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Resumen

En los ultimos afios se ha buscado tener un agricultura donde haya un menor uso de
agroquimicos y se tengan diferentes opciones para la fertilizacion y la proteccion a la planta
contra estrés bidtico y abiodtico, donde haya una mejor produccion y mejor rendimiento de
las plantas con interés comercial, sin poner en riesgo la fertilidad del suelo de las
plantaciones. El uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal ha sido una de las
opciones que muchos cientificos han recurrido e investigado por su ayuda a la asimilacion
de nutrientes y mejorar los cultivos, también se ha buscado usar lantdnidos como promotores
de crecimiento, donde se ha demostrado que tiene un efecto en raices, asi como mejora en

los rendimientos.

En esta investigacion se busco el efecto de cloruro y nitrato de lantano, asi como de bacterias
endofitas, una comercial y una de suelo para ver el efecto de promocion de crecimiento en
plantas de banano, en la morfologia de la planta asi como en la morfologia de la raiz. Durante
el desarrollo de la investigacion se observo la activacion del microbioma endoéfito de la planta
de banano, al hacer el andlisis de la activacion se puede entender la funcionalidad y el como
las bacterias activadas ayudan a la planta a sobrellevar el estrés bidtico como abidtico al que
pueda estar sometida, lo que puede ser una estrategia para permitir a la planta sobrellevar el
efecto del cambio climatico y ataque de patdogenos, dado que estos microorganismos
activados pueden producir moléculas antibacterianas y antifingicas haciendo que se inhiban
las bacterias y hongos causantes de enfermedades en plantas de interés comercial.

En la tesis desarrollada se llevaron a cabo acercamientos de microbiologia, bioquimica

microbiana y espectrometria de masas MALDI-TOF.
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Abstract

In recent years, it has been sought to have an agriculture where there is less use of
agrochemicals and there are different options for fertilization and protection of the plant
against biotic and abiotic stress, where there is better production and better yield of plants
with interest commercial, without putting at risk the fertility of the soil of the plantations.
The use of plant growth promoting bacteria has been one of the options that many scientists
have resorted to and investigated for their help in the assimilation of nutrients and improve
crops, it has also been sought to use lanthanides as growth promoters, where it has been

shown that It has an effect on roots, as well as improving yields.

In this investigation, the effect of lanthanum chloride and nitrate, as well as endophytic
bacteria, one commercial and one soil bacteria, was sought to see the effect of promoting
growth in banana plants, in the morphology of the plant as well as in the morphology from
the root. During the development of the research, the activation of the endophytic
microbiome of the banana plant was demonstrated. By analyzing the activation, it is possible
to understand the functionality and how the activated bacteria help the plant to cope with
biotic and abiotic stress. be subjected, which may be a strategy to allow the plant to cope with
the effect of climate change and attack by pathogens, since these activated microorganisms
can produce antibacterial and antifungal molecules, inhibiting the bacteria and fungi that
cause diseases in plants. commercial interest.

In the developed thesis, microbiology, microbial biochemistry and MALDI-TOF mass

spectrometry approaches were carried out.
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Capitulo 1

Introduccion
Justificacion
Hipotesis
Objetivo general

Objetivo especificos
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1.1 Introduccion

En la actualidad, la agricultura es una de las actividades del hombre que mas contamina el
medio ambiente, principalmente por el uso de fertilizantes nitrogenados y pesticidas
quimicos. Este tipo de practicas ha causado la pérdida de diversidad microbiana en los suelos,
lo cual influye en la fertilidad de los mismos, la contaminacion del agua subterranea por
nitrégeno, asi como un impacto en el calentamiento global y el cambio climatico (Beltran-
Garcia et al., 2021; Grageda, et al., 2012). Por otra parte, con el incremento que se prevé de
la poblacion en los proximos afios de hasta 2.5 billones de personas en 2050, la agricultura
también debe de incrementar su produccion. Esto representa un gran reto debido a que cada
vez hay menos tierras cultivables y fértiles debido a la sobreexplotacion a través de los afios
del suelo, por lo que se tiene que encontrar una estrategia en la que los cultivos tengan mayor
produccion, bajo un esquema de fertilizantes caros y que las plantas sean eficientes en la

toma de nutrientes y el agua. (FAO, 2009)

Por otro lado, el cambio climatico ha traido consecuencias como el aumento de temperatura,
cambios en el patron de lluvias, disminucion de la calidad de los cultivos y un cambio en la
dinamica de las asociaciones que hay entre las plantas y microorganismos (Abba, 2022). Este
tipo de cambios afectan la agricultura negativamente en la diversidad y funcionalidad de las
comunidades microbianas, ya que estdn compuestas por microorganismos que tienen
diferentes tolerancias térmicas y tasas de crecimiento, con modificaciones en las estructuras
microbianas por ejemplo, se ha observado un aumento en la proporcidon de hongos a bacterias.
(DeAngelis, et al., 2015)

Otros efectos que se observan ligados al cambio climatico es el aumento de las plagas de
insectos, hongos y bacterias,. Estos factores hacen que los cultivos sean vulnerables
(DeAngelis, et al., 2015). Las modificaciones en el patrén de lluvias provocan que las
plantaciones sufran de sequias o de inundaciones que causan estrés hidrico en las plantas,

haciendo que haya una menor produccion (Dubey, et al, 2019).
Se ha determinado que el uso excesivo y prolongado de los fertilizantes nitrogenados

modificé el valor del pH del suelo, asi como la disponibilidad de nutrientes y la humedad

(Beltran-Garcia et al., 2021). Hemos observado una alteracion en la diversidad y la
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composicion funcional del microbioma de los suelos, por lo que se tiene que aplicar con
mayor frecuencia los fertilizantes quimicos y en consecuencia los cultivos se vuelven
dependientes (Bargett, et al., 2014; Beltran-Garcia, et al., 2021). Los cambios en la estructura
de la comunidad microbiana del suelo también tienen un impacto en los procesos evolutivos,
incluidos los patrones de seleccion natural en los rasgos de las plantas y las respuestas de las
plantas al cambio ambiental (Bebber, et al., 2022). Estudios metagendmicos muestran que
hay diferencias de la diversidad de microorganismos funcionales entre suelos con
fertilizantes nitrogenados (NPK) y un suelo fertilizado orgédnicamente de hasta un 2.8%

(Bebber, et al., 2022).

La comunidad cientifica esta en la busqueda de una agricultura méas amigable con el medio
ambiente, donde se aplique una fertilizacion organica con microorganismos promotores del
crecimiento vegetal, asi como la fertilizacion quimica regulada, haciendo que la planta tenga
una mejor absorcion de nutrientes dado que los microorganismos ayuden para que sea mas
asimilable para la planta. Estos microorganismos utilizados en la agricultura sostenible son
conocidos como bacterias promotoras del crecimiento vegetal (Hafeez, et al., 2006; Jiménez,
et al., 2022; Yankey, et al., 2022 ). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
establecen relaciones favorables con las plantas que estimulan su crecimiento mediante
mecanismos directos e indirectos. Entre estos, la fijacion de nitrogeno atmosferico, la sintesis
de acidos organicos, modulacién y sintesis de fitohormonas y la actividad de la ACC
deaminasa. Algunos mecanismos indirectos incluyen la inhibicion de patdgenos, antibiosis
por metabolitos secundarios, compuestos organicos volatiles y enzimas liticas (Jiménez, et

al., 2022).

En la actualidad, se sabe que las bacterias promotoras del crecimiento de plantas no solo son
aquellas encontradas en la rizosfera, también se consideran a los microorganismos endéfitos
como parte de un microbioma funcional. Las bacterias endéfitas, son microorganismos
encontrados en diferentes tejidos de las plantas, en la region intercelular de estas y algunas
veces se encuentran como endosimbiontes, su colonizacion provee grandes beneficios, las
cuales ayudan a la nutricion de la planta, promueven el crecimiento y son fuente de nuevas

moléculas, ayudan a la defensa de la planta contra patdgenos, la diversidad y estructura del
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microbioma endéfito puede definir la salud de la planta. (Pious, et al., 2009, Beltran-Garcia,

etal., 2021, Goswami, et al., 2016).

Por otra parte, la comunidad cientifica en China en los ultimos 50 afios ha estado
experimentando con un tipo de fertilizacion quimica que utiliza tierras raras o lantanidos. Las
tierras raras son elementos quimicos con diferentes propiedades magnéticas, eléctricas y
Opticas, se han utilizado mucho en la industria electrénica y de alta tecnologia (Kotelnikova,
et al., 2020). En la agricultura, se ha usado principalmente Lantano (La) y Cerio (Ce) . Estos
elementos se han utilizado durante los ultimos afios en la agriculturay se ha demostrado que
dependiendo del compuesto quimico aplicado serd el efecto que tendra en el crecimiento de
las plantas (Redling, 2006).

Existe poca informacion sobre los mecanismos por los cuales estas moléculas favorecen los
cultivos. Algunos reportes muestran que en los cultivos de maiz con una aplicacion de lantano
y cerio en partes por millon, tuvieron un efecto en el crecimiento de raiz y un aumento en la
productividad de los cultivos. Otro ejemplo es la soya roja, donde la aplicacion de lantano
ayudo a la deficiencia de fosforo, mejor6 la fotosintesis y disminuyo el estrés oxidativo

(Zhengyi, et al., 2004; Lian, et al., 2019).

En un trabajo previo perteneciente a la tesis de licenciatura, titulado “Diversidad del
bacterioma cultivable del suelo de una plantacion bananera: identificacioén y seleccién con
fines del desarrollo de un bioinoculante” (Olmos-Arriaga, 2020), analizamos la diversidad
del bacterioma cultivable de un suelo de una plantacion bananera, para poder marcar las
diferencias de suelos perturbados y otra con baja aplicacion de fertilizantes y pesticidas,
como resultado encontramos diferencias en la diversidad del microbioma de los suelos y
como esto influye en la salud de las plantaciones asi como en la productividad. De ahi se
aislaron algunas bacterias que son prometedoras como bioestimulantes y en la bioproteccion.
Sin embargo en el andlisis de la literatura, se hallé que existe un concepto actual que busca
explicar como los microorganismos del suelo apoyan a las plantas cuando las plantas estan
sometidas a estrés bidtico y abidtico, este fendmeno conocido como “cry for help” o pidiendo
ayuda ocurre debido a la exudacion de diferentes metabolitos a través de las raices,

dependiendo del tipo de estrés a la que este expuesta, se hace el “llamado de auxilio” a los

15



microorganismos de la rizosfera, comenzando asi un reclutamiento que las ayuda a sobrevivir
o minimizar ¢l dafio causado (Rizaludin, et al., 2021).

Esto nos lleva a pensar en que estas mismas bacterias que fueron llamadas por la planta para
ayudarla a sobrellevar el estrés, pueden ser internalizadas hacia la planta y por lo tanto,
favorecer con lo que nosotros llamamos la activacion del microbioma. A diferencia de
nuestra propuesta, el cry for help, se basa en el reclutamiento de los microorganismos de la
rizosfera, mientras que la activacion del microbioma es la respuesta general o particular de
los microrganismos que ya se encuentran dentro de la planta, ambas situaciones pasan cuando
la planta estd bajo un tipo estrés o incluso cuando aplicamos fertilizantes o agentes de control

biolégico (Beltran-Garcia, comunicacion personal).

Durante muchos afos en el laboratorio se ha investigado el efecto que tienen los
microorganismos endofitos promotores del crecimiento vegetal en el crecimiento aéreo
(ancho de tallo, alto de tallo y nimero de hojas) y de las raices de las plantas. En esta
investigacion se analizo el efecto en el crecimiento de la planta y en el crecimiento de las
raices, en respuesta a la aplicacion de bacterias endofitas (Bacillus velezensis, Enterobacter
cloacae), bacterias del suelo (Bacillus oceanisediminis) y una cepa comercial, asi como de
las tierras raras (cloruro de lantano y nitrato de lantano) en las plantas de banana. Al valorar
la colonizacion de las bacterias endéfitas mediante un proceso de extraccion de endofitos en
diferentes tejidos, observamos que se aumento la cantidad de bacterias, pero también hubo
una diferencia en la diversidad del microbioma endofito. Por lo que también se analiz6 la
respuesta de la planta a la aplicacion de los lantanidos y se observo el mismo fendmeno. A
partir de ahi, la investigacion se enfocé en analizar exclusivamente la diversidad y
funcionalidad de los microorganismos cultivables que son activados en respuesta a la
aplicacion de los inoculantes bioldgicos y quimicos y poder relacionar esto con los efectos

en la morfologia de la planta en diferentes tejidos conforme el paso de las semanas.
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1.2 Justificacion

La agricultura es una de las principales causas antropogénicas del cambio climatico, esto es
dado el uso excesivo y sin rigor técnico de los agroquimicos como lo son fertilizantes,
pesticidas e insecticidas, causando la contaminacion de los suelos, agua y aire. Por otra parte,
la agricultura es una de las actividades mayormente afectada por el cambio climéatico. La
emision de gases de efecto invernadero (CO2, CH4 y N2O) en especial el CHs y N2O se emiten
principalmente por las practicas agricolas. De manera particular, la agricultura contribuye
con el 12% de los gases de efecto invernadero de origen antropogénico, por lo que los buenos
manejos y las buenas practicas en esta actividad ayudaran a limitar el calentamiento global
(FAOSTAT, 2017).

Por otra parte, producto del cambio climatico, el incremento de la temperatura ha afectado a
los cultivos en su desarrollo, y predisponen a las plantas al ataque por plagas, afecta el
potencial fotosintético, la acumulacién de biomasa y la produccion de los frutos. Debido al
cambio climatico, muchas zonas productoras del mundo experimentan sequia y alta salinidad
en los suelos, haciendo que los suelos sean menos eficientes para soportar cultivos con
buenos rendimientos para la demanda de los alimentos de la sociedad actual (Beltran-Garcia,
et al., 2021). Sabemos que bajo distintos acercamientos las bacterias endoéfitas y las tierras
raras apoyan el crecimiento de las plantas. En los ultimos afios en el laboratorio hemos
estudiado a las bacterias endofitas de diversos cultivos y se ha demostrado que ayudan en la
asimilacion y transformacién de los nutrientes y hacen que las plantas soporten de mejor
manera ambos tipos de estrés: el bidtico (afectaciones por patdgenos), como el abiotico (falta
de nutrientes, sequia y salinidad). Mientras que las tierras raras han sido investigadas en
plantaciones como la del maiz y se ha demostrado que su uso mejora el rendimiento y
produccion de las plantaciones. Pensamos que la utilizacion de estos componentes bioldgicos
y quimicos podran mejorar los cultivos influyendo en el uso de insumos, especialmente la
disminucion de la fertilizacion nitrogenada, al impactar en su asimilacion, sin embargo
tambien creemos que son potencialmente protectores de las plantas ante el estrés causado por
el cambio climdtico, sin embargo desconocemos como la aplicacion individual de las
bacterias o en una mezcla, asi como la aplicacion de lantanidos influyen en el crecimiento de

las plantas, en especial en el modelo de banana.
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El desarrollo del presente trabajo basa su razon de ser en comprender como estos elementos
quimicos y biologicos afectan el crecimiento de las plantas. Sin embargo pensamos que tanto
las bacterias como las tierras raras pueden estimular la activacion del microbioma endéfito
en las plantas de banano. Pensamos que al hacer un anélisis del microbioma cultivable post-
aplicacidon, podremos tener un acercamiento del como y el por qué se activan los
microorganismos en las plantas segiin su necesidad de nutrientes o estrés a la que fuese
sometida. Al entender la diversidad de microorganismos activados y su funcionalidad
podremos entender de como las bacterias o tierras raras apoyan que las plantas soporten algun
tipo de tension a la que pueda estar sometida y esto pueda ser una estrategia que permita la
tolerancia de las plantas al efecto del cambio climatico y a la disminucion de los insumos que

inducen el cambio climatico.
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1.3 Hipaotesis

La aplicacion de bacterias endofitas, del suelo y las sales de cloruro y nitrato de lantano

soportan el desarrollo de las plantas en suelos limitados de nutrientes basados en la activacion

de un microbioma funcional endo6fito.

1.4 Objetivo general

Evaluar el efecto sobre el crecimiento de plantas de banano, asi como en la activacion del

microbioma endofito por la aplicacion periddica de tierras raras, bacterias endofitas y del

suelo.

1.5 Objetivos especificos

Determinar la cantidad de UFC de bacterias endofitas (C2 - Enterobacter cloacae,
Plvb — Bacillus velezensis), comercial (FIN) y del suelo (109.1 — Bacillus
oceanisediminis) que seran aplicadas a las plantas de banana y la cinética de

crecimiento previamente seleccionadas en plantas de banana.

