formación de 

5 y 8 raíces más que el control, respectivamente. No se detectaron cambios 
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significativos en el aumento de peso. La cepa de A. xylosoxidans contribuyó con 

mayor formación de raíces en todas las líneas clonales propagadas, produciendo 

16 nuevas raíces. Aquí, encontramos un notable efecto sobre la muerte de las 

plantas causada por la inoculación de E. cloacae y una reducción en la adquisición 

de biomasa de las líneas AM31 y AM32 causada por P. aeruginosa. Estas 

observaciones indican incompatibilidad entre E. cloacae y las líneas clonales y la 

especificidad de A. xylosoxidans y P. aeruginosa para A. marmorata (Fig. 9) 

Bacillus tequilensis es una bacteria endófita que fue aislada de las semillas de A. 

tequilana. Tiene un buen efecto en la línea AM33, especialmente en lo que se refiere 

a la formación de raíces (número y longitud). En las otras líneas clonales, sus 

efectos fueron bastante limitados. En este caso, la línea AM32 tuvo una respuesta 

moderada a la inoculación de esta bacteria, y algunas plantas murieron. 

 

8.4 Discusión 

Los microorganismos endófitos (bacterias y hongos) han sido reconocidos por su 

papel en el crecimiento de las plantas y la protección contra el estrés abiótico y 

biótico (White et al., 2021). La definición general de microrganismos endófitos se 

refiere a las bacterias y hongos que pueden vivir en los tejidos vegetales sin 

síntomas de infección por enfermedades. Sin embargo, la plasticidad fenotípica de 

los endófitos explica su conversión del mutualismo al antagonismo en diferentes 

plantas según la hipótesis propuesta por Schulz y Boyle en 2005.  

Las asociaciones entre plantas y microorganismos se remontan a más de 400 

millones de años. Ecológicamente, las plantas son consideradas holobiontes, es 
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decir se asocian con microorganismos, que son un grupo diverso que puede incluir 

bacterias, arqueas, hongos, protistas, algas y animales. La teoría del holobionte 

describe la relación interdependiente entre las plantas y sus microbios, que puede 

ser beneficiosa o perjudicial (Berg et al., 2024).  

 

Los microorganismos endófitos son esenciales para la microbiota de la planta. 

Varias publicaciones mencionan la importancia de los endófitos en las plantas 

micropropagadas a través de la "biotización", en la que su inoculación mejora el 

crecimiento, desarrollo y resistencia de las plántulas, incluso facilitan la adaptación 

a una transferencia segura en condiciones ex vitro en diferentes etapas antes de la 

introducción en el ambiente de cultivo. La biotización de las plantas es un proceso 

biotecnológico que implica la inoculación de plantas con microorganismos, como 

bacterias o hongos, para mejorar su crecimiento y tolerancia al estrés. Los 

microorganismos proporcionan nutrientes y hormonas vegetales a las plantas, 

mientras que las plantas aportan compuestos orgánicos, conocidos como 

fotosintatos a los microorganismos mediante la fotosíntesis (Tamošiūnė et al., 2018; 

Kanani et al., 2020; Soumare et al., 2021, Salotti et al., 2023). 

 

Antes de este estudio, nuestro grupo de investigación demostró cómo las bacterias 

endófitas apoyan el crecimiento de A. tequilana en condiciones de nitrógeno limitado 

(Beltran-Garcia et al., 2014). En este trabajo de investigación se mostró la existencia 

de incompatibilidad entre E. cloacae y las líneas clonales y la especificidad de A. 

xylosoxidans y P. aeruginosa con A. marmorata. Según Sneck et al. en 2019, una 

de las consecuencias potenciales de la transmisión vertical es la especialización 
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entre el huésped y su simbionte (bacteria endófita). Estos simbiontes pueden 

haberse hecho compatibles con especies o genotipos de los huéspedes y son 

incompatibles con plantas anfitrionas genéticamente nuevos. En consecuencia, se 

observaron limitaciones de colonización del huésped y un crecimiento deficiente del 

simbionte en plantas genéticamente diferentes de la planta madre (por ejemplo, 

plantas derivadas de semillas).  

Enterobacter cloacae es una bacteria endófita ampliamente distribuida entre las 

plantas y sus semillas (Aguilar-Jimenez, et al., 2018; Lima et al., 2018; White, et al., 

2018; Mukherjee et al., 2021). Los resultados obtenidos por nuestro grupo de 

investigación mostraron que la cepa de E. cloacae SEA02 indujo una notable 

acumulación de biomasa en plantas micropropagadas de A. tequilana, 

proporcionando nitrógeno orgánico una vez que la bacteria colonizó la raíz 

(manuscrito de García-Ochoa en preparación). Además, en plantas de banano 

micropropagadas, la inoculación de E. cloacae endófita es altamente colonizadora 

(cepa C2) mejoró el crecimiento de las plantas, transfiriendo nutrientes del suelo a 

las raíces, convirtiéndolas así en una bacteria esencial para los plátanos (Macedo-

Raygoza et al., 2019; Martinez-Rodriguez et al., 2019). 

Anteriormente se demostró que la inoculación de E. cloacae SEA02 en las raíces 

de A. tequilana induce rápidamente la acumulación de H2O2 en toda la planta en 

pocos minutos (Lima et al., 2018). Este hecho está relacionado con una respuesta 

natural de las plantas a la percepción endófita, donde las plantas consumen 

bacterias para obtener nutrientes en condiciones limitadas, especialmente 

nitrógeno. 
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Por otra parte, B. tequilensis es una bacteria endófita que pudo ser aislada de las 

semillas de A. tequilana. La inoculación de esta cepa afecto a la línea AM33, 

especialmente en la formación de raíces (número y longitud). En las otras líneas 

clonales sus efectos fueron de limitados a nulos. Se ha demostrado que, cuando se 

cultivan las plantas con N y P limitados, la cepa de B. tequilensis proporciona N 

orgánico a las plantas de A. tequilana (Beltran-Garcia et al., 2014). B. tequilensis 

también ha demostrado transferir N orgánico por proteínas marcadas 

isotópicamente y ácidos nucleicos de bacterias utilizando 15NH4Cl como fuente de 

nitrógeno. Tras varias inoculaciones, el material nitrogenado de las células de A. 

tequilana comenzó a incorporar 15N, incluso en la clorofila, donde los cuatro átomos 

de nitrógeno de la molécula están marcados isotópicamente (Beltran-Garcia et al., 

2014). En este trabajo, la línea AM32 tuvo una respuesta moderada a la inoculación 

de esta bacteria, y algunas plantas murieron. 

La figura 10 representa un resumen del comportamiento de las lineas clonales 

inoculadas con bacterias endófitas, mostrando que N-AX tiene n mejor efecto sobre 

el crecimiento de las líneas AM31 y AM32, mostrando cambios drasticos 

especialmente en la línea AM32 tanto en el número de hojas y tamaño de las raíces. 

Los efectos de las inoculaciones bacterianas sobre el crecimiento de cada línea 

clonal se resumen en la figura 11, que también indica cual fue el mejor parámetro 

de crecimiento causado por una bacteria específica. Como se ha mencionado 

anteriormente, las plantas inoculadas con E. cloacae causaron que más plantas 

murieran; Por lo tanto, es difícil determinar si E. cloacae se comporta en las líneas 

celuares de A. marmorata como un patógeno o no soporta el crecimiento de las 

plantas ya que no se observaron signos de podredumbre bacteriana o de 



 146 

enfermedad y no hubo diferencias significativas en la muerte inducida entre las tres 

líneas clonales. Según García-Ochoa de nuestro grupo de investigación, la cepa E. 

cloacae SEA02 tiene propiedades promotoras de plantas como la fijación del 

nitrógeno y la actividad de la deaminasa ACC. Sin embargo, este endófito no 

produce auxinas, lo que probablemente explica la falta de estimulación de las raíces 

en A. marmorata, lo que obstaculizó varios parámetros de crecimiento. En cambio, 

las cepas Bt, Ax y Ps producen auxinas del tipo IAA. 

En este trabajo no se evaluó la existencia de diferencias genéticas entre las líneas 

clonales seleccionadas, pero sí observamos las respuestas de crecimiento de las 

plantas debido a la inoculación endófita. La respuesta más alta fue en la línea AM32, 

respecto a la formación de raíces y el crecimiento. La inducción del crecimiento de 

las raíces es esencial para los agaves porque proporciona anclaje en el suelo y agua 

y absorción de nutrientes, ambos son procesos fundamentales en suelos 

erosionados y secos. 

La cepa de A. xylosoxidans que fue aislada de plántulas de 10 días de A. marmorata 

contribuyó con mayor formación de raíces en todas las líneas clonalmente 

propagadas, produciendo hasta 16 nuevas raíces. Un estudio de Aguilar-Jimenez y 

Rodríguez en 2018, informó alargamiento de la raíz cerca de 9,3 cm en plántulas de 

A. marmorata cultivadas en un medio MS suplementado con 10 mg/L del ácido 

acético indol (AIA) auxina. La cepa N (AX) utilizada en este trabajo es un endófito 

diazotrófico, y un solubilizador de fosfatos previamente aislado de plántulas de A. 
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marmorata desarrollado 10 días después de la germinación de las semillas 

(Martínez-Rodriguez et al., 2019). 

Figura 11. Respuesta de las líneas clonales de A. marmorata a la inoculación con 

bacterias endófitas. La figura resume el mejor tratamiento entre inoculación 

bacteriana y control, donde A. xylosoxidans fue el mejor tratamiento para AM31 y 

AM32, y P. aeruginosa fue el mejor tratamiento para AM33. 

 

Pocos estudios publicados han demostrado el potencial de A. xylosoxidans como 

endófito y su capacidad de mejorar el crecimiento de las plantas (PGPB). Benson 

et al. (2013) informaron de que la cepa AUM54 de A. xylosoxidans, combinada con 

ácido indolo3-butírico (IBA), promovía el crecimiento de brotes, longitud de la raíz, 
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el número de raíces y la tolerancia al estrés en comparación con las plantas de 

control en condiciones de micropropagación de la planta medicinal Naravelia 

zeylanica, que se enconraba en peligro de extinción. Los autores también 

demostraron que A. xylosoxidans desempeña un papel en el aumento de la 

supervivencia de las plantas durante la aclimatación en invernadero.  

Además, Jana y Yaish (2021) han demostrado recientemente que la cepa de A. 

xylosoxidans SQU-1, cepa de rizobacterias aislada de palmeras datileras (Phoenix 

dactylifera L.) cultivadas bajo salinidad, mejora la germinación de semillas de 

palmera datilera y el crecimiento de Arabidopsis en condiciones normales y salinas. 

El aumento de peso seco en las plantas de la línea AM32 está posiblemente 

relacionado con la contribución del AX al suministro de nutrientes. Sin embargo, los 

mecanismos y las respuestas de la línea clonal a la biotización con A. xylosoxidans 

todavía necesitan ser explorados. 

 

Las plantas micropropagadas a menudo presentan diferencias en el tipo de 

microbioma endófito en comparación con las plantas cultivadas convencionalmente. 

De hecho, durante el proceso de sanitización de los tejidos muchos 

microorganismos beneficiosos son eliminados a través de los protocolos de 

micropropagación utilizados. La biotización con endófitos se considera una nueva 

estrategia atractiva para proteger las plantas que se micropropagan, evitando la 

mortalidad cuando se transfieren de condiciones in vitro a ex vitro. Las plantas 

micropropagadas inoculadas con bacterias endófitas muestran cambios fisiológicos 

y de desarrollo y resistencia a los patógenos (Leite et al., 2021; Pushpakanth, et al., 

2021; Castro-Restrepo et al., 2022; Ważny et al., 2022).   
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Capítulo 9 
Estimulación de la acumulación de total de 

biomasa vegetal, raíces, emergencia y 
tamaño de hojas) de plantas 

micropropagadas de A. marmorata por 
aplicaciones de bacterias endófitas, nitrato 

de lantano y nitrato de amonio 
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9. Estimulación de parámetros biométricos (acumulación de total de biomasa 

vegetal, raíces, emergencia y tamaño de hojas) de plantas micropropagadas 

de A. marmorata en respuesta a aplicaciones de bacterias endófitas, nitrato 

de lantano y nitrato de amonio 

 

9.1 Metodología 

Las características biométricas después de las aplicaciones en las plantas de Agave 

marmorata, se midieron bajo los parámetros de hojas nuevas producidas, raíces 

nuevas, peso seco total en gramos.  

Cada planta se adaptó durante dos semanas en un microcosmos en frascos de 

cristal y tapón de algodón con 250 g de arena de desierto, esterilizada por autoclave 

durante 3 horas a 121°C. Se colocaron 10 plantas por cada tratamiento, en un total 

6 grupos: control de agua (C-), Achromobacter xylosoxidans (AX), Bacillus 

velezensis (BV), Micrococcus luteus (ML), Nitrato de amonio (NH4NO3) y Nitrato de 

Lantano a 10 ppm (La(NO3)3. Las plantas se trataron durante 15 semanas en total, 

en las cuales se regaron con los tratamientos cada 2 semanas: generando un 

registro de 8 aplicaciones totales distribuidos en las semanas 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 y 

15. El riego normal de las plantas se hizo con agua destilada estéril. La recolección 

de los datos por tratamiento se hizo durante la semana 5 con un total de 2 

inoculaciones-estimulaciones, para la semana 10 se tenían 5 inoculaciones y a la 

semana 15 se completaron 8 inoculaciones.  

Los grupos de plantas se iniciaron de forma homogénea con 5 hojas cada una de 

las plantas y 6 raíces en total. La recolección de datos se hizo cada 5 semanas, 
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sacando las plantas de los microcosmos que se encuentran estériles, la planta se 

seccionó en una caja de Petri con bisturí estériles, en 5 partes: raíces, pseudotallo 

y las hojas en tres partes: la base de la hoja que conecta con el pseudotallo, el 

centro de la hoja y la punta, como se muestra en la figura 12. Se tomaron dos 

plantas tratadas por cada tratamiento, tomando fotografías sobre hojas estériles, se 

midió el tamaño de las plantas con dos reglas bajo ejes “X” y “Y”, se contó el número 

de hojas, dando un valor unitario, al igual que las raíces. 

Los valores registrados para las pruebas biométricas, se hicieron en función del 

tejido que se perdió o la generación de nuevas hojas y raíces, bajo el parámetro de 

valores unitarios por cada tratamiento a las 5, 10 y 15 semanas.  

 

Figura 12. Representación de los cortes hechos en las plantas de Agave 

marmorata. Sección de raíces, pseudotallo y hojas: base, centro y punta. Obtención 

del material vegetal para análisis de biomasa seca y recuperación de 

microorganismos. 
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En frascos de vidrio estériles de 20 ml se colocó el tejido fresco de cada sección y 

se pesó en una balanza analítica (OHAUS), el peso del tejido se dividió en pesos 

similares para ser destinados a dos procesos: extracción de bacterias y determinar 

peso seco. El tejido se dejó secando en una estufa a una temperatura de 85°C, 

hasta tener un peso seco constante, este se pesó nuevamente por cada sección de 

tejido y se hizo el peso de la planta completa. 

Para determinar el porcentaje de biomasa seca, se registró el peso seco completo 

de la planta (raíces, pseudotallo y las tres secciones de las hojas), en cada sección 

de la planta se sacó su porcentaje con la representación de su valor en peso seco, 

representado por la siguiente formúla.  