Evaluar el efecto en el crecimiento (alto y ancho) del tallo y emergencia de hojas de
las plantas de banana por la aplicacion las bacterias, C2 - Enterobacter cloacae, P1vb
— Bacillus velezensis, FIN, 109.1 — Bacillus oceanisediminis, y los lantdnidos a una

concentracion de 8 uM

Evaluar la colonizacion de las bacterias aplicadas al extraerlas de los tejidos internos

después de 5, 10, 15 y 20 semanas de aplicacion.

Identificar la correspondencia de aislamientos de acuerdo a los tratamientos
biologicos y quimicos por espectrometria de masas MALDI-TOF y el uso del

software de identificacion Biotyper de Bruker.

Determinar la diversidad funcional de las bacterias endoéfitas y del suelo recuperadas
mediante el uso de pruebas agronémicas como: la solubilizacion de fosfatos, fijacion

de nitrégeno, produccion de proteasas, ACC deaminasa y produccion de auxinas.

19



Capitulo 2

Antecedentes



2.1 Antecedentes

Banana: importancia en la seguridad alimentaria

La agricultura es una actividad de suma importancia para mantener la alimentacion de la
poblacion mundial. El banano es el cuarto cultivo de mayor importancia en el mundo después
del maiz, arroz y trigo. La banana es un cultivo rico en carbohidratos, vitaminas, potasio y
magnesio. La superficie de cosecha alcanza hasta los 5.1 millones de hectdreas y una
produccion aproximada de 116 millones de toneladas anualmente. Los principales
continentes productores de este fruto son Asia con una aportacion de 63 millones de
toneladas, América con 29 millones de toneladas y Africa con 21 millones de toneladas.
(FAOSTAT, 2018). En la tabla 1 se presentan los principales paises que producen banana en
el mundo. Esta tabla es diferente cuando se presenta a los principales exportadores de la fruta,

donde Ecuador es considerado el principal pais exportador.

Tabla 1. Porcentaje de produccion por pais de banano a nivel mundial en el afio 2018 basado

en 88°304,335 toneladas (FAO, 2018)

Pais Porcentaje de produccion (%)
India 26.1
China 10.2
Indonesia 6.2
Brasil 5.8
Ecuador 5.6
Filipinas 5.1
Guatemala 3.7
Angola 34
Tanzania 2.9
Colombia 2.4
Costa Rica 2
México 1.9
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En México, la banana ocupa el primer lugar en la produccion de frutas tropicales, debido a
que es un alimento basico en la dieta de los mexicanos por su sabor, nutricion, la sensacion
de saciedad; ademas de la disponibilidad en todo el afio. El consumo per capita promedio de
este fruto es de 14.4 kg al afio. La produccion de este fruto aumentd un 2.9% en el 2020,

alcanzando las 2 millones 469 mil toneladas (SADER, 2021).

La banana, no solo es importante en la nutricion de los mexicanos, es importante para la
economia de varios estados del pais como Chiapas y Tabasco, que son los principales
productores. En el 2018, el valor de la produccion de banana en Tabasco fue de 2.1 mil
millones de pesos. Los principales estados productores son Chiapas con un 29%, Tabasco
con el 26%, Veracruz con un 12%, Colima con un 9%, Jalisco con un 8% y Michoacéan con

un 7% de la producciéon (CEDRSSA, 2019).

Por otra parte, las exportaciones mexicanas de banana han incrementado significativamente.
Por ejemplo, en el afio 2016, México fue el décimo pais con mayores exportaciones de banana
con 448 mil toneladas aproximadamente que se vendieron en el mercado internacional. En el
2018, México se situd en el lugar doceavo de produccion de banano y se exportaron 552 mil
398 toneladas con un costo de 250 millones de dolares, el 75% de las exportaciones son para
Estados Unidos, Japon 5%, Paises Bajos 4%, Italia 2%, Rusia 2%, entre otros paises. En este
mismo afio se llevd a cabo la primera exportacion de banana desde Colima hasta China

abriendo las puertas para el comercio internacional (CEDRSSA, 2019).

En el 2020, la produccion de platano en México aumentd un 2.9% alcanzando los dos
millones 469 mil toneladas de produccion, llegando a tener presencia en mercados globales.
El 30% de la produccion se destina a la exportacion a diferentes paises como China, Japon,
Nueva Zelanda, Estados Unidos, Italia y Corea del Sur, siendo el valor total de las

exportaciones en 274 millones de dolares (SADER, 2021)
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Condiciones de estrés que afectan el cultivo de banana.

Las plantas de banano, asi como otros cultivos se ven afectados por condiciones de estrés
abidtico y bidtico. Ambas condiciones de estrés provocan un efecto negativo en el
crecimiento, desarrollo y productividad de los cultivos. Cualquier tipo de estrés desencadena
diferentes respuestas, desde la activacion de genes, alteraciones en el metabolismo, cambios
en el crecimiento y la disminucioén del rendimiento en el cultivo (Gull, 2019). Existen dos
tipos de estrés: el bidtico y abidtico. El bidtico ocurre cuando microorganismos vivos como
bacterias, hongos, virus, nematodos e insectos, privan a la planta en la nutricion o destruyen
sus tejidos. Mientras que el abidtico es el tipo de estrés causado por condiciones climaticas
como sequia, inundaciones, salinidad, bajas temperaturas o aumneto de la luz solar, este tipo

de estrés puede causar perdidas de los cultivos desde un 65 hasta un 87% (Gull, 2019).

El estrés biodtico y abidtico se consideran factores que afectan la produccién de banana en
mayor medida. La sequia es uno de los problemas a nivel mundial en la agricultura que afecta
la produccion de alimentos (Zhang, et al., 2022). El 28% de los cultivos se ve afectado por
este fendmeno, lo que causa esto al tener menos agua se aumenta la temperatura de los tejidos,
causando deshidratacion y pérdidas en el rendimiento de los cultivos. También se ha
mostrado que durante la sequia el aire jala agua del suelo y las plantas. Los estomas se cierran
para evitar la pérdida de agua, pero esto detiene la absorcion del CO2, por lo que la planta
puede morir si agota sus reservas alimentarias. En el banano se ha demostrado que los
estomas se cierran en condiciones de estrés por sequia. Esta sefial se transmite de la raiz hasta
las hojas, manteniendo la planta hidratada, sin embargo como mencionamos la asimilacién
de carbono se reduce. Se ha demostrado que en un cultivo de banano sometido a estrés hidrico
el rendimiento de las plantaciones se reduce en aproximadamente un 66%, el peso del racimo
disminuye entre un 25-42% y la longitud en un 11-14% y el calibre en un 5-16% (Ravi, et
al.,2016)

El requerimiento de agua de este cultivo es alto, siendo este entre 1200-2200 mm? por afio.
El suministro de agua y nutrientes en la fase vegetativa y tardia es crucial para el desarrollo
de la planta y para los rendimientos (Panigrahi, et al., 2021). Unos de los sintomas del estrés

hidrico son la reduccion de la emergencia de hojas, pérdida de turgencia, caida de las hojas,
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senescencia prematura, amarillamiento, reduccion del tallo y secado de las hojas jovenes

(Figura 1).

Figura 1. Planta de banana afectada por la sequia. Se observa la pérdida de la turgencia en
las hojas. Este es un estrés que va siendo comun en las plantaciones debido a los cambios en

la frecuencia y cantidad de lluvia.

La salinidad es otro de los problemas abidticos de mayor importancia. Es un factor que limita
la produccion de alimentos, pues los cultivos pierden su potencial de rendimiento.

Los suelos afectados por salinidad limitan la produccion agricola a la deficiencia de
nutrientes esenciales y los altos niveles de sal. Los problemas relacionados con la salinidad
surgen bajo un clima seco en suelos salinos y por el uso de agua de riego de baja calidad. La
salinidad excesiva aumenta el contenido de sodio en las raices con una marcada depresion en
la absorcion de potasio (K*), reduciendo la tasa de crecimiento, retrasa la floracion y
disminuye el rendimiento del cultivo. El valor 6ptimo para la relacion K*/Na* del suelo es de
2.5 y los rendimientos de banano disminuyen cuando la proporcion de sodio supera el 8%
(Lehav, 1995). El crecimiento de las plantas es inhibido por las sales presentes en el agua del
suelo debido a un potencial osmdtico mas negativo en la solucion del suelo que en el agua
de las plantas, por lo que se reduce la absorcion de agua por parte de la planta (Ravi, et al.,
2016).

Los sintomas principales de la salinidad en las plantas de banano son lesiones o necrosis en

la orilla de la hoja progresando al centro de la hoja, se reduce el grosor del tallo, duracion
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prolongada de la floracion, los frutos no logran tener un desarrollo normal y se producen
racimos de baja calidad. También la salinidad afecta la asimilacion de CO», sintesis de

proteinas, la respiracion, la produccion de fitohormonas y reduccion de la fotosintesis.

Por otra parte, el control de las plagas en el cultivo de banano representa entre el 40 al 60%
del gasto de la produccion. (FAO, 2019). Las plagas y las enfermedades se han diseminado
en muchos casos por la distribucioén del germoplasma de musaceas nativas del sureste de Asia
a las nuevas zonas agricolas en América Latina y el Caribe. Las principales enfermedades
que afectan el cultivo son el mal de Panama, el Moko del platano, marchitez bacteriana del
platano, virus del Bunchy top, virus del mosaico de la bractea, virus del estriado del platano,

virus del mosaico del platano (Manzo, et al., 2016).

El Mal de Panama-FOC raza 4.

Desde hace mas de 20 afios la aparicion del hongo Fusarium oxysporum Cubense (FOC) raza
4, ha puesto en peligro la produccion de banana. Para lograr el control de esta enfermedad se
debe de tener una buena vigilancia fitosanitaria, buen drenaje, rotacion del cultivo, el uso de
agentes de control biologico, el uso de fungicidas quimicos y actualmente se busca mediante
ingenieria genética, el desarrollo de variedades resistentes, pero principalmente mantener
equilibrado la composicion microbiana del suelo (Effendi, et al., 2019, Li, et al., 2020, Dita,
et al., 2020).

La infeccién comienza por la penetracion del hongo en la raiz de la planta colonizando el
xilema y avanzando al rizoma. El hongo forma clamidosporas que pueden llegar a durar hasta
30 afios en el suelo. En las etapas iniciales de la enfermedad, las hojas adultas muestran un
amarillamiento uniforme por la orilla de la hoja el cual se extiende hacia el centro de la hoja
hasta que la hoja queda completamente seca (Figura 2). Un agrietamiento en la base de
pseudotallo es evidente y los racimos de frutos son pequefios, por lo que pierden valor

comercial (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2020).
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Figura 2. Plantas dafiadas por Fusarium oxysporum cubense, raza 4, agente causal del mal

de Panama (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, 2020).

La Sigatoka negra

Otro de los factores bidticos que afectan los cultivos de banana es la Sigatoka negra causada
por el hongo hemibidtrofico Pseudocercospora fijiensis, causando pérdidas millonarias. La
presencia de este hongo en los cultivos ha provocado que haya cambios en los manejos de
los cultivos, haciendo que el manejo sea mas caro con agroquimicos.

Actualmente, la produccion de bananos no se puede llevar a cabo sin un programa de manejo
de la Sigatoka negra, la pérdida de rendimiento de produccion es de 20 a 50% durante el ciclo
de cultivo de la planta, desde la aparicion del hongo en México se han perdido alrededor de
2000 hectareas en Tabasco y 3000 hectareas en Colima. Para lograr controlar este hongo lo
han tenido que hacer mediante fungicidas quimicos causando problemas ambientales y de
salud humana, se estima que el costo de produccioén es de un 27% para el control de la

Sigatoka negra (Orozco, et al., 2013).
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El hongo afecta la productividad de la planta ya que reduce la capacidad fotosintética de las
hojas, El desarrollo de la enfermedad se encuentra directamente influenciado por las
condiciones climaticas, susceptibilidad de la variedad sembrada y el manejo del cultivo.
Sin embargo, tiempo después el hongo provoca dafos a la hoja y su cambio a la etapa
necrotrofica (que destruye células para obtener nutrientes) se ve ligada a la secrecion de
melanina, que funciona como un fotosensibilizador que destruye a las células (Beltran-
Garcia, et al., 2014). La destruccion foliar incide en la reduccion del tamafio del racimo y del
fruto.
La enfermedad es més agresiva en época de lluvia, debido a la presencia continua de una
lamina de agua sobre las hojas, que favorece los procesos de liberacion e infeccion de las
ascosporas. La figura 3, presenta los sintomas correspondientes a las etapas 3-6 de la escala
de Fouré, donde se observan:

1. Manchas ovaladas de color café

2. Manchas negras rodeadas de un anillo negro y a veces un halo amarillento y centro

seco y semihundido.
3. Manchas con centro seco y hundido, de coloracion marrén clara, rodeadas de tejido

clorotico.

Figura 3. Hoja banana Cavendish enano gigante con lesiones causadas por

Pseudocercospora fijiensis el hongo causal de la Sigatoka negra.
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Microbioma de las plantas de banana.

El microbioma de una planta esta caracterizado por el ambiente donde se encuentra y por
distintas propiedades fisicoquimicas en la rizosfera (suelo que es influenciado por la raiz), el
rizoplano (superficie de la raiz), filosfera (tallo y hojas) y endosfera (parte interna de la
planta). Generalmente el microbioma de una planta viene desde la semilla o la planta madre.

Sin también se puede reclutar microbioma de la tierra o del agua de la irrigacion.

El estudio de los microbiomas se puede realizar mediante diferentes técnicas. Dado a que no
todos los microorganismos que estdn presentes son cultivables en el laboratorio se han
desarrollado otras técnicas como:

e Analisis de genes marcadores: abarcan la secuenciacion del gen del ARN ribosomal
16S para bacterias y la secuenciacion de la region del espaciador transcrito interno
para hongos.

e Metagenomica: secuenciacion masiva de todos los genomas encontrados en la
muestra.

e Metatranscriptomica: captura el ARN transcrito de las células microbianas, lo que
permite evaluar las actividades de expresion de estos organismos.

e Metabolomica: se centran en perfilar los metabolitos que produce la microbiota y
coémo estos productos interactian tanto con la microbiota como con el metabolismo
del huésped.

e Metaprotedmica: usa espectrometria de masas, pero se enfoca en identificar y
cuantificar las proteinas presentes dentro de un microbioma (Galloway, et al., 2020).

También hay técnicas donde se analizan solamente las bacterias cultivables en el laboratorio,
donde se cultivan la muestra en medios nutritivos, se aislan las diferentes colonias del primer
cultivo y finalmente se hacen identificacion mediante secuenciacion del 16s o andlisis de

proteinas mediante espectrometria de masas.
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Microbioma endoéfito

Las bacterias endo6fitas colonizan el espacio intercelular de los tejidos en las plantas. También
se sugiere que las raices es uno de los puntos principales de entrada y el nicho donde se
encuentran. Los microorganismos endofitos se han encontrado en los distintos tejidos como

tallo, hojas, flores y hasta frutos (Pious, et al., 2009, Beltran-Garcia, et al., 2021)

Por otra parte, los microorganismos endofitos han adquirido una gran importancia en la
agricultura debido a su gran potencial en la nutricion de las plantas, promocion de
crecimiento, fuente de nuevas biomoléculas, agentes de biorremediacion, determinacion de
la salud del suelo y de defensa de la planta (Pious, et al., 2009). Se ha demostrado que esta
interaccion del microorganismo con la planta depende mucho de las condiciones ambientales,
genotipo de la planta y bacteria y tipo de estrés (bidtico y abiodtico) en el que esté sometido
la planta. La diversidad y estructura del microbioma puede definir la salud y estado de una

planta (Beltran-Garcia, et al., 2021).

Algunos de estos microorganismos endofitos se pueden utilizar como bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, ya que aportan nutricion a la planta mediante mecanismos directos
(que ocurren dentro de la planta y afectan directamente el metabolismo) e indirectos (fuera
de la planta). Los mecanismos directos son la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosfatos, produccion fitohormonas como las auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y
acido abscisico para mediar en el agrandamiento, la division y la extension de las células
vegetales. Los mecanismos indirectos como produccion de ACC deaminasa, proteasas,
antibioticos y siderdforos (Goswami, et al., 2016).

También estas bacterias son importantes para la linea de defensa de la planta ante patogenos
o estrés abidtico como lo es el cambio de temperatura y de clima, salinidad en el suelo,
cambio de pH o el manejo de la tierra donde se planea cultivar (Nisrina, et al., 2021; Beltran-

Garcia, et al., 2021; Pious, et al., 2009).