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒	𝑑𝑒	𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎	𝑠𝑒𝑐𝑎	(%) =
𝑃𝑒𝑠𝑜	𝑠𝑒𝑐𝑜	𝑝𝑜𝑟	𝑠𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛	𝑑𝑒	𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎	(𝑔)
𝑃𝑒𝑠𝑜	𝑠𝑒𝑐𝑜	𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙	𝑑𝑒	𝑙𝑎	𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑎	(𝑔) ∗ 100 

 

Dando un valor representado por la mayor acumulación de biomasa seca para cada 

sección de la planta por tratamiento. Esto se hizo unicamente en la semana 10 y 15 

para los tratamientos C-, AX, BV, ML y La(NO3)3.  

 

9.2 Resultados 

La figura 13 representa el comportamiento de las plantas de los distintos lotes que 

fueron divididos respecto al tipo de aplicación ya sea química o biológica. El panel 

A, muestra que Las plantas en cada uno de los tratamientos, empezaron con 5 hojas 

totales después de la adaptación. Las plantas del cultivo testigo o control tuvo una 

pérdida de 2 hojas en las primeras 5 semanas al igual que en los tratamientos con 
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nitrato de lantano (La[NO3]3) nitrato de amonio (NH4NO3) y las bacterias B. 

velezensis (BV) y Microccocus luteus (ML). El grupo de A. xylosoxidans tuvo la 

perdida de una hoja, por lo que este comportamiento de perdida de hojas es parte 

de la fisiología de adaptación de la planta. En este tiempo las plantas tratadas con 

NH4NO3 se consideran muertas.  

En la semana 10, las plantas tenían 5 aplicaciones. En este punto del seguimiento 

se halló que los grupos de plantas tratadas con BV, La(NO3)3 y el control tuvieron la 

recuperación de casi 1 hoja. Las plantas tratadas con ML emitieron 3 hojas nuevas 

y las plantas con tratamiento con NH4NO3 murieron todas. Las plantas tratadas con 

Ax perdieron una hoja. A las 15 semanas de tratamiento y con un acumulado de 8 

aplicaciones las plantas tuvieron una recuperación de una hoja promedio respecto 

a las 10 semanas, salvo las plantas tratadas con ML y el control que tuvieron perdida 

de 3 hojas, finalizando con 3 hojas activas. El lote AX incremento 0.50 hojas en 

promedio respecto a la semana 10 y terminó con un total de 4 hojas. El tratamiento 

con BV emitió 1.1 hojas y termino con 4.60 hojas activas. Por último, el lote tratado 

con el lantánido aumento una hoja y termino con 5 hojas activas. El comportamiento 

en la emisión de hojas es oscilante, lo que sugiere que las aplicaciones de 

lantánidos y bacterias producen un estrés que mantiene en un numero de hojas 

similares al final de los ensayos. La tendencia a incrementar hojas de manera 

constante entre las 10 y 15 semanas solo se observa en los tratamientos con 

La(NO3)3 y las bacterias Achromobacter y Bacillus. 
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Figura 13. Acumulación de biomasa vegetal inducida por aplicaciones de bacterias 

endófitas y nitrato de lantano. A) Emisión de hojas nuevas; b) Emisión de raíces 

nuevas; c) Biomasa seca final. Se presenta el seguimiento durante 15 semanas con 

8 aplicaciones totales. Los tratamientos con el lantánido y las bacterias A. 

xylosoxidans y B. velezensis influyen en el contenido de biomasa final con 

diferencias significativas en la emisión de hojas y raíces. 
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Otro parámetro medido fue la emisión de raíces. Todas las plantas empezaron con 

un promedio de 6 raíces cada una como se muestra en el panel B. El lote control 

durante el seguimiento y en respuesta a las aplicaciones se mantiene sin cambios 

en la emisión de raíces desde la semana 5 hasta la semana 15, experimentando 

una pérdida de 1 raíz en las primeras 5 semanas del ensayo. El lote de plantas Ax 

no tiene cambios negativos en las primeras 5 semanas manteniendo sus 6 raíces, 

aumentando en la emisión de raíces en las siguientes 5 semanas (T10) y sufre un 

decaimiento entre las semanas 10 y 15, terminando con 7 raíces al final del 

experimento.  

La bacteria BV o Bacillus velezensis, tiene un efecto negativo sobre la emisión de 

raíces perdiendo hasta casi 3 raíces en las primeras 10 semanas, tendencia que 

cambia a partir de la semana 10 con la emisión de 2 raíces nuevas, finalizando el 

seguimiento con 5 raíces activas. Las plantas tratadas con la bacteria Micrococcus 

luteus (ML) incrementan en promedio 1 raíz en las primeras 10 semanas de 

aplicaciones y pierde una raíz entre la semana 10 y la 15. Por último, el tratamiento 

con nitrato de lantano se comporta con un efecto de estimulación de hasta 2 raíces 

nuevas de la semana 5 hasta la 15, experimentó un decaimiento en las primeras 5 

semanas, en este tratamiento las plantas terminaron el seguimiento con 8 raíces 

activas.  

El panel C, presenta el comportamiento final de las plantas respecto al peso seco 

total. Los valores en mg de biomasa seca indican que el lote con menor acumulación 

de biomasa corresponde al lote tratado con M. luteus con 0.1355 g seguido del 

control tiene 0.1525 g. Dentro de los lotes con mayor peso seco al final se muestra 
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que el tratamiento con Ax tuvo 0.4338 gramos, B. velezensis con 0.3912 g y el 

La(NO3)3 con 0.3958 gr. 

 

La tabla 7, presenta de manera diferencial las secciones de las plantas con el mayor 

porcentaje de biomasa seca en las semanas 10 y 15 de seguimiento en el 

crecimiento. El lote control en la semana 10, distribuye la acumulación de biomasa 

un 47% en las hojas, un 14% en el pseudotallo y un 39% en la raíz. En la semana 

15 y final del seguimiento se muestra que la mayor acumulación de biomasa seca 

es en la raíz con un 62% del total, seguido del 23% en el pseudotallo. Los 

tratamientos biológicos con BV, Ax y Ml muestran que la biomasa de las plantas se 

acumula principalmente en las hojas con valores del 63% y 62% en la semana 10 y 

15 del lote tratado con M. luteus respectivamente, 53 y74% en el lote tratado con B. 

velezensis en las semanas 10 y 15 y el tratamiento con Achromobacter con 61% y 

54% en las mismas semanas de seguimiento. El porcentaje de biomasa más alto 

acumulado en el pseudotallo se observó en el tratamiento con ML con 31% en la 

semana 15 y el tratamiento que indujo el mayor porcentaje de biomasa seca en la 

raíz se presentó en el lote tratado con BV con un 33% en la semana 10, 

posteriormente este valor decae al 13% en la semana 15. 
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Tabla 7. Porcentaje de biomasa seca por sección de Agave marmorata en la 

semana 10 y 15 bajo tratamientos biológicos y químicos.  

Tratamientos C- AX BV ML La(NO3)3 

 
Semanas cumplidas a la toma de muestra 

10 15 10 15 10 15 10 15 10 15 
Porcentual de biomasa seca totalpor sección de la planta (%) 

Hojas 47 15 61 54 53 74 63 62 41 35 
Pseudotallo 14 23 20 18 14 13 15 31 12 11 

Raíz 39 62 19 28 33 13 22 7 47 54 
 

El tratamiento con lantanido presento la mayor acumulación en la raíz, con un 47% 

y 54% en la semana 10 y 15 respectivamente y con 41% y 35% en las hojas en los 

mismos tiempos de colecta de datos. 