Se han desarrollado varios estudios sobre la composicion del microbioma endéfito de las

plantas, donde se ha demostrado que estd compuesto principalmente por a-, B-, y-, 6- y &-
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Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria y Bacteroidetes, siendo algunas de estas
cultivables en el laboratorio. Sin embargo, un estudio mas completo involucra llevar acabo
un analisis metagendmico donde se analizan los microorganismos no cultivables, donde se
observan filos como Acidobacterias, Verrucomicrobia y Planctomycetes (Beltran-Garcia, et

al., 2021).

En banana, los filos mas predominantes son las Proteobacterias, Actinobacterias y
Firmicutes. Las Proteobacterias tienen un rol muy importante en el ciclo de carbono,
nitrogeno y azufre (Afzal, ef al., 2019). Las Actinobacterias en la sustitucion del carbono,
proporcionando nutrientes al suelo y produciendo metabolitos secundarios como antibioticos
(Singh, et al., 2018). Las Acidobacterias pueden usar nitrito como fuente de N, proporcionar
micro y macronutrientes al suelo, acidez del suelo, y producir exopolisacaridos.

En el microbioma de la planta de banano Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus son los
géneros mas reconocidos por tener las capacidades de fijar nitrogeno y solubilizar fosfatos,
mientras que Streptomyces es capaz de controlar nematodos y producir muchos metabolitos
secundarios como compuestos organicos volatiles (COV), que pueden inhibir el crecimiento
de hifas fungicas (Nisrina, ef al., 2021). Las bacterias incluidas en la clase -proteobacterias
juegan un papel destacado en el proceso de nitrificacion; por lo tanto, es necesario para la
sostenibilidad de las tierras agricolas (Afzal, ef al., 2019). Los Rhizobiales aportan servicios
simbioticos para producir auxinas, vitaminas, fijacion de nitrogeno y proteger a las plantas
contra el estrés. Ademas, los Burkholderiales pueden aumentar la abundancia de microbios
alrededor de las raices de las plantas y tener interacciones beneficas con las plantas. (Nisrina,
et al., 2021). En el cuadro 2, se presenta un resumen de las bacterias endofitas comiinmente

reportadas por ser promotoras del crecimiento en las plantas de banana.

Tabla 2. Bacterias endéfitas del banano y su funciéon como promotoras del crecimiento.

Bacteria endofita Funcion Referencias
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Bacillus

Produccion de exopolisacaridos, siderdforos,
acido indol acético, 4cido giberélico, ACC
deaminasa, solubilizan fosfatos y producen
enzimas como celulasa, quitonasa, proteasas y

gluconasa.

Radharakrishnan,
etal,2017

Beltran-Garcia,

etal, 2021

Pseudomonas

Promueven el crecimiento de las plantas al
suprimir patdgenos, sintetizan hormonas,
funcionan como control bioldgico, promueven

una mayor resistencia a enfermedades

Preston, 2004.
Beltran-Garcia,

etal, 2021

Klebsiella

Fijan el nitrégeno atmosférico y es antagonista

de P. fijiensis.

Ifiguez, et al.
2007.
Beltran-Garcia,

etal,2021

Enterobacter

Fija nitrégeno, produccion de acido indol
acético, solubiliza fosfatos y es antagonista

antes P. fijiensis.

Macedo, et al.,
2019.
Beltran-Garcia,

etal, 2021

Rhizobium

Produce acido indol acético, fija nitrégeno,
ayuda a retener agua, y que la planta sobreviva

en condiciones de estrés hidrico.

Tanveer, et al.,
2022
Beltran-Garcia,

etal, 2021

Bacterias del suelo en banana y como la fertilizacion perturba el equilibrio de los
endofitos y los microorganismos del suelo.

La demanda y la produccion mundial de alimentos aumenta conforme el paso de los afios. La
fertilizacion es la principal practica agricola y utiliza compuestos ya sean orgdnicos o
inorgéanicos con fines de nutriciéon de las plantas y la productividad de los cultivos. Sin
embargo, la fertilizacion nitrogenada a largo plazo va a afectando la comunidad y diversidad
de microorganismos de la rizosfera y de la planta. La inhibicidon del microbioma promueve
que las plantas se vuelvan dependientes de los nutrientes aplicados, sean mas susceptibles a

las enfermedades y menos resistentes al estrés abiotico (Beltran, et al., 2021). La aplicacion
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constante de este tipo de fertilizantes suprimen la respiracion de los microorganismos, alteran
los valores de pH llegando a la acidificacion de estos, inhiben las bacterias que secretan
acidos organicos que afectan directamente a la absorcion de fosfatos (Beltran, et al., 2021).
A pesar de la cantidad aplicada de fertilizantes por los agricultores, las plantas no suelen
absorber todo lo aplicado, solo del 10-30% son utilizados, por lo que el restante se filtra al
suelo y al agua.

Los fertilizantes nitrogenados inducen un cambio en el contenido de a-proteobacteria a B-
proteobacteria y y-proteobacteria, lo que promueve cambios en la desnitrificacion,
nitrificacion y fijacion de nitrogeno (Beltran-Garcia, ef al., 2021). La fertilizacién prolongada
con amonio, también causa cambios aumentando la abundancia de bacterias oxidantes de
amonio. La adicidon de grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados minerales, aumenta
la abundancia relativa de Proteobacteria, Bacteroidetes y Gemmatimonadetes, y provoca una
reduccion de Chloroflexi, Acidobacteria, Nitrospirae y Planctomycetes (Beltran-Garcia, et

al., 2021).

Microorganismos Keystone o piedras angulares en el microbioma

Los microorganismos keystones o piedras angulares son aquellos que tienen una mayor
influencia en la composicion y funcién del microbioma en un espacio o tiempo particular, su
pérdida compromete la estabilidad del microbioma y los servicios que ofrecen a las plantas
(Banerjee, et al., 2018). Los “keystones” estan conectados y llevan a cabo funciones criticas
en la organizacion de la estructura del microbioma del suelo, estos mismos indican cambios
en la composicion de esta. Participan del mantenimiento de las comunidades microbianas,
también son responsables de ciertos metabolismos como el del nitrogeno y el del fosforo,
donde Nitrospira, Rhizobacter y Burkholderia fueron reconocidos como los principales
contribuyentes al metabolismo del nitrégeno, y los géneros Gemmatimonas, Solirubrobacter
y Brevundimonas contribuyen al metabolismo del fosforo, estos grupos siendo los principales

“keystone” de los suelos (Beltran-Garcia, ef al., 2021)
Los keystones de banana incluyen los siguientes géneros, Pseudomonas, Klebsiella,

Enterobacter, Paenibacillus, Sphingophix, Micrococcus y Rhizobium, siendo estos

microorganismos de suma importancia para la planta ya que son los encargados de proteccion
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contra patdgenos, fijacion del nitrégeno, solubilizacion de fosfatos, produccion de enzimas
liticas, produccion de hormonas, sintesis de ACC deaminasa y produccion de sideréforos

(Beltran-Garcia, et al., 2021).

Hipotesis asociadas al rescate de las plantas bajo condiciones de estrés.

A) “Cry for help”

Como hemos mencionado anteriormente, los cultivos se ven constantemente afectadas por el
estrés bidtico y estrés abidtico causando pérdidas del 10-30% en cultivos de gran
importancia. El estudio del microbioma de la planta ha abierto el entendimiento del
funcionamiento del microbioma de la planta y simultdneamente abrié la posibilidad de
utilizar estos conocimientos y aplicarlos a una agricultura sostenible (Rizaludin, et al., 2021).
Las plantas sintetizan alrededor de 200,000 metabolitos primarios y secundarios, los
metabolitos primarios son compuestos importantes para el crecimiento, desarrollo y
reproduccion de la planta (Rizaludin, et al.,, 2021). Para poder contrarrestar el estrés tanto
bidtico como abidtico, las plantas han desarrollado mecanismos de produccion de
metabolitos secundarios bioactivos, que son los que pueden actuar directamente como linea
de defensa, mientras otros pueden advertir a las plantas vecinas para que mejoren su linea de
defensa o comiencen con un proceso de reclutamiento de microorganismos benéficos para
minimizar la intensidad los dafios (Rolli, et al., 2021).

En afios recientes, se ha observado que las plantas cuando estan sometidas a un tipo de estrés,
la planta comienza a tener cambios en su metabolismo y en su expresion génica liberando
una cantidad suficiente de metabolitos tipo 4cidos organicos influyentes en la atraccion y
reclutamiento de microorganismos especializados del suelo que ayudan a la sobrevivencia
bajo esa condicion existente, a este proceso se le ha denominado “Cry for help” (Rizaludin,
etal.,, 2021).

Diversos grupos de investigacion a nivel mundial ven en el “cry for help”, una explicacion
al por que algunas plantas sobreviven a situaciones donde la gran mayoria dentro de una
misma plantacion que presenta muerte, en especial en aquellos cultivos donde no existe una
diversidad genética, considerados actualmente como monocultivos. Mas alld de la
identificacion de las bacterias y hongos que son reclutados y la determinacion de sus

funciones, se considera que el reconocimiento de las moléculas exudadas permitira establecer
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condiciones de manejo fitosanitario ante enfermedades, usando sustancias naturales de las
propias plantas que tienen una menor agresividad con respecto a los productos quimicos que
se usan en la agricultura extensiva.

Algunos de los metabolitos son exudados por las raices, considerdndose como un papel
crucial para la estructura, funcionalidad y microbioma asociado a este. Los metabolitos
exudados varian dependiendo de la edad, exposiciones al estrés e interacciones con
microorganismos tanto benéficos como patdogenos. La quimica de la raiz impulsa el bienestar
del holobionte, el flujo de exudados ayuda a reclutar a microorganismos para que se

establezcan en la rizosfera y ayudan a la homeostasis de la planta (Rolli, ef al., 2021).

De acuerdo con la figura 4, las plantas liberan una fraccion del carbono que fue fijado
fotosintéticamente en forma de exudados, consistiendo en un arreglo de compuestos volatiles
y no volatiles, que incluyen azucares y polisacaridos (arabinosa, fructuosa, glucosa, manosa,
maltosa y oligosacéridos), aminoacidos (arginina, asparagina, cisteina y glutamina), acidos
organicos (4cido acético, ascorbico, benzoico y malico) y compuestos fendlicos los cuales
tienen funciones demostradas. Los exudados a través de las raices es una estrategia para
sobrevivir en un ambiente cambiante. La cantidad y composicion de los exudados cambia
dada la exposicion al estrés, edad e interacciones con los microorganismos benéficos (Rolli,
etal.,2021).

Diversas publicaciones han reportado moléculas y condiciones que muestran un incremento
de 4cidos organicos (Rolli, ef al., 2021). Por ejemplo, en plantas de soya cultivadas bajo
privacion de fosforo induce la produccion de &cidos tipo citrico o malico. La exudacion de
acidos orgédnicos a la rizosfera también ha sido reportada como una estrategia de
supervivencia en plantas para la adquisicion de nutrientes cuando estan en suelos
contaminados por metales pesados, en este caso se busca el enriquecimiento de bacterias que
poseen maquinaria enzimadtica capaz de degradar el contaminante que pueda disminuir la
concentracion local logrando la desintoxicacioén de la raiz y de la rizosfera (Rolli, et al.,
2021).

También en las plantas de tomate, se demostré un aumento de un &cido graso, “la oxilipina”
cuando la planta fue expuesta a estrés bidtico. El compuesto actué como un quimioatrayente

del hongo Trichoderma harzianum utilizado ampliamente como control bioldgico. Los
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benzoxanoides, son una clase de metabolitos secundarios defensivos, cominmente liberado
por las raices de maiz tras ataques de herbivoros que pueden reclutar la bacteria benéfica
Pseudomonas putida, también se demostrd que las mismas bacterias desencadenan una
resistencia sistémica inducida contra Colletotrichum graminicola (Rizaludin, et al., 2021).
Otro caso fue reportado en plantas de pepino con raices infectadas por Fusarium oxysporum
(hongo patdgeno causante de enfermedades en varias especies vegetales) que aumentan el
triptofano y disminuye la exudacion de rafinosa, mejorando la capacidad de colonizacion de
Bacillus amyloliquefaciens (bacteria benéfica también utilizada como control biologico) y
contrarrestando la proliferacion del patdgeno (Rizaludin, et al., 2021).

La exudacién de acidos orgéanicos a la rizosfera también ha sido reportada como una
estrategia de supervivencia en plantas para adquisicion de nutrientes cuando estan en suelos
contaminados por metales pesados, en este caso se busca el enriquecimiento de bacterias que
poseen maquinaria enzimadtica capaz de degradar el contaminante que pueda disminuir la

concentracion local logrando la desintoxicacion de la raiz y de la rizosfera.
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Figura 4. Representacion grafica del “Cry for help” en las plantas en respuesta a la tension

abiotica y bidtica y el auxilio de microorganismos en la rizosfera (ver explicacion en el texto).

B) Activacion del microbioma endoéfito

La mayoria de los inoculantes microbianos o fertilizantes con base en bacterias influyen en
la planta huésped al estimular la respuesta de defensa de la planta, la produccién de
hormonas, resistencia a patdgenos y la absorcion de nutrientes (Bakker, et al., 2020).

Tras la aplicacion de fertilizantes bacterianos, las plantas suelen tener cambios fuertes en el
microbioma, generalmente se han descrito 6 tipos de modulaciones: cambios transitorios,
aumento de la diversidad microbiana, aumento de la uniformidad del microbioma,
restauracion de un cambio inducido por patogenos, cambios dirigido hacia filos beneficiosos

y agotamiento de patdgenos potenciales (Berg, et al., 2009). Los inoculantes microbianos

36



son una forma de gestionar los microbiomas, también las condiciones ambientales causan
una modificacion en la estructura y funcion de los microbiomas. Sin embargo, se ha
demostrado que la reproduccion de las plantas causa cambios a largo plazo, un ejemplo de
esto es el fitomejoramiento ya que para mejorar los rendimientos se debe inducir resistencia
a los patdgenos con microorganismos antagonistas y enriquecimiento de promotores del

crecimiento vegetal (Pérez, ef al., 2018).

Schwieger, et al., 2000, analizaron el efecto de la inoculacion de Sinorhizobium, describiendo
asi por primera vez cambios en el microbioma. En pepino se describi6 una estabilizacion del
microbioma, logrando una resistencia al estrés bidtico y abidtico, tras la aplicacion de
Bacillus subtilis, en este estudio aumento la diversidad microbiana y resulto en una mayor
proteccion contra Fusarium oxysporum f.sp. cucumeris.

En plantas de jitomate infectadas por Ralstonia, se observo que con la aplicacion de Bacillus
velezensis, hubo un cambio de microbioma hacia géneros que son cepas conocidas como
promotoras del crecimiento vegetal, como Arthrobacter (actinobacteria) y Ochrobactrum

(alfa proteobacteria) (Elsayed, et al., 2020).

En plantas de pimiento infectadas con Phytophtora capsici, hubo un aumento significativo
de la actividad microbiana tras la aplicacion de Pseudomonas corrugata o Chryseobacterium
indologenes, ambos considerados controles bioldgicos, de bacterias como Pseudomonas 'y
Actinomycetes, conocidas por su potencial antagénico (Sang, et al, 2012).

En otro estudio, se identificaron una mayor abundancia relativa de Actinobacterias y
Firmicutes en plantas de jitomate sanas, donde estas bacterias fueron capaces de inducir una

activacion inmunologica contra Ralstonia (Lee, et al., 2021).

La modulacién o activacion del microbioma por fertilizantes microbianos puede brindar una
opcion muy importante para la agricultura sostenible, esto nos puede ayudar a la restauracion
de la diversidad reducida, sin embargo atn falta una mayor comprension en los mecanismos

y comunicaciones dentro del microbioma (Berg, et al., 2021)
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Tierras raras: quimica, biologia e importancia en la agricultura.

Los lantanidos son un grupo de metales que van en los niimeros atomicos del 57 al 71 que
incluyen al Lantano, Cerio, Europio, Gadolinio, Terbio, Erbio, Iterbio entre otros (figura 5).
Estos elementos tienen diferentes propiedades magnéticas, eléctricas y Opticas, gracias a
estas son de gran utilidad en la industria, en el desarrollo de aplicaciones electronicas
modernas y muchas otras industrias de alta tecnologia. Los usos donde las tierras raras son
indispensables son multiples y comprenden catalizadores, cerdmica, tecnologia nuclear,

tratamiento de agua, fertilizantes, exdmenes médicos y tratamiento. (Haneklaus, et al., 2007)
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Figura 5. Tabla periddica con los elemento lantdnidos remarcados en café. Incluyen
elementos desde el numero atémico 57 hasta el 71, empezando por Lantano, Cerio,
pPraseodimio, Neodimio, Prometio, Samario, Europio, Gadolinio, Terbio, Disprosio,

Holmio, Erbio, Tulio, Iterbio y Lutecio.

Los lantanidos son elementos electropositivos y sus compuestos son de naturaleza idnica.

Segun los estados de oxidacion se pueden distinguir los elementos de tierras raras en cuanto
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a su comportamiento bioquimico en plantas y animales (Kotelnikova, et al., 2020). El tamafio
de los atomos y de iones estd determinado por su carga nuclear y nimero de capas
electronicas ocupadas. Los iones de las tierras raras muestran una caracteristica fisicoquimica
unica en la que una disminucion de los radios i6nicos se asocia con un nimero atdémico
creciente.

Los comportamientos de los enlaces quimicos como los compuestos quimicos es esencial
para la prediccion del comportamiento fisioldgico en las plantas. Los compuestos se basan
en la unidn i6nica, por lo que las tierras raras atraen moléculas de agua en soluciones acuosas

para formar una copa de hidratacion (Redling, 2006).

Por ejemplo, los cationes de los lantdnidos tienen afinidad a los fluoruros, hidroxidos y otros
ligandos con oxigeno. En condiciones fisiologicas los dtomos donantes de oxigeno son
suministrados por grupos carboxilo o fosfatos presentados en proteinas, nucledtidos y acidos
nucleicos. Los enlaces i6nicos conducen la formacion de un gran nimero de sales, se ha
demostrado que las propiedades que tienen efectos para mejorar el rendimiento del
crecimiento en las plantas de las tierras raras, dependen del compuesto que se aplica. Las
tierras raras también pueden unirse a grupos carboxilo, formando complejos con ligandos

bioldgicos con aminodcidos, nucledtidos o péptidos.

La investigacion agricola en China se centr6 en la experimentacion con estos elementos para
aumentar la productividad y la calidad de los cultivos. Un proceso que comenz6 en 1980 con
experimentos de campo y aumentd rapidamente. En 1980, se trataron 1330 hectareas de
tierras agricolas con tierras raras (Zhengyi, et al., 2004). Esta area continué aumentando
rapidamente durante los Gltimos 20 afios. Se han tratado mas de 100 especies de cultivos con
lantanidos en forma de aerosoles foliares, como tratamientos de semillas o con fertilizantes.
Esto dio como resultado un aumento medio de la productividad del 5 al 15% (Zhengyi, et al.,
2004). El cuadro 3, presenta algunos ejemplos de cultivos que han sido tratados con tierras

raras y la concentracion a la cual se observé un estimulo.
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En China, se han publicado efectos benéficos de dosis bajas de lantdnidos para varios
cultivos, pero también se han reportado efectos toxicos (Vodyanitskii, 2012). Por encima de
una concentracion, se activan los mecanismos de defensa, lo que da como resultado un mayor
crecimiento y un aumento del rendimiento. Una mayor absorcidon eventualmente producira
efectos perjudiciales y reducira el crecimiento y el rendimiento de los cultivos.

El contenido de lantdnidos en tallos y hojas de plantas vasculares es mayor que el de frutos
y semillas, que regularmente muestran la concentracion mas baja. Alrededor del 20% de los
lantanidos moviles en los suelos son absorbidos por las plantas. Después de la fertilizacion
aplicada al suelo, este valor aumenta a 55%-60%. Las concentraciones mas altas de
lantdnidos se pueden encontrar regularmente en las raices si esta es la via principal de entrada
sin embargo, si los lantanidos se aplican foliarmente, las hojas mostraran las concentraciones

mas altas (Zhengyi, et al., 2004).

En general, la absorcion de los lantanidos esté relacionada con el tipo de especie de planta y
y su aplicacion en el suelo. Sin embargo, el conocimiento sobre los mecanismos de absorcion
de los lantanidos es limitado. Varios estudios proponen que las tierras raras pueden ingresar
a las plantas a través de los tejidos de la raiz y el follaje. Se absorben por los pelos radiculares
hacia el xilema a través de células de pared delgada, y luego pueden trasladarse a otros
organos de la planta. Las plantas también pueden absorber rapidamente los lantdnidos

rociados sobre el follaje.

Varios autores han reportado una mejor absorcion de nutrientes de las plantas tras la
aplicacion de lantanidos (Hu, ef al., 2002). Después de usar tierras raras, la absorcion de
nitrogeno por el arroz aumentd en un 16.4%. Los jitomates absorbieron un 8.1% mas de NOs
(Hu, et al., 2004) Los experimentos de cultivo en solucion con algodéon mostraron que la
absorcion de N fue acelerada por el suministro de La. La aplicacion de lantanos mezclados
con nitrato aument6 la absorcion de N por parte del trigo. La aplicacion aumento6 la eficiencia
del N utilizado por el trigo del 20.2 al 26.3 %. La absorcion de fosforo por el arroz aumentd
un 12% después de fertilizar con fertilizante. La aplicacion de nitratos de lantanidos aumentd

la absorcion de P en el trigo en un 10.9-12.3 % (Hu, et al.,, 2007). El cuadro 3, presenta

40



algunos ejemplos del efecto de las tierras raras sobre diversos cultivos de importancia

alimentaria.

Tabla 3. Uso de tierras raras en diferentes tipos de plantaciones comerciales y sus efectos.

Planta Efecto Referencias

Bajas concentraciones de lantano | de Oliveira, et al., 2015

estimularon la tasa fotosintética y el

Soya
contenido de clorofila, hubo un aumento de
raices y brotes.
Cerio (25 - 100 upM) estimulé la | Ramirez, et al., 2018
germinacion y el crecimiento.
Arroz Lantano y cerio afecto positivamente la | Fashui, ef al., 2000
germinacion de semillas viejas y el | Fashui, 2002
crecimiento de plantulas. Fashui, et al., 2003
Cerio a una concentracion de 0.1 uM | Zicari, et al., 2018
Lenteja

aumento el crecimiento.

El lantano alivia la deficiencia de fosforo, | Lian, et al., 2019
Soya roja | mejora la fotosintesis y disminuye el estrés

oxidativo

El lantano a concentraciones de 0.5 — 1 uM | Liu, et al., 2005
Maiz tuvo un incremento en el crecimiento de

raices hasta un 10%.

c A Dbajas concentraciones de lantano hubo Wahid, et al, 2000
0co
un crecimiento en las raices

Los efectos benéficos de los lantanidos se han atribuido a una biodisponibilidad mejorada de
calcio y manganeso en los suelos, la estimulacioén de la sintesis de clorofila, la mejora del
desarrollo de plantulas y la promocion del crecimiento de raices y brotes (Haneklaus, ef al.,
2007). Los lantanidos también tienen influencia en los procesos fisioldgicos de las plantas,
como en la accion de las hormonas. Por ejemplo, el tratamiento de las plantulas de trigo con

La(NOs3); increment6 el contenido de acido indolacético (AIA) de las plantas. En maiz, el
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efecto de los lantanidos resultd en un aumento de triptofano (Pastawan, et al., 2020). Las
tierras raras disminuyeron la actividad enziméatica para la descomposicion de AIA,
promoviendo asi la sintesis de AIA. El LaCl; aumento la captacion y translocacion de AIA.
El Lantano y el Cerio disminuyeron la actividad de la peroxidasa y la amilasa en trigo, por
lo que, promovieron el crecimiento de las plantas (Hu, ef al., 2007).

También se ha mostrado que la aplicacion de lantanidos aumenta la tasa fotosintética entre
un 11.5-31.2%. Los efectos de las tierras raras en la fotosintesis de las plantas estan
relacionados con el desarrollo de cloroplastos, el contenido de clorofila y la actividad
enzimatica (Pastawan, ef al., 2020). En estudios experimentales, las plantas de trigo tratadas
aumentaron el nimero de cloroplastos. En el trigo, la aplicacion de tierras raras (Lantano y
Cerio) en forma de nitrato mejorod el contenido de clorofila en un 29.6%, en la soya en un
8%, en el maiz en un 15.2%, y en la remolacha azucarera en un 5-7%. El suministro de estos
tratamientos a las plantas demostré mejorar los rendimientos y la calidad de los cultivos, y
su efecto sobre la tasa e intensidad fotosintética (Hu, et al., 2007). Otro experimento
demostr6 también que la aplicacion de Lantano a plantas bien regadas no mostré diferencias
significativas en la eficiencia del uso del agua, pero bajo condiciones de déficit de agua, la

eficiencia del uso del agua fue 21% superior que el control.

Los impactos negativos de los lantdnidos en el metabolismo de las plantas pueden resultar de
la interferencia con algunas funciones enzimaticas, el reemplazo de metales esenciales en los
pigmentos y la sintesis de especies reactivas de oxigeno (Kotenilkova, ef al., 2021). En las
plantas, se demostré que los lantdnidos se unen no solo a proteinas, 4cidos nucleicos y
aminodcidos, sino también a pigmentos y celulosa. Por lo tanto, se ha sugerido que los
lantanidos compiten con el calcio por los sitios de union en las proteinas y reemplazan el
nutriente, estabilizando asi las membranas celulares. Las tierras raras cambiaron la fluidez
de la membrana para que se restringiera su fuga. Este efecto depende de la dosis, ya que las
altas concentraciones de lantdnidos pueden aumentar la permeabilidad celular y en
consecuencia, destruir la estabilidad de la membrana. Otra implicaciéon mas podria ser que
una mayor estabilidad de la membrana es eficaz contra el estrés oxidativo. Los cambios en
las caracteristicas fisiologicas de la membrana también podrian resultar de la uniéon a

hormonas y de las interacciones con sus receptores. La aplicacion de Lantano aument6 el
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contenido de acidos grasos insaturados y, por lo tanto, aument6 los valores de irradiacion de
reflujo en las plantulas de trigo (Kotenilkova, et al., 2021). La aplicacion de Lantano y Cerio
incrementaron el contenido de lipidos polares y no polares en las membranas celulares,
evitando la senescencia de las hojas. Los iones mejoraron la estabilidad de las membranas
celulares y disminuyeron la penetracion de electrolitos, lo que aumento la resistencia a las

adversidades por bajas temperaturas en las plantas (Hu, et al., 2007; Haneklaus, et al., 2007).

Varios autores han reportado una mejor absorcion de nutrientes de las plantas tras la
aplicacion de lantanidos. Después de usar tierras raras como fertilizantes, la absorcion de
nitrogeno por el arroz aument6 en un 16.4%. Los jitomates absorbieron un 8.1% mas de NOs.
Los experimentos de cultivo en solucidon con algodén mostraron que la absorcion de N fue
acelerada por el suministro de La. La aplicacion de lantanos mezclados con nitrato aumento
la absorcion de N por parte del trigo. La aplicacion aumento la eficiencia del N utilizado por
el trigo del 20.2 al 26.3 %. La absorcion de fosforo por el arroz aumentd un 12% después de
fertilizar con fertilizante. La aplicacion de nitratos de lantanidos aumento la absorcion de P

en el trigo en un 10.9-12.3 % (Hu, Z., et al. 2007).
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Capitulo 3

Materiales y Métodos



3.1 Materiales

Medios de cultivo

Agar soya tripticaseina (BD Bioxon)
Agar bacteriologico (BD Bioxon)

Agar para métodos estandar (BD Bioxon)
Caldo soya tripticaseina (BD Bioxon)
Skim milk (BD Bioxon)

Equipo de laboratorio

Balanza analitica (OHAUS)
Campana de flujo laminar (ESCO)
Incubadora Modelo 3015 (VWR)

Espectrémetro de masas MALDI-TOF Autoflex Speed (BRUKER Daltonics)

Plates Ground (BRUKER Daltonics)
Microcentrifuga (miniSpin)
Microscopio Optico (ZEISS)
Autoclave (FELISA)

Vortex (SCIENTIFIC INDUSTRIES)
Potenciometro (OAKTON)

Equipo de filtraciéon MilliQ

Espectrometro de masas MALDI-TOF (Bruker, Daltonics)

Reactivos

ACC (SIGMA-ALDRICH)
Acetonitrilo HPLC (GOLDEN BELL)
Acido bérico (MERCK)

Acido citrico (J.T. Baker)

Acido clorhidrico (GOLDEN BELL)
Acido formico (GOLDEN BELL)
Acido glucénico (SIGMA-ALDRICH)
Acido malico (J.T. Baker)

Acido perclérico (J.T. Baker)
Acido trifluoroacético
ALDRICH)

Alcohol 96% (AZ)

Biotina (SIGMA- ALDRICH)
Bromotimol (SIGMA-ALDRICH)
Carbonato de calcio (HYCEL)
Cloruro de calcio (GOLDEN BELL)

(SIGMA-
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Cloruro de hierro
CHEMICALS)

Cloruro de lantano (SIGMA-ALDRICH)
Cloruro de magnesio (MERCK)

Cloruro de potasio (J.T. Baker)

Cloruro de sodio (GOLDEN BELL)
Dextrosa Anhidra (J.T. Baker)

Etanol grado HPLC (GOLDEN BELL)
FeEDTA (SIGMA-ALDRICH)

Fosfato de calcio (SIGMA-ALDRICH)
Fosfato de potasio dibasico (MACRON
CHEMICALS)

Fosfato de sodio (J.T. Baker)

Fosfato monopotasico (MERCK)

(MACRON

Harina de jaiba

Harina de soya (PISA)

Hidréxido de potasio (GOLDEN BELL)
Hipoclorito de sodio (Clorox)

3.2 Metodologia

Material biologico

Kit de tincion de gram (HYCEL)
L-Triptéfano (SIGMA- ALDRICH)
Matriz HCCA
hidroxicinamico) (SIGMA-ALDRICH)
Molibdato de sodio (J.T. Baker)

Nitrato de Lantano (SIGMA-ALDRICH)
NPK (Vigoro)
Oxido  de
ALDRICH)
Piridoxina (SIGMA-ALDRICH)

Sulfato de amonio (J.T. Baker)

Sulfato de amonio (J.T. Baker)

Sulfato de cobre (J.T. Baker)

Sulfato de hierro (J.T. Baker)

Sulfato de magnesio (GOLDEN BELL)
Sulfato de manganeso (GOLDEN BELL)
Sulfato de zinc (GOLDEN BELL)
Sulfato ferroso (J.T. Baker)

(acido—o—ciano—4—

molibdeno  (SIGMA-

Las bacterias endofitas aisladas de tejidos y suelo de banana usadas en este trabajo como

inoculantes fueron obtenidas del cepario del laboratorio 309 de la Universidad Autonoma de

Guadalajara, derivadas de investigaciones previas, algunas de estas bacterias componen una

formula que se aplica a plantaciones comerciales, la bacteria comercial se aislé de un

producto comercializado como FungiFree de FMC que fue utilizado exclusivamente con

fines de investigacion, y la bacteria de suelo se obtuvo del cepario de bacterias de suelo de

una plantacion bananera derivado del trabajo de tesis de licenciatura (Olmos-Arriaga, 2020).

Las bacterias utilizados fueron Bacillus velezensis (P1Vb), Enterobacter cloacae (C2) que

son endofitas de banana, y la cepa de B. oceanisediminis 109.1, proviene de un suelo

bananero del Estado de Colima.
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Plantas y su origen
Plantas ex-vitro de 12 meses de edad fueron compradas en los Asmoles, Colima y
transportadas al laboratorio para ser aclimatadas en macetas con un sustrato a base de fibra

de coco y perlita y agua corriente.

3.2.1 Crecimiento y determinacion de UFC aplicadas en los tratamientos.

Cultivo y activacion de cepas bacterianas

Se activaron las bacterias directamente del cepario de agar de soya tripticaseina, se tomo un
fragmento de agar de un cultivo almacenado en un vial de pléstico y se colocd en una caja
Petri para ser incubado por 16 horas. Se resembraron las 3 bacterias en agar soya tripticaseina
mediante la técnica de aislado como en la figura. Se incub6 durante 18 horas a 30°C hasta
tener la certeza de que la bacteria estaba pura, evaluando tal pureza mediante una tincién de
Gram. Se inocul6 el medio de cultivo caldo de soya tripticaseina al 50% mediante rayado en

placa y se incubo durante 18 horas en un agitador orbital a 150 rpm a 30°C.