9.3 Discusión 

En esta sección del trabajo se valoró la utilización de bacterias y nitrato de lantano 

como agentes de bioestimulación de las plantas. El uso de microorganismos o 

moléculas químicas orgánicas e inorgánicas promueven el uso eficiente de 

nutrientes, aumentan el estrés y mejorar la calidad de las plantas, 

independientemente de su contenido nutricional. El objetivo fundamental de este 

proyecto es la conservación y restauración de los ambientes agaveros con plantas 

de Agave marmorata. La sobrevivencia de las plantas derivadas de la 

micropropagación es baja debido a que como parte del protocolo de la técnica se 

debe reducir el contenido de microorganismos entre ellos los endófitos. Por lo que 

la adaptación a respuestas de estrés y la protección inducida por bioestimulantes 

biológicos o químicos son una opción para evaluar la tolerancia de plantas de agave 

micropropagadas al cambio de in vitro a ex-vitro.  
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Los valores biométricos en el crecimiento de las plantas evaluado fueron la emisión 

de hojas nuevas y raíces bajo aplicaciones intensivas cada 2 semanas de bacterias 

endófitas y un lantánido en una condición de limitación de nutrientes, promoviendo 

que las bacterias sean utilizadas como fuente de nutrición orgánica y además 

provocar la estimulación. Los datos obtenidos del comportamiento de las plantas 

inoculadas son muy similares, solo varia respecto a la progresión del tiempo.  

La adaptación de la planta al nuevo sustrato comienza con la pérdida de material 

vegetal en las primeras 5 semanas, especialmente la pérdida de dos hojas, esta 

senescencia es inducida por la limitación de nutrientes del sustrato que permite la 

movilización del nitrógeno a partir de la degradación de proteínas fotosintéticas 

proporcionando una enorme fuente de nutrición de los órganos de crecimiento como 

nuevas hojas (Masclaux-Daubresse et al. 2010). En este tiempo se encontró que la 

doble aplicación de la cepa de Achromobacter xylosoxidans disminuyo el efecto de 

perdida de 1 hoja en las plantas, sin embargo, no se observa una estimulación, al 

contrario, la pérdida de hojas continua hasta la semana 10. Se observa una pequeña 

recuperación de 0.5 hojas promedio hasta la semana 15 en la cual finalizo el 

seguimiento (Fig. 13A).  

Por el contrario, la cepa de Achromobacter tiene mayor efecto sobre la estimulación 

de raíces, reflejando un incremento a partir de la semana 10 de tratamiento (Fig. 

13B). Sin embargo, al final del seguimiento este tratamiento biológico acumula 3.3 

veces más biomasa que el control y el tratamiento con Microccocus luteus (ML). El 

comportamiento de distribución de biomasa tal y como se muestra la tabla 7 indica 

que la mayor acumulación de biomasa se distribuye en las hojas de las plantas 
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acumulando el 61% y 54% en las últimos dos colectas del seguimiento, pero este 

es un evento que también se observa en los otros tratamientos biológicos.  

Las plantas en la naturaleza son colonizadas por un grupo enorme de bacterias, 

protozoarios y hongos. Estos microbios contribuyen con la resistencia de las plantas 

en condiciones agresiva, desde el estatus nutricional del suelo, pH, fitopatógenos y 

factores relacionados con el cambio climático (sequía, salinidad, ondas de calor, 

etc.) (Martinez-Rodriguez et al., 2014). La selección de bacterias como 

Achromobacter y debido a su compatibilidad la vuelven prometedora. Los hallazgos 

muestran que la bacteria incrementa el material radicular, pero la mayor cantidad 

de biomasa se reserva en las hojas, aunque no se refleja en el número de hojas 

emitidas, este hecho sugiere que la bacteria rescata a las plantas del estrés 

nutricional y estimula una estructura vegetal que mantiene activa a la planta y de 

acuerdo al análisis de promoción de crecimiento, esta bacteria tiene la capacidad 

de producir ACC deaminasa, una enzima que retrasa la senescencia inducida por 

el etileno y reanudar el crecimiento de las plantas.  

Este fenómeno de rescate ante una condición de estrés también fue observado en 

plántulas de Arabidopsis bajo estrés alcalino en un sistema de agar, donde la cepa 

Achromobacter sp. 5B1 (Vázquez et al., 2024) en las que su aplicación mejora la 

biomasa total de la planta, la biomasa de brotes y la biomasa de raíces no solo a 

pH neutro (7.0), sino también a pH alto (9.0). La cepa de Achromobacter sp. 5B1 

fue aislado de la rizosfera de un árbol de mezquite que crece en el desierto de 

Chihuahua. Otro ejemplo de rescate de plantas bajo condiciones de estrés fue 

observado en plántulas de tomate, donde la cepa Achromobacter xylosoxidans 

BOA4 combinada con un extracto de alga aumentaron un 33% el peso seco de la 
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parte superior de la planta, pero disminuyo el 44% la relación entre la biomasa de 

la raíz y la parte inferior aún bajo estrés salino (Santana et al., 2022), tal y como se 

observa en este trabajo. 

La cepa de Bacillus velezensis utilizada en este trabajo fue aislada de las hojas de 

banana enano gigante Cavendish, la cual muestra un efecto potencial de protección 

contra el agente causal de la Sigatoka negra, Pseudocercospora fijiensis. Esta cepa 

indujo que las plantas de Agave acumularan 2.33 veces más biomasa que el control. 

El comportamiento de esta cepa es totalmente diferente a A. xylosoxidans. B. 

velezensis no disminuye el impacto de senescencia inducido por la adaptación al 

sustrato en las primeras 5 semanas, pero el comportamiento de hojas en las 

siguientes 10 semanas totales muestra un efecto ascendente en el número de hojas 

(Fig. 11A). De manera inversa esta cepa no influye en el número de raíces, se 

observa un decaimiento en el número de raíces totales, hasta después de las 10 

semanas. Respecto a la diferenciación en la acumulación de biomasa, se observa 

nuevamente que el efecto se mantiene sobre el aporte porcentual de las hojas a la 

estructura de la planta acumulando un 53% y un 74% de total en las semanas 10 y 

15 respectivamente. El aporte de la raíz a la biomasa cambia de 33% a 13% en las 

semanas 10 y 15. Respecto al pseudotallo el porcentaje de biomasa es menor que 

el observado en los tratamientos con Achromobacter y Micrococcus.  

Bacillus velezensis es una bacteria que puede ayudar a las plantas a crecer y tolerar 

el estrés (Zhong et al., 2024; Bai et al., 2024; Peñas-Corte et al., 2024). Así también 

se ha observado que esta bacteria promueve el crecimiento de plantas produciendo 

citocininas y auxinas tipo AIA (Cheng et al., 2024; Aunkam et al., 2024; Joly et al., 

2021). La cepa P1VB usada en este trabajo no presenta la síntesis de auxinas tipo 
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AIA pero si de AIB o ácido indol butírico. Algunas cepas de B. velezensis estimulan 

la protección contra condiciones de estrés como la sal, la temperatura y condiciones 

alcalinas (Cheng et al., 2024) y apoyan la absorción de nutrientes (Kenfaoui et al., 

2024). B. velezensis es una cepa endófita prometedora para ser utilizada en la 

adaptación de A. marmorata a condiciones de estrés nutricional a pesar de no ser 

parte del microbioma del agave tepextate. 

Otro resultado sobresaliente observado fue la acumulación de biomasa inducida por 

la aplicación de nitrato de lantano La(NO3)3. El lantánido induce una acumulación 

de 2.66 veces más biomasa seca final que el cultivo control y ligeramente mayor a 

lo observado en el tratamiento con B. velezensis (Fig. 11C). Después de la semana 

5, las plantas tratadas aumentan progresivamente el número de hojas y de raíces, 

este es el único de los tratamientos que muestran crecimiento en paralelo la parte 

aérea y la masa radicular y al terminar el seguimiento presentan las plantas más 

grandes como se observa en la figura 14, aunque la biomasa seca no refleja que 

este tratamiento sea el de mayor tamaño. Esto sugiere que uno de los efectos de la 

aplicación del lantánido es la acumulación de agua en los tejidos celulares dando 

una mayor turgencia en hojas y raíces. Lo cual también es observado en los 

tratamientos con Micrococcus luteus, que resulto ser el tratamiento biológico con 

menos biomasa seca al final del ensayo. Las plantas con el tratamiento con M. 

luteus recuperan rápidamente la pérdida de hojas que ocurre en las primeras 5 

semanas y alcanza el mayor número de hojas de todos los tratamientos entre la 

semana 5-10, pero después decae, hasta presentar el menor contenido de biomasa 

seca. 
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Figura 14. Aspectos macroscópicos de plántulas de A. marmorata tratadas con 

bacterias endófitas y un lantánido. Se observa una correlación negativa entre el 

paso seco y la apariencia de la plántula fresca. Lo observado sugiere acumulación 

inducida de agua por el tratamiento. 