3.2.2 Ajuste de la poblacion bacteriana para el inoculo inicial.

En un matraz de Erlen-Meyer con 45 mL de caldo de soya tripticaseina estéril, se inocularon
5 mL de cada bacteria ajustada con solucion salina glucosada. Después de la incubacion por
16 horas, se tomo el cultivo bacteriano del incubador y se centrifugaron 10 mL en un tubo
conicos tipo Falcon a 7,000 rpm, 7 minutos a 4°C. Se realizaron 2 lavados con solucién salina
al 0.9%, la biomasa se resuspendié en solucion salina glucosada 0.9%. Para el ajuste se utilizo
como blanco la solucion salina glucosada, en el espectrofotémetro UV-Vis (Lambda 25). Se
midi6 la absorbencia del concentrado y a partir de ahi se ajusto la bacteria hasta tener una

absorbancia de 1 a una ODgoo nm.

3.2.3 Inoculacion de medios en harina de soya comercial.

Se preparo el medio de harina de soya comercial al 1%, el cual fue esterilizado y este fue
inoculado con la bacteria ajustada a una OD600 nm 1. Se incubo por 16 horas a 30°C y 150
rpm, después de este tiempo se afiadio harina de jaiba al 0.1% previamente esterilizada al

medio y se incubo por otras 4 horas.

47



3.2.4 Diluciones seriadas y medicion de absorbancia.

Para la medicion de la absorbencia en cada tiempo para la construccion de la curva de
crecimiento, se tomo6 el medio de cultivo directamente del agitador orbital 10 minutos antes
de la toma de muestra, esta se dejo en reposo para que las bacterias inactivadas sedimentaran
y se tomd 1 mL de medio que fue colocado en las celdas para poder medir la absorbancia a

600 nm.

3.2.5 Determinacion de la curva crecimiento bacteriano por enumeracion de las
unidades formadoras de colonias (UFCs) por diluciones seriadas y plaqueo

Se hicieron diluciones seriadas para el tiempo 0 (To) correspondiente al tiempo de la
inoculacion de la bacteria. Se realizaron plaqueos de las diluciones desde la dilucion 2 hasta
la 5 en agar para métodos estandar. En el tiempo 16 horas (T16) de incubacion se tomo una
muestra de 100 pL, antes de la aplicacion de la harina de jaiba. Las diluciones seriadas se
realizaron colocando 900 pL de solucién salina y 100 pL del tubo anterior, se agit6 con la
ayuda del vortex y asi sucesivamente. En esta hora se realizaron plaqueos dependiendo del
crecimiento de la bacteria, se hicieron de la 6-10. A las 20 horas (T20) se tom6 muestra para
realizar el plaqueo muy similar al de las 16 horas, plaqueos de la dilucion 6 a la 10. Los

tiempos de colecta para la construccion de la curva de crecimiento fueron cada 4 horas.

3.2.6 Adaptacion de las plantas antes de la inoculacion de bacterias y la aplicacion de
las tierras raras.
Las plantas utilizadas, fueron plantas de banano micropropagadas de 12 meses de edad, en
ambiente controlado. Se pasaron a macetas con fibra de coco con perlita (75/25) estéril. Se
mantuvieron durante 2 semanas en adaptacion a una temperatura de 30° C, 16 horas de luz,
8 horas de oscuridad. Se irrigaron con 50 mL de agua cada tercer dia.

a) Irrigacion de las plantas

Tras 2 semanas de adaptacion se realizaron (7 o 9) grupos de 10 plantas cada uno.
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3.2.7 Tratamiento de las plantas.

Aplicacion de los biologicos y los quimicos

Los tratamientos se aplicaron cada semana, se coloc6 30 mL cercano al tallo, no se irrigo con
agua hasta después de dos dias del riego con el tratamiento.

En la tabla 4 se presentan las especificaciones de cada lote de plantas y sus tratamientos
durante 15 semanas. Cada 5 semanas se tomaron 3 plantas para recolectar microorganismos

y hacer mediciones de crecimiento. Se realizaron 9 tratamientos.

a) Fechas de aplicacion.
Fechas de aplicacion y las semanas en las que se aplicaron los 7 tratamientos del primer

lote de plantas.

Tabla 4. Numero de lote y especificaciones de los tratamientos para las plantas, en el lote 2

de plantas. En este ensayo se afiadid un lote extra que incluia la aplicacion de una bacteria

comercial.
Lote Especificaciones
| Lote 1 | Agua |
Lote 2 NPK al 10%
Lote 3 Cloruro de lantano 10 ppm
Lote 4 Nitrato de lantano 10 ppm
Lote 5 Harina de soya estéril 1% y harina de jaiba al 0.1%
Lote 6 P1lvb — Bacillus velezensis (3.20x10° UFC/mL)
Lote 7 C2 — Enterobacter cloacae (6.70x108 UFC/mL)
Lote 8 FIN — Bacteria comercial (2.70x10” UFC/mL)
Lote 9 109.1 — Bacillus oceanisediminis (6.30x10% UFC/mL)
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3.2.8 Determinacion de parametros de crecimiento en plantas tratadas.
Se realizaron mediciones de las plantas cada dos semanas iniciando en la semana 0. Con
ayuda de un Vernier se tomaron las medidas del ancho del tallo de todas las plantas, con una
regla de 30 cm se midio6 el alto de tallo.
En la semana 0 se contaron el numero de hojas totales y se marcd la tltima hoja formada.
Posteriormente cada semana se contaban cuantas hojas nuevas tenia la planta después del
punto mas alto.

a) Las raices fueron contadas cada 5 semanas de la misma planta para evitar que las

plantas se estresaran cada dos semanas.
b) Los pelos radiculares se observaron en el microscopio con tincion diaminobencidina

(DAB) con azul de anilina al 1%.

3.2.9 Recuperacion y enumeracion de las bacterias endoéfitas activadas.

Se seleccionaron plantas de cada lote de tratamiento que se usaron para la recuperacion de
microorganismos endofitos (activados) a las 5, 10, 15 y 20 semanas de tratamiento.
Primeramente, una vez separadas las plantas de las macetas, fueron lavadas con agua
destilada para eliminar el exceso de sustrato y polvo. Posteriormente se lavaron en orden
secuencial con hipoclorito de sodio al 0.6% durante tres minutos, alcohol al 80% durante un
minuto y tres lavados con agua destilada estéril durante un minuto cada uno, con la finalidad
de eliminar los agentes sanitizantes (Figura 7). Las plantas fueron secadas del exceso de
agua con una toalla de papel estéril bajo campana de flujo laminar.

Posteriormente, las plantas fueron cortadas en secciones correspondientes a las hojas, tallo
y raices hasta tener 1 gramo de cada seccion de tejido (Figura 6). El tejido fue macerado con
9 mL de solucidn salina estéril (0.9%) y se plaquearon 100 pL de la dilucion madre y las
diluciones 1, 2 0 3 en medio tripticaseina de soya. También se plaquearon las diluciones 2, 3
y 4 de la tierra cercana a la raiz. Las muestras incubaron por 72 horas, para obtener el nimero

de unidades formadores de colonia sobre gramo (UFC/gr).
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Figura 6. Secciones de tejido de las plantas de banana que fueron colectadas para la

enumeracion. aislamiento y caracterizacion funcional de bacterias endofitas post-tratamiento.

Cloro al 0.6% Etanol al 70% Agua estéril por
por 3 minutos por 1 minuto 1 minuto (x3)
- -
—l cncnlly —_ )
m— \ . /

Figura 7. Protocolo del lavado de plantas para eliminar microorganismos epifitos y recuperar

los microorganismos endoéfitos activados de las plantas tratadas y el control.
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3.2.10 Identificacion de bacterias aisladas recuperadas de los tejidos internos tratados
con bacterias y tierras raras por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Se seleccionaron las colonias con caracteristicas de morfologia colonial diferente del medio
de cultivo y estas fueron resembradas mediante aislados secuenciales hasta obtener cultivos
puros. Se confirmo la pureza de los aislados por el andlisis microscopico de células

bacterianas fijadas y tefiidas con Gram.

a) Preparacion de la matriz HCCA para el analisis de espectrometria de masas.

En un tubo Eppendorf nuevo, se pes6 10 mg de alfa-ciano-4-hidroxi-acido cindmico (HCCA)
y en el mismo tubo se agregd 500 pL de acetonitrilo, 475 pL de agua MilliQ y 25 pL de
acido trifluoroacético. Posteriormente, se coloco en el vortex y se guardd en el refrigerador

a 3°C.

|
V

O i-lrgTe,

Figura 8. Esquema de la metodologia para la extraccion y analisis de proteinas ribosomales

bacterianas usando espectrometria de masas MALDI-TOF.

b) Extraccion de proteinas ribosomales de células bacterianas.
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En tubos conicos tipo Eppendorf de 1.6 mL nuevos se afiadieron 300 uL de agua MilliQ para
suspender de 3 a 4 colonias provenientes de un cultivo de 14-16 horas y se agitaron
vigorosamente por 10 segundos. Se adiciond a la suspension bacteriana 700 pL de etanol
grado HPLC y fueron agitados en un vortex durante 5 segundos. La suspension fue
centrifugada por 2 minutos a 12,000 rpm en una microcentrifuga. Se elimind el sobrenadante
con cuidado para no eliminar el pellet. El tubo se volvid a centrifugar bajo las mismas
condiciones, para fines de eliminar todo el liquido y dejar el pellet celular libre. Los tubos se
dejaron secando al aire por espacio de 10-20 minutos. Al pellet se le coloco acido formico y
acetonitrilo grado HPLC (10-40 pL) dependiendo del tamano del pellet y este fue agitado
hasta resuspender, para después centrifugarlo a las mismas condicionadas mencionadas
anteriormente, para obtener las proteinas ribosomales en el sobrenadante y residuos de la

célula como la pared celular en el pellet (Figura 7).

¢) Analisis en el espectrometro de masas MALDI-TOF e identificacion.

Se coloco 1 pL del sobrenadante de cada extracto de proteinas de cada una de las bacterias
purificadas en la placa de acero inoxidable conocida como “plate ground”. Una vez seca la
muestra de proteinas, se afiadido 1 pL de la matriz HCCA. Se coloco el plate ground en el
espectrometro de masas MALDI Autoflex Speed (Bruker, Daltonics) y se utiliz6 el programa
Flex Control — Auto Flex TOF/TOF para poder obtener los picos de absorbancia, se utilizo
el método MBT_FC, la intensidad del laser se ajustd entre 15 a 50% dependiendo de los picos
que se obtuvieron con los primeros disparos (1000 disparos) y se dispararon 4 veces. Se
analizaron con el programa MALDI Biotyper Compass Explorer (Bruker, Daltonics) para

tener un resultado y un score de identificacion de las bacterias analizadas superior o igual a

2.

3.2.11 Pruebas agronomicas.
Preparacion de los medios de cultivo para cada prueba.

1. Medio NBrip (solubilizacion de fosfatos)
Se colocod 200 mL de agua destilada en un vaso de precipitado en una plancha de agitacion
con mosca. Posteriormente, se agregd 20 g/L de dextrosa anhidra, 5 g/L. Ca3(POs4)2, 10 g/L
MgCl,-6H,0, 0.25 g/L MgS04-7H>0, 0.2 g/L KCl, 0.1 g/L. (NH4)2SO4. Se agregd 300 mL
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de agua destilada, se ajusto el pH hasta llegar a 7 y posteriormente se agregd 15 g/L de agar

bacteriologico.

2. Medio NFB-malato (fijacion de nitrogeno)
Medio base — Se agregd 5 g/L. de 4cido malico, 0.5 g/L de KoHPO4, 0.2 g/L. de MgSO4 - 7H,0,
0.1 g/L NaCl, 0.02 g/L CaCl.
Elementos traza — Se coloc6 0.2 g/L NaxMoOs- 2H>0, 0.235 g/L. de MnSOs, 0.2 g/L H3BOs3,
0.25 g/L CuSos-7H20.
FeEDTA 1.64%
KOH 2N con bromotimol al 5X
Solucidén vitaminica — Se agreg6 0.1 g/L de biotina y 0.2 g/L de piridoxina.
Se coloco en un matraz 991 mL/L de medio base, 2 mL/L de elementos traza, 2 mL/L de
KOH con bromotimol, 4 mL/L de FeEDTA, se afor¢ al volumen deseado y se ajusté el pH a
5.5, se agreg6 15 g/L. de agar bacterioldgico. Después de esterilizarse se agregd 1 mL/L de
solucion vitaminica previamente esterilizada por filtracion con membrana. Tras la
esterilizacion se coloc6 1 mL de agar en tubos Eppendorf.
Un resultado positivo de este medio es el crecimiento de la colonia en el tubo y un cambio

de color del medio de verde a azul.

3. Medio para valoracion de la produccion de auxinas

Se realiz6 el medio de caldo de tripticaseina de soya al 50% para poder inocular las bacterias,
posteriormente se realizd un caldo de tripticaseina de soya al 50% adicionado con L-
Triptéfano al SmM, esterilizando la solucién de L-Triptofano mediante filtraciéon para
posteriormente adicionarla al caldo. Se inocul6 el caldo tripticaseina de soya al 50% mediante
asada y se dejo incubando durante 18 horas. Posteriormente, se inoculd el caldo de
tripticaseina de soya al 50% adicionado con L-Triptéfano con 1 mL del caldo anterior y se
dejo incubando durante 3 dias.

Pasados los 3 dias, se centrifugaron las muestras durante 7 minutos a 7,000 rpm a 4°C y se
tomaron 450 pL, se revel6 mediante el reactivo de Salkowski (0.26 gramos de FeCl; en 2mL

de agua, se tomd 400 pL de la solucion y se agregd a 20 mL de una solucién de acido
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perclorico al 35%) agregando 450 pL del reactivo al sobrenadante previamente tomado. Se
dejaron reaccionar durante 40 minutos.

Un resultado positivo de esta prueba es que la solucion tenga un viraje de color a rosa que
nos indica positivo a produccion de acido indolacetico, un color naranja o rojo nos indica

positivo a alguna auxina no especifica en esta prueba.

4. Medio de ACC deaminasas (1-aminociclopropano-1-carboxilato)
Se realiz6 la solucion de elementos traza con 0.1 g/L de H3BO3, 0.1119 g/L de MnSOs, 1.246
g/L de ZnSO4-TH20, 0.7822 mg/L de CuSO4-5H20, 0.1 g/L de MoOs. Después se hizo la
solucidn de sulfato de hierro, colocando 100 mg de FeSO4-7H>0 en 10 mL.
Posteriormente se hizo el medio DF, colocando 4 g/L de KH2POs, 6 g/l de NaHPO4, 0.2 g/LL
MgSO4-7H20, 2 g/L de glucosa, 2 g/L de acido gluconico, 2 g/L de acido citrico, 0.1 mL/L
de solucion de elementos traza, 0.1 mL/L de solucion de sulfato de hierro, se ajusto el pH a
6.8, posteriormente se agrego6 15 g/L de agar bacteriologico, se afor6 al volumen deseado y
se esterilizo en la autoclave.
Una vez estéril se afiadié 6 mL/L de ACC 0.5 M, previamente esterilizado mediante filtracion

por membrana de nitrocelulosa de 0.22 pm, al medio DF para después vaciarlo a cajas.

S. Medio de Sideroforos

Antes de la preparacion del medio, se lavaron todos los materiales con HCI al 6M durante
una hora, después se enjuagaron con agua MilliQ y se dejaron secar.

Se prepararon dos soluciones para un volumen total de 300 mL, la solucion uno se prepard
0.018 g de CAS en 15 mL de agua MilliQ, se prepar6 un stock de FeCl3 en 10mM de HCI
con 0.0027 g de FeCl3 en 10 mL de HCI al 10mM de donde solo se tomaron 2.7 mL,
posteriormente se pes6d 0.0219 g de CTAB (HDTMA) para 12 mL de agua MilliQ, se
vaciaron en un matraz y se le agregd 30 mL de agua MilliQ, mientras se mantuvo en
agitacion. Para la solucion 2, se disolvié 7.25 g de PIPES en 225 mL de agua MilliQ, se
ajusto el pH a 6.7 - 6.8 (la solucion se torna transparente) con NaOH al 50%. Una vez ajustado
se agregd 4.5 g de agar bacteriologico. Ambas soluciones se meten a esterilizar por separado.

Una vez estériles, ambas soluciones se mezclan con el cuidado de no formar espuma, se vierte
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la solucién conteniendo el CAS en la de PIPES y se le agregan 3 mL de glucosa al 20%

esterilizada por filtracion.

6. Procedimiento de inoculacion de la bacteria en la prueba.
Se activaron las bacterias seleccionadas para las pruebas agrondmicas del cepario en agar
tripticaseina de soya, se dejaron 18 horas incubando y se hicieron dos resiembras previas a

las pruebas se dejaron incubando durante 18 horas a 30°C.

7. Descripcion de la prueba de auxinas y acido indol acético
Se inoculd 5 mL de medio tripticaseina de soya, a las 18 horas de incubacién, se tomé 1 mL
del caldo y se inocularon 3 mL de medio tripticaseina de soya al 50% y se incub6 durante 18
horas. Se inocularon 3 mL de caldo tripticaseina de soya al 50% adicionado con SmM de L-
Triptofano, se dejaron en incubacion durante tres dias. Pasados los tres dias se realiza el

revelado con el reactivo de Salkowsky.

8. Descripcion del procedimiento de la prueba de solubilizacion de fosfatos, fijacion
de nitrogeno, proteasas y ACC deaminasa.

Del caldo tripticaseina de soya inoculado para la prueba de auxinas, se tom6 1 mL del medio
y se centrifugd a 12,000 rpm por dos minutos. Se decant6 el sobrenadante y se realizaron tres
lavados con solucion salina con 500 pL. Tras los lavados se le agregd 500 pL de solucion
salina y se agitd vigorosamente hasta tener las células resuspendidas. Una vez las células se
encontraban resuspendidas, se tomo un asa de nicromo para picado y se picéd por duplicado
cada medio. El medio de proteasas se incubd durante 20 horas, todos los medios restantes se
dejaron incubando 3 dias.
En la tabla 5 y la figura 9, se presenta la descripcion y aspecto del medio de la valoracion de
cada prueba agrondmica (positiva o negativa) realizada para caracterizar la funcionalidad de
las bacterias endofitas obtenidas de cada tratamiento. Las pruebas de sider6foros, NFB-
malato y auxinas se consideran positivas cuando hay un cambio de color en el medio. En la
prueba de proteasas y NBrip se considera positivo cuando se observa la formaciéon de un
halo en un medio con fondo turbio o el crecimiento de las colonias en un medio libre de

nitrogeno y suplementado con ACC (ACC deaminasa).
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Tabla 5. Valoracion de las pruebas agrondmicas promotoras del crecimiento de plantas

Medio Valoracion positiva

NBrip Formacion de halo transparente en el medio
NFB-malato Viraje de coloracion de verde a azul
Auxinas Tras revelado, coloracion rosa indica acido

indol acético.

ACC deaminasa Crecimiento en el medio

Sideroforos Viraje de color de azul a rojo en forma de
halo

Proteasas Formacion de halo transparente en el medio

+

Positivo TIAI _

Figura 9. Caracteristicas de las pruebas de funcionalidad agrondmica consideradas positivas
y negativas en los diferentes medios utilizados. a) proteasas, b) NBrip, ¢) sider6foros, d) ACC

deaminasa, e) auxinas y f) NFB
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3.2.12 Pruebas de antagonismo e inhibicion con hongos y bacterias patogenas.

Se realiz6 una seleccion de microorganismos patdgenos de plantas aislados en el laboratorio,
para las pruebas de inhibiciéon con bacterias se probaron 40 bacterias aisladas de los
tratamientos con Bacillus velezensis enlistadas en el cuadro 9. La evaluacién se hizo
utilizando una cepa de Kosakonia cowanii aislada de lesiones de agave (pudricion del
cogollo), Colletotrichum sp. aislado de lesiones antracnoticas de mango (M2), Phytophthora

cinnamoni aislado de aguacate y un hongo aislado de lesiones en flores de coco (6octDC4).

a) Inhibicion de bacterias

Para la prueba de inhibicion de la cepa de Kosakonia, se inocularon 40 bacterias endofitas
aisladas de las plantas tratadas con Bacillus en 5 mL de caldo de tripticaseina de soya al 50%
y se dejaron 16 horas en incubacién a 30°C a 130 rpm. Despues de la incubacion se
centrifugaron a 7,000 rpm por 7 minutos a 4 °C y se lavaron 3 veces con solucion salina y
despues las células se ajustaron a una absorbencia de 0.2 a 600 nm. Una vez ajustadas todas
las bacterias 10 uL de cada bacteria fueron inoculados en circulos de papel filtro y se dejaron
reposar durante 30 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, los discos fueron colocados e
incubados sobre agar tripticaseina de soya (TSA) y se dejaron en incubacion por 16 horas.
Por otro lado, células de Kosakonia se inocularon en 5 mL de caldo tripticaseina de soya al
50%. La bacteria se dejo en incubacién 16 horas a 130 rpm a 30°C. Se realizaron 3 lavados
y se ajusto a 0.2 de absorbancia y se colocd 100 puL en una caja con agar casoy al 50% y se
colocd un disco de papel de cada bacteria sobre el agar y se dejaron incubar durante 18 horas
hasta la aparicion de los halos de inhibicion. Este mismo procedimiento fue realizado para

determinar si las cepas endofitas recuperadas son inhibidoras de la cepa de B. velezensis.

b) Inhibicion de hongos

Para las pruebas de inhibicion de hongos, las cepas fueron resembradas en agar de papa
dextrosa y se colocd un fragmento circular del hongo + agar en la mitad de la caja nuevas.
Se incubd hasta por 5 dias hasta tener micelio activo. Se marcaron lineas a una distancia de
1 cm y con 3 cm de largo. En cada linea se inoculo una bacteria. Las placas se incubaron
durante 4 dias hasta que se observar la inhibicion, retencién o no efecto sobre el crecimiento

del hongo.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion



4.1 Resultados

Los objetivos principales de esta investigacion fue evaluar el efecto en el crecimiento en las
plantas de banano y la activacion del microbioma endoéfito en respuesta a la aplicacion de
tratamientos biologicos y quimicos, incluyendo dos tipos de fertilizacion. Para llevar a cabo
estos ensayos se decidio utilizar dos bacterias que provienen de la endosfera de las hojas y
una del suelo de una plantacion bananera; asi también dos sales de lantano que fueron
seleccionadas en un modelo de maiz y que de acuerdo con la literatura tienen un efecto en la
fertilizacion de las plantas.

Nuestro primer objetivo de este proyecto fue determinar la cinética de crecimiento de las
bacterias utilizadas en este estudio y ademas conocer el nlimero de unidades formadoras de

colonias que fueron aplicadas en cada tratamiento.

4.1.1 Determinacion de la cinética de crecimiento y de UFC de bacterias endofitas
aplicadas en las plantas de banana.

En la figura 9 se muestra que la bacteria C2 (E. cloacae) inicia (To) con una cantidad de
1.06x108 UFC/mL. De acuerdo con el incremento de UFCs observado, la bacteria completa
su fase logaritmica en las primeras 4 horas (T4), en las que se alcanza un valor de hasta 5x108
UFC/mL. La cinética de crecimiento no presenta cambios sustanciales en el numero de
UFCs/ml hasta una vez alcanzadas las 16 horas de cultivo, donde el nimero de UFCs entre
Ti2y Tie llega a las 9.50x10% UFC/mL. Después de este tiempo la cantidad de UFCs baja a
6.7x108 UFC/mL. No se observa un incremento después de la adicion de harina de jaiba
como fuente de quitina y proteina. También en la bacteria P1vb (B. velezensis) se determino
su cinética de crecimiento. El cultivo en Ty arranca con 2.3x10° UFC/mL y después de las
primeras 4 horas de cultivo, llega a una cantidad de 3.80x10® UFC/mL, por lo que
consideramos este tiempo como la fase Lag. De acuerdo a los nimeros de UFCs, la fase
logaritmica tiene una duracion de 8 horas (T4 hasta Ti2). En el Ts, que es la fase media
logaritmica se contaron 2.40 X107 UFC/mL. La fase estacionaria inicia en el T2 con un total
de 3.2x108 UFC/mL. En el tiempo T se aplico la harina de jaiba al 0.1% donde se observa
un incremento de una unidad llegando hasta 3.2x10° UFC/mL. La bacteria comercial (F1N)
comienza el Ty con 2x10° UFC/mL y se mantiene hasta 5.65x10° UFC/mL en el Ts. desde Tg

hasta la T completa la fase logaritmica alcanzando hasta 1.15x10° UFC/mL. La adicion de
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harina de soya no tiene un efecto sobre el crecimiento y después de T16, el cultivo decae a
una cantidad de 2.5x107 UFC/mL.

La bacteria de suelo B. oceanisediminis (109.1), inicia con 6.20x10° UFC/mL, teniendo desde
este momento hasta las T1» una fase logaritmica que lleg6 a 5.5x10% UFC/mL, desde las 12

horas hasta las 20 horas se mantuvo una fase estacionaria terminando con 6.3x108 UFC/mL.

Cinética de crecimiento
10

9.5

S 7.5
7
6.5
6
5.5
TO T4 T8 T12 T16 T20
—e—C2 Plvb Comercial B. oceanisediminis
C2 Plvb Comercial B. oceanisediminis
TO 1.06E+08 2.30E+06 2.00E+06 6.20E+05
T4 5.00E+08 3.80E+06 5.65E+06 2.60E+06
T8 5.10E+08 2.40E+07 2.50E+08 2.00E+07
T12 5.60E+08 3.20E+08 6.70E+08 5.50E+08
T16 9.50E+08 5.25E+08 1.15E+09 6.45E+08
T20 6.70E+08 3.20E+09 2.50E+07 6.30E+08

Figura 10. Cinética de crecimiento (Logio) de 4 bacterias inoculadas en medio de cultivo
harina de soya 1% + 0.1% MgSOs adicionado con harina de jaiba (0.1%) a las 16 horas. La
tabla insertada en la figura muestra los numeros de UFC’s alcanzados en el cultivo durante

20 horas de incubacion.
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Una vez estandarizadas las cantidades de bacterias y lantanidos se hicieron aplicaciones
semanales hasta por 15 semanas, para medir los efectos sobre el crecimiento de las plantas
midiendo distintos parametros y observando el comportamiento de vigor y clorosis de las

hojas.

4.1.2 Efecto en el crecimiento de las plantas de banana por la aplicacion de bacterias
endofitas y lantanidos.

Las plantas usadas para la experimentacion, fueron tratadas semanalmente y por cada 5
semanas hasta la semana 15. En cada tiempo se Midieron parametros del crecimiento
incluida la altura y ancho del tallo, nimero de hojas nuevas (emergencia de hojas), y el
namero de raices, peso fresco y peso seco total inicamente en la semana 15.

La figura 11, muestra el analisis estadistico del comportamiento del crecimiento de las
plantas tratadas con bacterias y tierras raras. En este andlisis se presentan las diferencias entre
lotes de tratamiento (letras minusculas) y las diferencias a través del tiempo de cada
tratamiento (letras mayusculas). Con respecto a la diferencia del crecimiento basado en la
altura del tallo, observamos que a las 5 semanas existen diferencias estadisticamente
significativas entre los lotes de plantas tratadas con la harina de soya como fertilizante

organico (2.05 + 0.98 cm), asi como en las bacterias P1VDb (B. velezensis) con un tamafio de
2.35+#1.16 cm y la bacteria comercial (B. amyloliquefaciens) con 2.15 += 0.75 cm.

Observamos que el incremento en la altura del tallo inducida por C2 (E. cloacae) de
aproximadamente 3.05 £ 0.55 cm fue superior a los otros grupos de plantas en este tiempo.
Sin embargo, el lote tratado con nitrato de lantano La(NOs3); presento el menor crecimiento
del tallo con 0.75+0.72 cm, seguido del tratamiento con LaCls (1.14 0.57 cm) y la bacteria
de suelo (B. oceanisediminis) con 1.15+0.71 cm. A las 10 semanas se comienzan a observar
diferencias significativas con el crecimiento a las 5 semanas. Entre grupos las respuestas a la
inoculacién fueron agrupadas en 4, que incluyen al agua (control), LaClz y La(NO3)s3 en el
primer grupo, a NPK y B. oceanisediminis en el segundo, harina de soya, P1vb y FIN en el
tercero y a C2 en un cuarto grupo. Entre el tiempo 5 y 10, los grupos que tuvieron un
estancamiento en el crecimiento fueron el control (H20) y los lantanidos.

Las plantas tratadas con harina de soya y C2 tuvieron un crecimiento ligeramente mayor a 1

cm. Después de 15 semanas, observamos diferencias significantes nuevamente en los grupos
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correspondientes a la harina de soya, P1vb C2 y FIN quienes incrementaron respectivamente
1.31+0.84, 1.56+0.56, 1.75+0.71 y 1.50 + 0.89 centimetros. Los lotes que tuvieron el menor
incremento fueron el control (0.56 + 0.42 cm), Nitrato de lantano (0.63 £ 0.52 cm) y 109.1
(0.63 £ 0.58 cm). Los unico lotes que al final muestran diferencias con respecto al tiempo
fueron la harina de soya, P1Vb y C2.

El segundo parametro de medicion sobre el efecto de las inoculaciones en las plantas fue el
grosor del tallo. En la semana 5, los grupos que no presentan diferencia significativa fueron
el control de agua, NPK, LaCl3, y 109.1. Por otra parte los grupos que si mostraron una
diferencia pertenecen a la harina de soya que mostro un aumento de 2 + 0.46 mm, la bacteria
C2 con 2.75+ 0.83 mm, FIN 2.28 = 0.71 mm, 1.83 mm en Plvb y LaCl3 con 1.69 £ 0.95,
siendo este ultimo dentro de este grupo de pruebas, el que menor efecto tuvo en el tiempo.
Se observo la misma tendencia del grosor del tallo respecto en las siguientes semanas de
medicion, con una disminucién en la tasa de crecimiento respecto a la semana 5, lo que
sugiere nuevamente un estancamiento del crecimiento como se observa claramente en los
tiempos 10 y 15. Aparentemente los tratamientos que indujeron la mayor altura se observo
en las plantas tratadas con C2 y harina de soya.

La emergencia de hojas aumento en las primeras 5 semanas y después se detiene. En el
numero de hojas los tratamientos bioldgicos (C2, FIN, P1vb y 109.1) presentan diferencias
significativas entre la semana 10 y 15 de seguimiento y en la aplicacion de harina de soya.
En el seguimiento se observd en promedio que durante todo el ensayo el mayor nimero de
hojas nuevas fueron formadas en el lote de la harina de soya con 3.24 hojas y las bacterias
FIN 3.48 hojas, P1vb con 4 hojas nuevas, C2 con 4.2 hojas nuevas totales. Este conjunto de
ensayos muestra también que aunque la soya es el vehiculo de aplicacion de las bacterias,
entres estas se mantienen comportamientos diferentes, lo cual diferencia el efecto de las
bacterias con respecto a la harina.

La figura 12, presenta los aspectos macroscopicos de plantas de los lotes tratados. En
resumen, el crecimiento aéreo fue ligeramente mayor en los tratamientos con Plvb, C2 y
harina de soya y B. amyloliquefaciens. Los dos tratamientos con menor crecimiento aéreo

fueron con el nitrato de lantano y la bacteria 109.1.
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Figura 11. Comportamiento en los parametros de crecimiento de plantas de banana
Cavendish inducidos por la aplicacion de bacterias y tierras raras desde la semana 0 hasta la
semana 15. En este andlisis se observan diferencias entre lotes de tratamiento (letras

minusculas) y las diferencias a través del tiempo de cada tratamiento (letras mayusculas).
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~Agua NPK ~ Harina de soya

Cloruro de lantano _ Nitratodelantano __________Plvb_

C2 B. amyloliquefaciens B. oceanisediminis

Figura 12. Aspecto del crecimiento aéreo de plantas con tratamientos quimicos y biologicos
después de 15 semanas. Las plantas tratadas con las bacterias enddfitas C2 y Plvb
presentaron el mayor crecimiento aéreo. Por otra parte las plantas con menor crecimiento

fueron tratadas con B. oceanisediminis, agua'y NPK.
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Enla figura 13 y 14 se presenta tanto el aspecto macroscopico del tipo y el nimero de raices
en todos los lotes tratados. El nimero final de la raices en las plantas tratadas con nitrato de
lantano tuvieron hasta 16 raices, seguido de P1vb y FIN con 13 raices, cloruro de lantano y

109.1 con 12 raices, C2, agua y harina de soya con 11 raices y NPK con 9 raices.

En la figura 14, se muestra el comportamiento en el niimero de raices vivas desarrolladas en
las semanas 0, 5, 10 y 15. Donde podemos ver que en el tratamiento de nitrato de lantano hay
un mayor niumero de raices desde la semana 5 (13 raices) teniendo un incremento de 6 raices
desde la semana 0, en las semanas posteriores aument6 hasta 14 en la semana 10y 16 en la
semana 15. En el tratamiento de agua y NPK, inicialmente con 7 y 5 raices respectivamente,
se observa que en las primeras dos mediciones, semana 5 y 10, hay 10 raices en promedio en
las plantas de agua y 8 raices en NPK, se mantuvo durante la semana 10 y en la semana 15
hubo un incremento de una sola raiz, con 10 y 9 raices.