 

La retención de agua (y soluto) determina el turgor de las células, impulsando la 

expansión celular de las plantas y contribuyendo a la forma y función de las plantas, 

incluyendo los movimientos estomatales (Brendel, 2021). La turgencia es una 

variable fisiológica que indica el estado hídrico de la planta. La turgencia es 

fundamental para el crecimiento y la estabilidad de las plantas, ya que ayuda a 

mantener su forma y tamaño. Cuando las células vegetales pierden agua, se 

produce un proceso llamado ósmosis, que hace que el agua se mueva hacia afuera 

de las células. Esto provoca que las células pierdan la presión de turgencia y las 

hojas y flores se marchiten. El contenido absoluto de agua sobre una base de 

biomasa seca tiene un sentido funcional fácilmente perceptible, pero el significado 

fisiológico y el significado ecológico de las diferencias drásticas en el contenido de 

agua de las plantas necesitan ser más estudiados. 

El La(NO3)3 puede afectar al crecimiento de las plantas de varias maneras. Por 

ejemplo, acelera la germinación, aumenta el vigor de las semillas y mejora el 
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contenido de clorofila (Fashui et al., 2000). En los tomates, la suplementación con 

iones de lantano puede ayudar a aliviar la supresión del alargamiento de las raíces 

que se produce bajo estrés lumínico (Iguchi et al., 2023). El lantano puede afectar 

muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas, incluyendo la eficiencia 

de la fotosíntesis, la capacidad de absorción de nutrientes minerales, el crecimiento 

de las raíces y el equilibrio fitohormonal (Liu et al., 2017; Liu & Zhang, 2022; De 

Oliveira et al., 2024). Por otra parte, bajo estrés salino, las semillas de quinua en 

presencia de nitrato de lantano estimulan la germinación y aumentan la germinación 

de las semillas y estimulan el crecimiento aéreo de las plántulas.  Las plantas 

tratadas con nitrato de lantano responden de mejor manera al estrés salino (Pang 

et al., 2019; Jia et al, 2024). Sin embargo, las concentraciones excesivas de lantano 

también pueden ser tóxicas para las plantas, afectando a la división celular, la 

estructura del ADN, la absorción de nutrientes y la fotosíntesis (Sharma et al., 2024). 

 

Recientemente en el grupo de investigación tenemos especial interés en el estudio 

del efecto hormético de los lantánidos sobre las plantas. La hormesis es una 

estimulación a dosis bajas y una inhibición a dosis altas en los organismos. Varios 

factores estresantes (abióticos y bióticos) pueden causar respuestas horméticas en 

las plantas. Las tierras raras o lantánidos se han utilizado durante mucho tiempo en 

la agricultura (es decir, principalmente a través de fertilizantes LREE aplicados por 

aire) debido al hecho de que las dosis bajas de promueven el crecimiento de las 

plantas (Agathokleous et al., 2018). Es reconocido que las bajas dosis en 

fenómenos horméticos causan daños moderados. Defenderse contra dosis bajas 

de estresores no requiere costos de energía significativos (Erofeeva, 2024). Por lo 
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tanto, la activación de defensa moderada elimina el daño y puede aumentar la 

fotosíntesis y la eficiencia de respiración oscura (Fonseca et al., 2021).  

La respiración oscura es un proceso que ocurre en las plantas y otros organismos 

cuando no hay luz, y las plantas convierten el dióxido de carbono en carbohidratos 

o azúcares usando energía química del ATP y NAD(P)H. Es una fase independiente 

de la luz de la fotosíntesis que ocurre en las mitocondrias. La respiración oscura 

produce energía que las plantas usan para mantener y crecer sus órganos. Es un 

factor importante en los presupuestos energéticos de las plantas, consumiendo 

entre el 30 y el 70 % del carbono total fijado. Este efecto debe ser medido en 

nuestros ensayos futuros para explicar cambios drásticos en el contenido de 

biomasa vegetal, la obtención de energía, más allá de la movilización de nitrógeno 

hacia los órganos en crecimiento como ha sido discutido previamente. Cabe 

destacar que sólo algunas dosis de agentes horméticos pueden optimizar el 

metabolismo energético y aumentar la productividad de las plantas, entre ellos los 

lantánidos. Este efecto depende también de la fase de desarrollo de las plantas 

sometidas a estrés. Las mismas vías de señalización del estrés (ABA, señalización 

ROS, etc.) pueden ser la base de cambios en el metabolismo energético. Debemos 

profundizar en esta área de la biología de las plantas. 
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9.5 Preguntas que deben ser respondidas 

1. ¿La estimulación radicular sugiere la adaptación de las plantas a eventos de 

estrés para despues reutilizar la energia bajo respiraciones oscuras 

incidentes en la producción de hojas?  

2. ¿En cuanto tiempo tarda en colonizar Achromobacter la planta, así como 

Micrococcus luteus, Bacillus velezensis podría colonizar la planta de Agave 

aun cuando no es endófita? 

3. ¿El aumento de la turgencia inducida por el lantanido y M. luteus influyen en 

la acumulación de ácido absicico y un mayor tiempo de cerrado de los 

estomas? 

4.  ¿Si la aplicación de bioestimulantes biológicos son considerados agentes de 

estrés o fitopatogenos en las primeras interacciones con la planta? 

5. ¿Podemos considerar la adaptación al estrés un evento que influye en la 

modificación del microbioma para soportar el crecimiento o respuestas de 

sobrevivencia de las plantas?  
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Capítulo 10 
Determinar el efecto de la adición de nitrato 

de lantano y A. xylosoxidans sobre la 
activación del microbioma: UFC’s y 

diversidad. 
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10. Determinación del efecto de la adición de AX, BV, ML y Nitrato de Lantano 

sobre la activación del microbioma: UFC’s y diversidad.  

10.1 Resultados 

10.1.1 Unidades formadoras de colonias inducibles por tratamientos 

químico y biológicos 

En este objetivo del proyecto doctoral se analizaron los cambios en la composición 

del microbioma cultivable en plantas de Agave marmorata después de 8 

inoculaciones durante 15 semanas. Los tratamientos fueron exactamente los 

mismos que se analizaron para valorar el efecto sobre el cambio biométrico de las 

plantas. Los cambios fueron valorados en las hojas, pseudotallo y raíces de las 

plantas cada 5 semanas.  

Hojas. - La figura 15 muestra que al inicio de los ensayos (T0) no se observó la 

presencia de un microbioma cultivable en ninguna de las secciones de las plantas 

(UFC´s=0). En el panel A se muestra el cambio en el número de Unidades 

Formadoras de Colonia (UFCs) en las hojas. Las plantas irrigadas con agua 

mostraron un incremento gradual de UFCs desde un orden de 105 hasta 106 a las 

15 semanas con valores netos de UFCs de 1.09X105, 2.59X106 y 9.46X106 en la 

semana 5, 10 y 15 de tratamientos respectivamente. Las plantas tratadas con el 

nitrato de lantano no mostraron cambios significativos en el número de UFCs en las 

hojas ya que se mantienen en el mismo orden en las primeras 10 semanas, 

incrementándose ligeramente en la semana 15. Los números para este tratamiento 

fueron de 6.61X105, 4.9X105 y 4.66X106 UFCs. Los comportamientos de la 

activación de un microbioma cultivable cuando se aplican biológicos tienen un 
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incremento significativo entre el tiempo 0 y las primeras 5 semanas de 0 UFCs hasta 

un orden de 7log en el tratamiento con M. luteus. B. velezensis se mantuvo en el 

mismo orden durante las 15 semanas de tratamiento (106). En M. luteus hubo 

cambios en el microbioma cultivable que van de 0 hasta 1.24X107 en las 5 semanas 

primeras, disminuyendo a 5.9X105 en la semana 10 de cuantificación y sube hasta 

1.57X108 en la semana 15. 