En el tratamiento de harina de soya, inicid con 7 raices en la semana 0, presenta 9 raices en
la semana 5, 11 en la semana 10 y 15. En el tratamiento de cloruro de lantano tiene
inicialmente 6 raices, en la semana 5 fueron 8 raices, en la semana 10 11 raices y en la semana
15 alcanza hasta 12 raices. En los tratamientos de bacterias endofitas, P1vb y C2, se iniciaron
con 5 raices, en la semana 5 hay 8 y 6 raices respectivamente, en la semana 10 aumentan 3 y
5 raices alcanzado hasta 9 y 11 raices. Finalmente en la semana 15 estas plantas formaron
13y 11 totales.

En el tratamiento con la bacteria comercial las comenzoé con 5 raices, hubo un aumento de
7 raices en la semana 5 y en la semana 15 hubo un incremento de 6 raices, terminando con
13. Con la bacteria de suelo se comenzo el tratamiento con 5 raices, se tuvieron 7 raices en

la semana 5, 10 raices en la semana 10 y se obtuvieron 12 raices finales.

La figura 13, se muestra un comparativo de la morfologia de las raices y su longitud. Como
de puede observar el control de agua tiene poca cantidad de raices vivas, sin embargo, tiene
raices muertas que sirven para anclaje. En el tratamiento de NPK cuenta con raices con una
buena longitud, tiene raices muertas y raices vivas. En el tratamiento de harina de soya tiene
un mayor numero de raices vivas y tienen una mayor longitud que los otros dos controles.

Ambos tratamientos de tierras raras tiene buena longitud de las raices vivas y tienen una
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mayor concentracion de raices vivas a comparacion de raices de anclaje. En los tratamientos
de bacteria, se puede recalcar la longitud de las raices de P1vb y C2, también se puede notar
que tienen mayor cantidad de raices vivas a comparacion de los otros dos tratamientos de
bacterias que son la bacteria comercial (F1N) y la bacteria de suelo (109.1).

En cuanto las raices, nitrato de lantano y P1vb fueron los tratamientos con mayor longitud,
después fueron NPK, C2 y harina de soya se observan a una longitud similar, por tltimo el
de agua, cloruro de lantano, B. amyloliquefaciens y B. oceanisediminis fueron las que se

observan con raices mas pequefias.

A

Cloruro de lantano Nitrato de lantax{ V Plvb

o

T T —

C2 B. amyloliquefaciens

R Y

B. oceanisediminis
Figura 13. Influencia de los tratamientos quimicos y bioldgicos sobre el crecimiento de las

raices. Los tratamientos con nitrato de lantano y P1vb, muestran la mayor induccion en el

crecimiento de la masa radicular.
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Figura 14. Comportamiento de la formacion de raices (nimero de raices totales para cada
tiempo) desde el tiempo 0 hasta la semana 15. Se observa que el mayor numero de raices

formadas se presenta en el tratamiento con nitrato de lantano.

Con respecto al peso fresco de las plantas, el tratamiento que indujo el mayor peso fresco fue
C2 con 55.39¢gr, seguido de P1vb con 52.60gr, posteriormente harina de soya con 43.23 gr,
FIN con 37.14gr, NPK con 32.74gr, 109.1 con 30.39gr, nitrato de lantano con 27.02 gr,
cloruro de lantano con 21.93 gr y finalmente agua con 19.36gr.

Por ultimo el panel C, presenta el peso seco donde C2 fue el que tuvo un mayor peso con
3.28gr, P1vb con 3.10gr, harina de soya con 2.72gr, FIN con 2.20gr, 109.1 con 2.14gr, NPK

con 2.09 gr, nitrato de lantano con 1.99gr, agua con 1.46gr y nitrato de lantano con 1.37gr.
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4.1.3 Contenido de UFCs en tejidos de plantas tratadas después de S, 10, 15 y 20
semanas de aplicaciones de los tratamientos quimicos y bioldgicos.

El objetivo de enumerar la cantidad de UFCs en los diversos tejidos post-tratamiento se
realizo con la intencion de medir la colonizacidn en aquellos lotes que fueron inoculados con
bacterias endofitas. Sin embargo la oscilaciones en el contenido de bacterias por tratamientos
con las tierras raras o el NPK, sugiere que ante el estimulo, existe una respuesta del
microbioma, en donde este se activa y en consecuencia crea una respuesta que beneficia a la
planta.

En la figura 15, se presentan las diferencias de unidades formadoras de colonias en el tejido
de la hoja en la semana 0 se encontr6 un valor inicial de hasta 1.6x10> UFC/gr en casi todos
los tratamientos. En la semana 5, el tratamiento control y la cepa comercial mostraron un
incremento de hasta 2 ordenes en el niimero de UFCs alcanzando un valor de 2.99x10* por
gramo, siendo este el mayor incremento observado en todos los lotes, seguido por el
tratamiento con la bacteria B. velezensis. En el tratamiento control (agua) en la semana 10 la
cantidad de UFCs se redujo a 2.99x10% y esta tendencia se mantuvo hasta la semana 15 con
3.07x10° UFCs. Para el tratamiento con el fertilizante NPK el mayor incremento de UFC
observado ocurre en la semana 10, con hasta 2.03x10* UFC/gramo de tejido. Los valores
UFC en este tratamiento decaen en la semana 15 casi al mismo nimero de UFCs presentes

en la semana 0.

El tratamiento con harina de soya, aumento la cantidad de bacterias en un orden en la semana
5 (hasta 2.79x10° UFC/g) y después bajo en la semana 15 a un valor casi idéntico al inicial.
Los cambios en el contenido de UFC por la aplicacion de cloruro de lantano muestran una
disminucion ligera del valor inicial y sube hasta un orden logaritmico hasta la semana 15
(2.75x10%). El nitrato de lantano, tuvo un incremento de UFCs de casi dos ordenes con
respecto al contenido inicial de bacterias comparado con su mismo tratamiento en la semana
10. La enumeracion llego 3.04x10% mientras que en la semana 15 regreso a los valores
iniciales.

Por otra parte, los tratamientos bioldgicos también influenciaron en el contenido de UFC en
las hojas. Sin embargo el nimero de UFCs no fue diferente al reportado en los tratamientos

no biologicos.
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De acuerdo a los resultados mostrados en la figura 15, la cantidad de bacterias cultivables y
recuperadas del tallo, fue bastante similar a los nimeros de UFC’s encontrados en las hojas,
con la diferencia de que las plantas tienen un numero mayor de UFC en esta seccion de la
planta de aproximadamente un orden con respecto a las hojas. Los cambios mas significativos
ocurrieron en las plantas tratadas con nitrato de lantano en la semana 10y 15 donde el nimero
de UFCs es de 1 orden superior al inicio de las aplicaciones. Practicamente todos los lotes
comenzaron con una cantidad similar a 3.8x10° UFCs.

Solo aquellas plantas tratadas con C2 tuvieron un incremento de casi un orden en la semana
5 (2.52x10%). En la semana 15 los tratamientos con C2 y 109.1 tuvieron una disminucion por
debajo del tiempo cero.

En la raiz, el nimero de UFC en todos los lotes fueron similares a Logio=3 en la semana 0.
En los tratamientos con NPK, harina de soya LaCl3 y 109.1 no se observd un aumento
significativo en el niimero de UFCs en las primeras 5 semanas. Por el contrario los
tratamientos con mayor incremento en el nimero de UFCs en las raices fue la cepa comercial,
seguida de C2, nitrato de lantano y B. velezensis (P1vb).

Posterior a la semana 5, solo los tratamientos con C2 y P1vb y la cepa comercial mantuvieron
los mismos niveles de UFC durante todo el ensayo, por ejemplo en la semana 15 C2 tuvo
8.3x10* UFC/gr de raiz, P1vb (6.85x10%), FIN (6.8x10%). el resto de los tratamientos tuvieron

una disminucién del contenido de bacterias.

71



6.00 -

5.00 A

4.00 4

Logl0
w
S

2.00

0.00 -

w Semana 0 ® Semana 5
Hoja
Agua NPK H. soya Cloruro Nitrato Plvb
Tratamientos
» Semana 0 w Semana 5
Tallo
Agua NPK H. soya Cloruro Nitrato Plvb
Tratamientos
w Semana 0 w Semana 5
Raiz
Agua NPK H. soya Cloruro Nitrato Plvb
Tratamiento

Semana 10

c2

Semana 10

c2

Semana 10

C2

© Semana 15

FIN 109.1

= Semana 15

FIN 109.1

“ Semana 15

FIN 109.1

Figura 15. Numero de bacterias endéfitas (UFC/g de tejido) de plantas tratadas desde el

tiempo 0 hasta las semanas 0, 5, 10 y 15. El comportamiento entre tratamientos es variable.
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4.1.4 Analisis de la diversidad filogenética (taxonomica) de los aislados cultivables
derivados de los tratamientos bioldgicos y quimicos.

Las plantas albergan una gran cantidad de microorganismos en los tejidos internos, este
espacio en las plantas es conocido como la endosfera y los microorganismos que la habitan
los nombramos endofitos. Actualmente se ha intensificado el conocimiento de los taxas de
grupos microbianos especificos en las plantas, mismos que pueden ser modificados en
respuesta a estimulos. Bajo el concepto del “cry for help”, las plantas reclutan
microorganismos del suelo que alteran positivamente sus respuestas a patdogenos o
condiciones como estrés salino o la sequia. Por otra parte el concepto de activacion del
microbioma no estd totalmente entendido y algunas veces puede ser confundido con el
reclutamiento. En nuestro caso hemos propuesto que la activacion del microbioma involucra
microorganismos que no son cultivables y que posteriormente a un estimulo, estos se pueden
aislar y al evaluar sus capacidades funcionales contribuyen positivamente a la respuesta que
los “despertd”.

Se aislaron bacterias endofitas de las plantas de los 9 lotes tratados, tres plantas por
tratamiento por semana. En la figura 16 se muestran la representacion de los porcentajes de
los filos encontrados en las plantas del segundo lote, donde se hicieron 9 tratamientos
diferentes. En las plantas antes de iniciar los tratamientos (semana () se aislaron e
identificaron la cantidad 16 bacterias, donde de acuerdo a los géneros y especies
identificadas, las bacterias fueron clasificadas en un 26.67% como Firmicutes, 13.33% como
Betaproteobacteria, 46.67% de Gammaproteobacteria y 13.33% como Actinobacteria. De
acuerdo a reportes previos en banana (Beltran-Garcia et al., 2021) esta es una composicion
cultivable tipica en plantas micropropagadas. A continuacion se presenta la diversidad
taxondémica de acuerdo a las semanas de tratamiento. Los géneros y especies identificados

en cada tratamiento con respecto a la semana se presentan en la figura 17.

a) Cambios en la diversidad taxonomica a las 5 semanas.
A las 5 semanas de tratamiento, en las plantas control irrigadas con agua, a partir de una
identificacion de 25 bacterias derivadas del aislamiento, se encontré una modificacion en la

composicion de las Gammaproteobacteria quienes tienen una abundancia del 66.67%. El filo
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de los Firmicutes representaron un 11% juntos con las clases Alfa y Betaproteobacteria
completan el 100% de la diversidad.

En contraste en esta semana el tratamiento con NPK presento un 80% de Firmicutes y un
20% de Gammaproteobacterias. Este andlisis fue hecho a raiz de una identificacion de 26
bacterias. Las plantas tratadas con harina de soya como vehiculo de las bacterias y nutriente
organico a partir de 21 aislados, tuvo una composicion taxondémica del 31.58% de Firmicutes,
10.53% de Alfaproteobacteria, 15.79% Betaproteobacteria, 21.05% Gammaproteobacteria,
5.26% Actinobacterias y un 15.79% de bacterias pertenecientes al filo de los Bacteroidetes.
El tratamiento con cloruro de Lantano y a partir de 28 bacterias aisladas mostré una
composicion del 31.82%  Firmicutes, 9.09% de Alfaproteobacterias, 4.55%
Betaproteobacterias, 40.91% de Gammaproteobacterias y un 13.64% Actinobacteria. En el
tratamiento de nitrato de lantano, se lograron identificar 31 bacterias y se hallo que el 21.43%
pertenece al filo Firmicutes, 14.29% a la clase Alfaproteobacteria, 3.57%
Betaproteobacterias, 42.86% de Gammaproteobacteria y un 17.86% al filo Actinobacteria.
Por otra parte, los tratamientos biologicos mostraron diferencias principalmente en el
contenido de Firmicutes inducidos especificamente por los tres tipos de Bacillus. En las
plantas del tratamiento con la cepa P1vb (B. velezensis) se identificaron 32 bacterias que en
conjunto muestran una distribucion taxonémica de Firmicutes con el 47.06%, 11.76% de
Betaproteobacteria, 23.53% Gammaproteobacteria y 17.65% Actinobacteria. El tratamiento
con C2, presenta un 37.93% de Firmicutes, 13.79% de Alfaproteobacteria, 3.45% de
Betaproteobacteria, 17.24% de Gammaproteobacteria y 27.59% Actinobacteria. S Este
arreglo fue hecho a partir de 30 aislados identificados representativos del total de
microorganismos aislados.

En la bacteria comercial (FIN) en la semana 5, se identificaron 31 bacterias y se encontrd
que la composicion taxonomica fue del 42.11% Firmicutes, 10.53% Alfaproteobacteria,
5.26% Betaproteobacteria, 26.32% Gammaproteobacteria, 5.26% Actinobacteria y un
10.53% de Bacteroidetes. Al igual que la harina de soya y el tratamiento con la cepa 109.1
En este tratamiento con la cepa de suelo bananero (B. oceanisediminis), se identificaron 34
bacterias de las cuales el 34.48% pertenecen a los Firmicutes, el 6.9% son Alfaproteobacteria,

27.59% Gammaproteobacteria, 17.24% Actinobacteria y 13.79% Bacteroidetes
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b) Cambios en la diversidad taxonomica después de 10 semanas de tratamiento.

El tratamiento con agua, presento a partir de 22 bacterias identificadas un comportamiento
de diversidad taxondmica del 44.83% pertenecientes al filo de los Firmicutes, 10.34% de
Alfaproteobacteria, 3.45% de Betaproteobacteria, 17.24% de Gammaproteobacteria y un
24.14% Actinobacteria. En las plantas tratadas con el NPK se encontré que la distribucion
tuvo cambios con respecto a las 5 semanas, en este tiempo a partir de una identificacion de
29 Dbacterias, se hall6 una composicion del 53.55% Firmicutes, 13.33% de
Alfaproteobacteria, 26.67% Gammaproteobacteria y un 6.67% Actinobacteria. Por lo que la
reduccion de Firmicutes es sobresaliente.

Las plantas tratadas con harina de soya tuvieron una composicion del 25.93% de Firmicutes,
las Alfa, Beta y Gammaproteobacteria tuvieron una proporcion del 7.41%, 11.11% de
Actinobacteria y 3.70% Bacteroidetes. Las plantas con sales de Lantano presentan
diferencias significativas en la composicion representativa de las bacterias identificadas, por
ejemplo el cloruro de Lantano a partir de 31 cepas identificadas se hallo que el 52%
pertenecen a los Firmicutes, 12% de Alfaproteobacterias, 4% de Betaproteobacteria, 28% de
Gammaproteobacterias y 4% del filo Actinobacteria. Por el contrario el nitrato de Lantano
presento derivado de la identificacion de 33 bacterias aisladas tuvo la mitad de los Firmicutes
(25.93%), 3.70% de Alfa y Betaproteobacteria, y un aumento del 30% de
Gammaproteobacteria con un 48.15%, 7.41% de Actinobacteria y la presencia de bacterias

pertenecientes al filo Bacteroidetes en un 11.11% con respecto al cloruro de Lantano.

Las plantas tratadas con la bacteria B. velezensis, tuvieron 63.64% de firmicutes y 36.36%
de Gammaproteobacterias, siendo este un cambio drastico con respecto a la semana 5. Las
plantas tratadas con la cepa C2 o E. cloacae, presentaron un 50% de Firmicutes, 40% de

Gammaproteobacterias y un 10% de Actinobacteria.
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Figura 16. Comparativo de la diversidad taxondmica a nivel de filo y clase de las bacterias

identificadas en las plantas bajo diferentes tratamientos durante 15 semanas. La composicion

taxondmica fue dindmica y tuvo cambios drasticos entre los mismos tratamientos por semana.
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En el tratamiento con la bacteria comercial (FIN), las bacterias identificadas presentan una
diversidad taxondmica de 69.23% Firmicutes, 23.08% de Gammaproteobacteria y un 7.69%
de Actinobacteria.