Pseudotallo. - en el panel B se muestra un comportamiento de variaciones en el 

contenido microbiano. La irrigación con agua pasa de 0 a 6.10X106 UFCs en las 

primeras 5 semanas, siguiendo en orden ascendente hasta la semana 10 

alcanzando hasta 1.53X108 UFCs/g de tejido, después el numero decae a 3.6X105 

en la semana 15. El tratamiento químico nuevamente es el que menor UFCs 

cultivables activa. Durante las primeras 5 semanas sube a 3.20X105 UFCs, 

incrementa ligeramente a 1.75X106 en la semana 10 y decae a 3.90X105 UFCs en 

la semana 15, por lo que al igual que en las hojas es la condición más estable 

respecto a la activación del microbioma.  

Los tratamientos biológicos muestran que B. velezensis y M. luteus incrementan 

hasta 7 ordenes el número de bacterias cultivables con valores oscilantes de 1X107 

a 2.75X106 y 3.7X107 en el tratamiento con Bacillus, mientras que para Micrococcus 

los valores de UFCs fueron de 1.17X107, 4.80X105 y 3.65X107 UFCs en el 

seguimiento de las 15 semanas. Los valores de UFCs inducibles por A. xylosoxidans 

fueron ligeramente menores respecto a las otras bacterias, con una variación de 1 

orden tal y como se observa en el tratamiento químico. Los valores totales de UFC/g 

de tejido fueron 1X106, 1.15X105 y 1.11X106 desde la semana 5 hasta la 15.  
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Raíces. - En este tejido se observó la mayor activación del microbioma cultivable 

tal y como era esperado. El lantánido tiene un incremento de hasta 106 UFCs en las 

primeras semanas de seguimiento y tratamiento y sube hasta 1.80 X107 UFCs en 

la semana 15, al igual que en los otros tejidos analizados sube solo un orden por 

las 8 aplicaciones. Las UFCs por la aplicación de agua es superior al lantano, el 

primer incremento de acuerdo con nuestro estudio es hasta 9.9X106 UFCs en las 5 

semanas, sube a 3X107 en la semana 10 y llega hasta 3.6X108 en la semana 15. 

Micrococcus nuevamente fue el de mayor inducción del microbioma cultivable. Los 

valores en la semana 5 después de 2 aplicaciones fue de 1X107 UFCs/g; en las 

siguientes 2 tomas de muestra hallamos que sube a 1.21 X109 (10 semanas) y 

finaliza en 5.20X108 UFCs. Bacillus, fue el tratamiento que mantiene un orden 

ascendente sin oscilaciones en las 15 semanas. Los valores fueron de 1.81X106, 

hasta 1.01X109 en la semana 15. El número de UFCs inducidas por A. xylosoxidans 

fue mayor en este tejido, pero el comportamiento fue el mismo de inducir un solo 

orden de 107 a 2.25X108 en la semana 10 y reduciendo ligeramente a 4.80X107 en 

la semana 15. Estos resultados confirman la compatibilidad de Achromobacter y con 

el lantano por el NO3 que funciona como un nutriente respecto al crecimiento de las 

plantas y su estabilidad en el microbioma, como se discutirá más adelante. 
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Figura 15. Dinámica de UFC’s en plantas tratadas con lantano y bacterias endófitas. 

La adaptación de las plantas a un sustrato con limitación de nutrientes incrementa 
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el microbioma cultivable en diferentes tejidos. No se observa un efecto significativo 

en las UFC’s en las plantas tratadas versus el control. 

10.1.2 Activación del microbioma 

Respecto a la diversidad microbiana una vez que las plantas son tratadas, las 

diferentes secciones de la planta muestran la presencia de hasta 4 filos bacterianos 

(Fig. 16). En el control irrigado con agua se encontró que en las raíces existe una 

distribución del 50% de Proteobacterias, 25% Firmicutes y 25% de Actinobacterias. 

En el pseudotallo la distribución del componente microbiano cambia al 50%-50% 

Proteobacteria-Firmicutes. La hoja fue dividida en tres segmentos, en la base de la 

hoja que es un sitio con mayor acumulación de humedad registro la presencia de 

Firmicutes en un 50%, Proteobacterias 25% y Actinobacterias 25%. El centro de las 

hojas cuenta con los tres filos, con mayor abundancia de los Firmicutes 63.64%, 

Proteobacterias 27.27% y Actinobacterias con el 9.09%. La punta de la hoja 

presenta una distribución de 60% de Firmicutes y el 40% de Proteobacterias.  

La inoculación de A. xylosoxidans en las raíces las raíces muestran que la mayor 

abundancia pertenece a las Proteobacterias con el 52.17%, seguido de los 

Firmicutes con el 39.13% y 8.70% de Actinobacterias. En el pseudotallo se 

aumentan los Firmicutes con un 64.71%, para el filo de Proteobacterias y 

Actinobacterias se distribuye de manera similar con el 17.65% de ambos filos. En la 

base de la hoja se mantiene la misma relación con Firmicutes como el filo 

mayoritario con el 60% y el el 20% de Proteobacterias y Actinobacterias por igual. 

En el centro de la hoja, los Firmicutes y Proteobacterias tiene una misma cantidad, 
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con el 44.44% y las Actinobacterias baja al 11.11%. La punta de la hoja mantiene la 

misma distribución que el centro de la hoja. 

La aplicación de B. velezensis, provocó que en las raíces una distribución Firmicutes 

con el 38.89%, Proteobacterias el 44.44% y de Actinobacterias hasta el 16.67%. En 

el pseudotallo es el único tejido que muestra hasta 4 filos, donde los Firmicutes y 

Proteobacterias comparten el 40%, así también las Actinobacterias y los 

Bacteroidetes aportan el 10% cada uno a la diversidad microbiana. En la base de 

las hojas la mayor abundancia fue de las Proteobacterias, seguido de los Firmicutes 

y Actinobacterias con el 37.5% y 12.5%. En el centro de la hoja desaparecen 

totalmente las Proteobacterias y la distribución fue del 85.71% de Firmicutes y el 

14.29% para las Actinobacterias. En la punta de la hoja el 100% pertenece a los 

Firmicutes. 

 

Las plantas tratadas con M. luteus, se presentan 3 filos. La raíz contiene Firmicutes 

y Actinobacterias con un 36.36% en ambas y el 27.27% de las bacterias pertenecen 

al filo de las Proteobacterias. En el pseudotallo la mayor abundancia fue de las 

Actinobacterias con el 50%, seguido de Proteobacterias el 40% y Firmicutes el 10%. 

Aunque en la base de las hojas solo se tienen el cultivo de Firmicutes y 

Proteobacterias con el 60% y 40%. En el centro de la hoja la mayor abundancia 

pertenece a los Firmicutes con el 70% y el 30% de Actinobacterias. En la punta de 

las hojas las Proteobacterias son el filo abundante con el 75% y Firmicutes el 25%, 

reduciendo a cero las Actinobacterias.  

Por último, el tratamiento con Nitrato de Lantano, tuvo como característica principal 

la predominancia del filo Actinobacterias en los tejidos. La raíz presento un 53.57% 
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de Actinobacterias y 46.43% de Firmicutes, pero para el pseudotallo se invierten los 

números y la predominancia fue del 53.33% para los Firmicutes y el 46.67% para 

las Actinobacterias. La base de la hoja presenta que el el 64.29% de las bacterias 

aisladas pertenece a las Actinobacterias, sumado al el 35.71% de los Firmicutes. El 

centro y la punta de la hoja tienen la presencia de los tres filos característicos de 

Firmicutes, Proteobacterias y Actinobacterias, con valores de 37.5%, 12.5% y el 

50%, para la punta el 50%, 8.33% y 41.67%, respectivamente.  



 175 

 

Figura 16. Filogenia del microbioma activado en cada una de las secciones de la 

planta de agave marmorata: raíz, pseudotallo y las hojas se seccionaron en 3: base, 

centro y punta, además se analizó la arena donde estaba establecida la planta en 

el microcosmos. Este estudio representa el total de las 15 semanas por tratamiento: 
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Agua (C-), Achromobacter xylosoxidans (AX), Bacillus velezenzis (BV), Micrococcus 

luteus (ML) y 10 ppm de La(NO3)3, finalizando con 8 inoculaciones de cada uno.  

 

10.2 Discusión 

10.2.1 Activación de un microbioma cultivable en plantas por 

aplicaciones de químicos y biológicos. 

La asociación entre plantas y microorganismos tiene más de 400 millones de años. 

Los microorganismos aparecieron antes que las plantas y colonizaron una gran 

parte de los ecosistemas del planeta, por lo que las plantas formaron asociaciones 

simbióticas y comensales. Los microbiomas adquiridos por las plantas protegen a 

las plantas y pueden ser cambiados transitoriamente por situaciones de estrés 

abióticos y bióticas. Después de algunas semanas post-aplicación del estrés los 

cambios en el microbioma no son evidentes y conllevan a una estabilización del 

microbioma o un aumento de la diversidad microbiana y su uniformidad.  

Las plantas bajo condiciones de estrés pueden adquirir un microbioma y modificar 

su composición, sin embargo, bajo estas condiciones se experimenta primero un 

efecto de disbiosis, es decir la perdida en número y diversidad de microorganismos. 

Tal y como se explicó en Beltran-Garcia et al., 2024, las plantas para defenderse 

después de la perdida de sus microbios activan un mecanismo de atracción del 

suelo o la rizosfera hacia sus compartimentos, seleccionando aquellos 

microorganismos útiles. Este comportamiento se acuñado como “Cry for help” (Rolfe 

et al., 2019). Sin embargo, en este trabajo las plantas de A. marmorata no 

experimentan un fenómeno de atracción, si no más bien ocurre una activación del 
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microbioma, ya que las plantas transferidas de medio Murashige & Skoog 

inicialmente carecen de un microbioma cultivable. La transferencia a un medio de 

arena de desierto estéril sin nutrición (estrés por nutrientes) después de 5 semanas 

experimenta un incremento de hasta 7 unidades logarítmicas en sus tejidos, 

corroborando un fenómeno de estrés por deficiencia nutricional base. De acuerdo 

con los resultados presentados en la figura X, tanto la aplicación de biológicos como 

de lantano también alteran el microbioma cultivable, sin embargo, el número de 

UFC´s entre los tratamientos no muestran diferencias significativas, por lo que la 

principal condición de estrés que activa al microbioma es la deficiencia de nutrición. 

El efecto más claro sobre el comportamiento del microbioma de la planta por la 

limitación nutricional se observa en todas las secciones de la planta en la semana 

10, especialmente en el pseudotallo donde el control está aparentemente 1.5 

ordenes de magnitud logarítmica por encima del tratamiento con Bacillus y el 

Lantano. El tratamiento con M. luteus se encuentra 2 ordenes abajo y 

Achromobacter 2 ordenes logarítmicos.  

El tratamiento lantano esta por abajo del control en las hojas y las raíces 1 orden en 

el contenido de UFCs. En todas las secciones de las plantas el microbioma es 

oscilante. Se ha establecido que, bajo condiciones de limitación de nutrientes, 

cambios en el metabolismo de las plantas conllevan a cambios en el tipo y 

composición de exudados de las raíces afectando las comunidades microbianas 

asociadas a las raíces (Singh et al., 2022; Enagbonma et al., 2023). Como se 

observa en la figura XC en las raíces todos los tratamientos tienden a aumentar el 

contenido microbianos, pero la aplicación de nitrato de lantano es la que menos 

UFCs presentan y los cambios entre tiempos de muestreo no son significativos, ya 
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que como mencionamos anteriormente el cambio es de 1 orden logarítmico 

aproximadamente. Esto se debe quizás a que la planta este utilizando el NO3 como 

fuente de nutriente y el estrés nutricional sea reducido, influyendo que la planta no 

active un suficiente número de bacterias disuadiendo a las plantas a la necesidad 

de activar microbios útiles, por ejemplo, fijadores de nitrógeno (Beltran-Garcia et al., 

2021; Singh et al., 2022; Dixon et al., 2022).  

Por otra parte, en condiciones inoculantes microbianos son capaces de restaurar la 

disbiosis por compensación o reducción de los cambios microbiomas inducidos por 

patógenos (Berg et al., 2021). En este trabajo discretamente se observa este 

fenómeno. La aplicación de B. velezensis y A. xylosoxidans, M. luteus en hojas y 

raíces son ligeramente mayores que el control, sin embargo, no es significativo ya 

que el número de UFCs están en el mismo rango que el control.  Es intrigante el 

significado de las oscilaciones en el número de bacterias en los tejidos. En un 

estudio previo Beltran-Garcia et al., 2014 usando al agave azul como modelo mostró 

que las condiciones de limitación de nutrientes obligan a las plantas a consumir 

bacterias y que el nitrógeno microbiano es incorporado a la estructura vegetal, 

soportando un crecimiento sostenido de la planta. Por otro lado, la hipótesis de las 

rizofagía, formulada por primera vez por Paungfoo-Lohienne et al. (2013), postula 

que los nutrientes importantes de las plantas pueden adquirirse en las raíces 

mediante un proceso por el cual las bacterias endófitas cierran su ciclo entre el suelo 

y las raíces. La atracción de los nutrientes del suelo ocurre a través de la 

degradación de los microbios dentro de las células de la raíz mediada por un 

incremento de las especies de oxígeno reactivas (White et al., 2018; White et al., 

2019). En 2022, Zhang et al., hallaron que la adición de una cepa endófita de 
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Pseudomonas estimulaba el crecimiento de las raíces de Agave palmeri y que su 

contribución se debía a que era consumida en las raíces, además de actuar como 

un bioestimulante. Como hemos mencionado los bioestimulantes se refieren a un 

grupo de diversas sustancias y microorganismos que estimulan la vida o que 

promueven respuestas favorables de las plantas. Estimulan los procesos naturales 

para mejorar/beneficiar la absorción de nutrientes, la eficiencia de los nutrientes, la 

tolerancia al estrés abiótico y la calidad del cultivo y muchos de ellos. Hay una ligera 

correlación entre los cambios de UFCs y la acumulación de biomasa vegetal final, 

especialmente en los tratamientos con B. velezensis y A. xylosoxidans, sin embargo, 

se requieren mas estudios para precisar los cambios inducidos y el comportamiento 

de crecimiento de la planta.  

Respecto a la distribución filogenética, el tratamiento con agua o control presenta la 

activación de Actinobacterias unicamente en la raíz, la base y centro de la hoja y en 

el pseudotallo, solo son firmicutes y proteobacterias, con mucha similitud entre ellas, 

en la forma proporcional. La mayor presencia de bacterias se encuentra en el filo de 

los Firmicutes, con mayor predominancia de B. subtilis ssp spizizeni. Sin embargo, 

todos los tratamientos, activan el filo de las Actinobacterias en las raíces y el centro 

de las hojas. Pero existe una notoria ausencia de este filo en la punta de la hoja. 

 La aplicación de B. velezenzis en la punta de la hoja es la única bacteria que 

presenta el 100% de cultivo de Firmicutes, donde solo se aislaron B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum y B. subtilis ssp spizizeni. En el pseudotallo es el 

unico tratamiento que presenta un cuarto filo, los Bacteroidetes, que tiene aislados 

pertenecientes a Elizabethingia miriola. Por otra parte, M. luteus en los tejidos de la 

base de la hoja y el centro se observa un cambio brusco de distribución filogenética, 
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modificando el contenido de Proteobacterias por la activación de Actinobacterias y 

los Firmicutes. Cada uno de los filos se encuentra representado de forma equitativa 

entre los tejidos de la planta con este tratamiento.  

La aplicación de nitrato de lantano, es el único tratamiento que logro activar el filo 

de Actinobacterias en todos los tejidos de la planta. Así mismo, en las partes del 

centro y punta de la hoja se presentan proteobacterias en un bajo número 

comparado con los otros tratamientos en este tejido. La activación del microbioma 

dominante indica mayoría de Actinobacterias. Diversos estudios sugieren que las 

actinobacterias son altamente resistentes a la sequía y a condiciones de nutrientes 

pobres. Además, tienen la función de promover el crecimiento de las plantas gracias 

a su buena adaptabilidad a las superficies de las raíces de las plantas y su 

capacidad para contrarrestar muchos patógenos vegetales (Prathyusha te al, 2018). 

Se ha reportado que las tierras raras afectan a la estructura comunitaria de bacterias 

en la rizosfera y la filosfera del arroz, promoviendo cambios de la distribución de las 

bacterias en la rizosfera, raíz, filosfera y hoja del arroz (Zhang et al, 2022).  

Las tablas X y Y, muestran los generos y especies cultivados en este estudio 

después de la activación por la aplicación de lanatano y bacterias endófitas. 
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Tabla 8. Bacterias cultivadas activadas por tratamiento C-, AX, BV, ML y La(NO3)3 a partir de los tejidos de raíz, pseudotallo, 

base, centro y punta de las hojas de A. marmorata, a 15 semanas de inoculaciones.  

 Tratamientos y secciónes de la plantas de A. marmorata  
 C- AX BV ML La(NO3)3 

Género y especie R P B C P R P B C P R P B C P R P B C P R P B C P 
A. xylosoxidans   X X X X       X   X X X  X      

A. ursingii             X             
A. jandaei           X               

A. radiobacter           X               
B. amyloliquefaciens           X         X      

B.amyloliquefaciens ssp. 
amyloliquefaciens    X                      

B.amyloliquefaciens ssp. 
plantarum  X  X X   X X    X X X    X  X X X X X 

B. cereus      X X                   
B. mojavensis     X           X     X     

B. pumilus      X X                   
B. subtilis              X     X       

B. subtilis ssp. subtilis              X            
B. subtilis ssp. spizizenii X X X X X X X X X  X X X  X X X X X  X X X X X 

C. cellulans    X       X          X X X X X 
C. pakistanensis   X   X X X X                 

C. aquatica            X X             
C. terrigena            X              
E.miricola            X              

E. asburiae      X X  X                 
E. bugadensis       X                   

K. oxytoca            X              
L.fuchuensis   X                       
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M. rhodesianum                         X 
M. arborescens                       X   
M. liquefaciens X                         
M. maritypicum   X                       

M.oxydans                 X  X  X X X X X 
M. paraoxydans           X X X   X X  X  X X X   

M. testaceum                     X     
M. osloensis                        X  
O.anthropi      X X X                  
O. anthropi      X                    

P. barcinonensis                     X    X 
P. silvae                          

P. monteillii            X X             
P. stutzeri      X          X          

R. radiobacter X X X X X                     
S. maltophilia      X                    

R: Raíz, P: Pseudotallo, B: Base de la hoja, C: Centro de la hoja, P: Punta de la hoja y A: Arena, X: Presencia de la bacteria 

en cada una de las secciones de la planta por tratamiento. C-: Control de agua, AX: Achromobacter xylosoxidans, BV: 

Bacillus velezenzis, ML: Micrococcus luteus y La(NO3)3 a 10 ppm. 
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Tabla 9. Bacterias cultivadas en el sustrato de arena de desierto de los 

microcosmos de A. marmorata por cada uno de los tratamientos: C-, AX, BV, ML y 

La(NO3)3 durante 15 semenas.  

 Tratamientos 
Género y especie C- AX BV ML La(NO3)3 

A.xylosoxidans X X X X  
B. 

amyloliquefaciens 
ssp. plantarum 

  X X X 

B. subtilis  X    
B. subtilis ssp. 

spizizenii X X X X X 

C.cellulans     X 
E. asburiae  X    
M. oxydans     X 

M. paraoxydans    X X 
P. barcinonensis     X 

P. silvae     X 
R. radiobacter X     

C-: Control de agua, AX: Achromobacter xylosoxidans, BV: Bacillus velezenzis, ML: 

Micrococcus luteus y La(NO3)3 a 10 ppm. 
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11. Conclusiones 
Las líneas clonales seleccionadas presentaron una respuesta de brotación 

diferenciada respecto a las concentraciones de la citocinina 6-bencilaminopurina 

(BAP). La línea AM32 fue la que presento la mayor inducción de brotes.  

La proliferación vegetal de las líneas clonales inducida por el BAP da la posibilidad 

de producir grandes cantidades de plantas para fines de experimentación y 

producción semi-comercial o ecológica. 

El análisis fitoquímico no muestra diferencias significativas entre las líneas, pero 

algunos flavonoides y saponinas podrían ser utilizados como marcadores de 

crecimiento y estrés. Se observó la acumulación de antocianinas, moléculas 

relacionadas con la protección contra el estrés abiótico.  La manipulación con BAP 

induce la acumulación de estos metabolitos secundarios en el tejido vegetal, que 

podrían ser utilizados en un futuro como bioestimulantes propios de las plantas.  

Achromobacter xylosoxidans una bacteria endófita y compatible con el A. 

marmorata no tiene efecto antifúngico, pero funciona como un bioestimulante, por 

lo que podría estar sujeta a desarrollar un bioinsumo para este tipo de plantas, al 

demostrar su efecto de protección contra estrés nutricional y por la estimulación de 

un microbioma endófito cultivable. 

Las plantas muestran una mayor estimulación con los tratamientos en el siguiente 

orden A. xylosoxidans> B. velezenzis >Nitrato. La acumulación de biomasa inducida 

es diferenciada, las bacterias estimulan hojas y el lantánido las raíces. Por lo que 

es posible desarrollar una formula que combine ambos tratamientos. 

En este ensayo se demostró la activación del microbioma endófito y no la atracción 

de bacterias benéficas como es el caso del cry for help.  Se debe profundizar en el 
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papel de las bacterias activadas. En la biología de la planta este hallazgo es 

importante ya que los suelos donde se desarrolla naturalmente A. marmorata son 

pobres de materia orgánica y con alta salinidad.  

No podemos distinguir si las oscilaciones del microbioma inducido responden a un 

estado de enfermedad o para la obtención de nutrientes. Hay correlaciones entre el 

incremento en los órdenes de las UFC’s y la perdida de hojas. Contrario a esto, 

también observamos que la pérdida del microbioma influye en la aparición de tejidos 

por lo que podemos también proponer que el incremento de bacterias se puede 

deber a la necesidad de un consumo de las plantas para obtener nutrientes. 

Especialmente bajo condiciones de limitación de nitrógeno, como se ha mostrado 

en otros ensayos del grupo de investigación. Se requiere de más estudios para 

elucidar este proceso simbiótico de obtención de nitrógeno. 

Se observa la activación de componentes microbianos relacionados con los filos 

microbianos de Actinobacterias, Firmicutes y Proteobacterias.  

El Nitrato de lantano activa el microbioma de las plantas con gran abundancia las 

Actinobacterias, que pueden aportar tolerancia a la sequía y escases nutricional.  

Bacillus subtilis ssp. spizizenii es la bacteria que mayor predominancia tuvo en todos 

los tratamientos: C-, AX, BV, ML y La(NO3)3.  Encontrándose en los tejidos del 

pseudotallo y raíces.  
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