El tratamiento con la bacteria de suelo 109.1 (B. oceanisediminis), se identificaron en total
30 cepas de las cuales el 48.15% fueron Firmicutes, 3.7% de Alfaproteobacteria, 7.41%

Betaproteobacteria, 29.63% Gammaproteobacteria y un 11% de Bacteroidetes.

¢) Diversidad taxonomica después de 15 semanas de tratamiento.

En la semana 15 se tuvieron menos aislados y correlaciona con el nimero de UFC’s, que
tuvo una tendencia a disminuir, alcanzando valores de microorganismos cultivables similares
al de la semana 0. El tratamiento control presento en su composicion un 28.57% de
Firmicutes, 21.43% Alfaproteobacteria, 7.14% de Betaproteobacteria, 35.17%
Gammaproteobacteria y un 7.14% del filo Actinobacteria. Las plantas tratadas con NPK
tuvieron un 66.67% Firmicutes, 25% de Betaproteobacteria y 8.33% de
Gammaproteobacteria. En la plantas con Harina de soya a partir de 17 bacterias identificadas
representaron un 62.54% Firmicutes, 7.69% Betaproteobacteria y un 30.77%
Gammaproteobacteria. Por otra parte, las sales de Lantano, en especial el cloruro de Lantano
tuvo una diversidad taxonomica diferente a los tiempos anteriores de colecta. En la semana
15 se presentd un 50% Firmicutes, 25% Gammaproteobacteria, y un porcentaje igual al
12.55% tanto de Actinobacteria y Bacteroidetes. En el tratamiento con nitrato de Lantano,
no presento bacterias pertenecientes al filo de los Bacteroidetes y Actinobacteria. Por otra
parte, encontramos un 61.54% de Firmicutes, 7.69% de Alfa y Betaproteobacteria y el
23.08% de Gammaproteobacteria. Las plantas tratadas con B.velezensis tuvieron un 46.15%
fueron Firmicutes, 7.69% de Betaproteobacteria, 30.77% de Gammaproteobacteriay 15.38%
de Actinobacteria. Las plantas con aplicaciones de C2, manifestaron la menor diversidad ya
que practicamente las bacterias identificadas se distribuyeron en un 71.43% Firmicutes y un
28.57% Gammaproteobacteria. Las plantas tratadas con la cepa comercial también presento
cambios en la composicion microbiana, donde el 80% fueron Firmicutes, el 10%
Betaproteobacteria y 10% de Gammaproteobacteria. Por ultimo, la cepa de suelo 109.1 en la

semana 15 se encontré6 un 87.5% Firmicutes y 12.5% de Gammaproteobacterias.
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d) Bacterioma cultivable identificados en las plantas tratadas.

En la figura 17, se representa la diversidad del bacterioma cultivable de las plantas en las 15
semanas de experimentacion a nivel de género y especie. Los colores en los cuadros indican
el tratamiento del cual se aisld la bacteria. La semana 0 se representa en color rosa, el
tratamiento con agua en amarillo, el NPK en amarillo-limén, cloruro de lantano en azul,
nitrato de lantano en gris, harina de soya en verde tenue, P1vb en verde oscuro, C2 en morado,
FIN en azul claro y 109.1 en naranja.

En la figura 17, se representa los cambios en la activacion del microbioma a través de las
semanas de tratamiento, empezando desde la semana 0 donde se observar la presencia de 14
géneros y especies diferentes, entre estos: Acinetobacter junii, Aeromonas jandaei, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus sonorensis, Curtobacterium sp., Herbaspirillum
aquaticum, Herbaspirillum huttiense, Microbacterium paraoxydans, Pseudomonas
citronellolis, P. monteili, P. mendocina, P. stutzeri'y Stenotrophomonas sp. En la semana 5,
hubo un incremento de las bacterias cultivables y dependieron del tratamiento aplicado
(diferenciar entre tratamientos). donde podemos ver que aparecen nuevas especies de
Achromobacter, Aeromonas, Agromyces, Arthrobacter, Bacillus, Brachybacterium,
Brevibacterium, Brevundimonas, Cellulomonas, Cellulosimicrobium, Chryseobacterium,
Cupriavidus, Curtobacterium, Devosia, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia,
Falsibacillus, Flavobacterium, Gordonia, Herbaspirrilum, Hydrogenaphaga, Lactobacillus,
Lysinibacillus, Microbacterium, Ochrobactrum, Paenarthrbacter, Paenibacillus, Pantoea,
Pichia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Sphingobacterium, Sphingomonas,
Sphingopyxis, Staphylococcus, Stenotrophomonas, Streptococcus, Stenotrophomonas,
Streptococcus, Streptomyces, Terrimonas'y Thauera. En la semana 10 y 15 se activaron otros
géneros como Acidovorax, Azoarcus, Bacteroides, Burkholderia, Candida, Castellaniella,
Corynebacterium, Cryptococcus, Glutamicibacter, Pandoraea, Paraburkholderia vy
Rhodosporidium, también se activaron diferentes especies de los géneros ya mecionados en

la semana 5.
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Figura 17. Diversidad del bacterioma activado (género y especie) en plantas de banana de

acuerdo al tratamiento y la semana de aislamiento. Los generos fueron distribuidos

principalmente entre Bacillus (Firmicutes), Pseudomonas

(Gammaproteobacteria),
Paenibacillus (Firmicutes) y Lactobacillus (Firmicutes)

e) Diversidad funcional de las cepas aisladas de cada tratamiento.

79



En la figura 18 se muestra una representacion de la funcionalidad de las bacterias aisladas e
identificadas en cada tratamiento por semana, cada tono de violeta representa un rango de
porcentaje en orden creciente de la tonalidad. En total se analizaron 351 bacterias
identificadas de un total 679 bacterias identificadas (a partir de un total de 728, solo 49 cepas
no fueron identificadas) para las distintas pruebas agrondmicas, este nimero de bacterias
representa un 40% del total de los microorganismos identificados. En las plantas antes del
tratamiento (tiempo 0) se hallo que el 30.77% de las bacterias son positivas a proteasas,
46.15% a NBrip, 61.54% a la prueba de ACC deaminasa, 38.46% a sideroforos, 53.85% de
NFB y 53.84 % de positivas a 4cido indol acético (auxinas).

La funcionalidad de las bacterias esta presentada de acuerdo al tratamiento:

A) En las plantas tratadas con agua la diversidad funcional de las bacterias a lo largo de las
semanas de tratamiento presentan un 26.67% de bacterias positivas para la actividad de
proteasas, 41.18% en la semana 10 y un 22.22% en la semana 15. Las bacterias positivas a
la prueba de solubilizacién de fosfatos o NBrip disminuyeron conforme el paso de las
semanas de 40% en la semana 5, a un 29.41% en la semana 10 y finalmente un 22.22% en
la semana 15. Las bacterias positivas a la prueba de ACC también tuvieron una caida con
respecto a las semanas de tratamiento, por ejemplo pasaron de un 93.33% positivas a un
64.71% y finalmente un 55.56% con respecto a las semanas muestreadas. La prueba de
siderdforos tuvo una diversidad funcional cercana al 60% y esta bajo hasta un 33.33% en
NFB fue desde un 80% hasta un 66.67%, en auxinas hubo un incremento pasando de un

13.33% hasta un 44.44%.

B) Las plantas tratadas con NPK en general tuvieron bacterias que fueron positivas a la
prueba de proteasas, que disminuyeron con el paso de las semanas desde un de 88.89% en la
semana 5, aun 66.67% en la semana 10 y hastaun 55.56% en la semana 15. Para las bcaterias
positivas a NBrip observamos un incremento de un 11.11%, a un 50%, hasta el 55.56% en
la semana 15, esto sugiere la necesidad de obtener fosfato eficientemente a través de la
activacion de este tipo de bacterias. Las bacterias positivas a la ACC deaminasa también
fueron disminuyendo desde un 100% positivas en la semana 5 hasta el 44.44% en la semana

15. Por otro lado, aquellas bacterias que dieron positivas a la sintesis de sider6foros tuvieron
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un incremento con respecto a las semanas y aplicaciones ya que en la semana 5 tuvieron un
valor cercano al 11.11% hasta el 33.33% mismo que se mantuvo desde la semana 10 ala 15.
Por ultimo, las bacterias que dieron positivo a la fijacion bioldgica del nitrogeno NFB en la
semana 5 fueron de un 3.33% hasta el 66.67%. Para la produccion de auxinas, la bacterias
recuperadas mostraron que en la semana 5 no existian activadas bacterias con estas

capacidades. En la semana 10 aumento al 25% y en la semana 15 fue del 22.22%.

C) Plantas tratadas con harina de soya.- en la prueba de proteasas en la semana 5, el pocentaje
de bacterias positivas fue del 23.08%, en la semana 10 del 33.33% y en la semana 15 aumento
hasta un 70%. Para el NBrip, las bacterias positivas oscilaron con respecto a las semanas y
esta fueron del 15.38%, 26.67% y 20% ACCdeaminasa aumentd conforme a las semanas,
pasando del 38.46% a un 50% final. Los sider6foros en la semana 5 tuvieron un 53.85% de
bacterias funcionales, mismas que pasaron al 40% en la semana 10 y 50% en la semana 15.
En el porcentaje de bacterias positivas al NFB hubo una disminucion de un 76.92% a un
73.33% y a un 50% con respecto al paso de las semanas de tratamiento. Para auxinas hubo
23.08% de positivos en la semana 5, 13.33% en la semana 10 y un aumento al 50% en la

semana 15.

D) Plantas tratadas con tierras raras.- en los tratamientos con tierras raras, las plantas tratadas
con cloruro de lantano presentaron una disminucion del porcentaje de positivos para la prueba
de proteasas de un 62.5% a un 60% en la semana 10 y hasta 56.25% en la semana 15. En la
prueba de NBrip en la semana 5 hubo un 37.5% de positivos y un incremento a la siguiente
semana del 60%, con una caida en la semana 15 hasta del 31.25%. Las bacterias que tienen
actividad de ACCdeaminasa manifestaron un incremento entre la quinta semana y la semana
10 del 68.75% a un 80%, y en la semana 15 una disminucion al 62.50%. En la prueba de
siderdforos, el nimero de bacterias que dio positivo a la prueba fue del 50% hasta un 43.75%
en la semana 15. En la prueba de auxinas se encontraron bacterias positivas desde un 31.35%
en la semana 5, con oscilaciones de 13.33% en la semana 10 y en la semana 15 fue del
43.75%.

E) Plantas tratadas con sales de Lantano.- en el tratamiento con nitrato de lantano, las

proteasas tuvieron cambios minimos entre las semanas 5, ala 10 y a la 15 siendo de 56.25%
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a47.37% a 50%. Las cepas activas para NBrip aumentaron un 10% entre la semana 5y 10y
después disminuyeron de un 47.37% a un 40%. Las bacterias positivas a ACCd dismiuyeron
del 81.25% al 47.37% después de la semana 5 y posteriormente subio al 60%. Para la prueba
de sider6foros las cepas positivas bajaron de un 50% al 40%, con un pequefio incremento en
la semana 10. Las bacterias positivas a NFB incrementaron del 62.50% a un 78.95% en las
primeras dos. La presencia de bacterias positivas a las auxinas en los aislados fue

aumentando conforme el paso de las semanas de un 12.5% a un 60%.

F) Plantas tratadas con P1vb.- en las pruebas de proteasas se presentd que en la semana 5
hubo un 50% de positivas, en la semana 10 fue del 72.73%, en la semana 15 del 69.23%. La
prueba de NBrip tuvo oscilaciones con respecto al nimero de aislados positivos desde
21.43% al 54.55% y regreso a un 23.08%. En la prueba de ACCd obtuvimos un 85.71% en
el aislado de las primeras 5 semanas, 90.91% y 76.92% en la semana 15. Los sider6foros
tuvieron el mayor porcentaje de positivos en la semana 10 moviendo valores del 42.86%,
63.64% y hasta un 53.85% en la semana 15. Por ultimo, las bacterias positivas a la fijacion
de nitrogeno disminuyeron del 64.29% hasta el 53.85% en la semana 15 y los valores
porcentuales de bacterias productoras de auxinas fue de 21.43% a 18.18% a un 38.46% en la

semana 15.

G) Plantas bajo tratamiento con la bacteria C2.- las bacterias positivas a la prueba de
proteasas fueron incrementando de 29.42% hasta 80% de la semana 5 a la semana 15. En la
prueba de NBrip las variaciones fueron del 47.06%, 28.57% y 40%. En la prueba de ACC se
encontro un incremento de 64.71% al 71.43% y hastaun 100% a las 15 semanas. En la prueba
de sider6foros en la semana 5 el porcentaje de bacterias positivas encontrado un 41.18%,
para la semana 10 este valor fue del 14.29% y en la semana 15 de un 40%. Para NFB fue de
64.71% a un 42.86% y a un 100% en la semana 15, en auxinas, fue incrementando de un

11.76% a un 42.86% y finalmente a un 60%.
H) Plantas tratadas con la bacteria comercial.- presentaron bacterias positivas a la prueba de

proteasas que tuvieron un incremento del 46.67% hasta un 71.43% desde la semana 5 hasta

la semana 15. Las bacterias positivas al NBrip en la semana 5 fueron el 40%; en la semana
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10 tuvo un 10% de positivos a la prueba y en la semana 15 fue del 28.57%. Las bacterias con
actividad de ACCdeaminasa en la semanas 5y 10 fueron un 80% de positivos y en la semana
15 fue del 71.43%. En la prueba de sideroforos las bacterias positivas fueron del 40% a un
30% y aun 57.14% con respecto a las semanas. las bacterias que dieron positivas a la prueba
de NFB fueron aumentando de un 66.67% al 80% hasta un 100%. Para las auxinas las
bacterias positivas incrementaron de un 0% en la semana 5, hasta un 60% en la semana 10 y

tuvo un decaimiento en la semana 15 fue de 28.57%.

I) Plantas tratadas con la bacteria de suelo 109.1.- Las bacterias con actividad de proteasas
aumento del 41.18% a un 87.5% en las 15 semanas, para la prueba de solubilizacion de
fosfatos(NBrip), en la semana 5 fue del 17.65% subi6 a un 50% en la semana 10 y bajo al
25% en la semana 15. Para la prueba de ACC el porcentaje de bacterias positivas fue
aumentando conforme el paso de las semanas desde un 64.71% hasta el 87.5%. En la prueba
de NFB en la primera semana de andlisis presento un 64.71%, subid a un 76.92% y bajo
hasta un 37.5%, en prueba de las auxinas las bacterias analizadas aisladas el porcentaje de

positivos en la primera semana fue del 17.65%, un 26.92% y el12.5% en la semana 15.
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Figura 18. Mapa de calor representativo de los valores porcentuales de la pruebas de
funcionalidad del bacterioma aislado en los tratamientos de plantas. El incrmento en el tono
de morado representa un mayor rango de porcentaje de bacterias positivos a las pruebas

agrondmicas durante las semanas de tratamiento.

4.1.5 Antagonismo e inhibicion de hongos y bacterias patogenas.

En la figura 19, se representan las pruebas de inhibicion de 40 bacterias endofitas recuperadas
de los tejidos bajo tratamiento con la cepa endofita P1Vb clasificada como B. velezensis. Las
bacterias recuperadas fueron retadas contra una K. cowanii una bacteria aislada de una hoja
de Agave tequilana con manifestaciones de pudricion blanda. En la parte superior de la figura
se presentan 9 de las 15 bacterias que desarrollaron un halo de inhibicion. Dentro de las
bacterias que pudieron inhibir a K. cowanii se encontr6 a las bacterias B. amyloliquefaciens

de hoja (numero de cepa en la figura 4, 9, 14), B. amyloliquefaciens aisladas del sustrato de
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las plantas (cepas 5 y 19), B. amyloquefaciens aislada del tallo (cepa 7) y B.
amyloliquefaciens aislada de la raiz (cepa 13). Tambien presentaron actividad antagonica una
cepa de B. subtilis aislada de tierra (10) y una Pseudomonas monteili de tierra (15). Ademas
Hydrogenophaga flava del tallo (cepa 21), P. citronellolis de tierra (cepa 25), B. subtilis de
hoja (cepa 28), Corynebacterium sp. de raiz (cepa 37) y Curtobacterium luteoum del tallo
(cepa 39), ver anexo 6, 7, 8 y 9. E1 37.5% de las bacterias recuperadas tuvieron un efecto de
inhibicion. En el panel inferior, se presentan aquellas bacterias que sobresalieron en la
inhbicion de B. velezensis. Se observo la inhibicion ejercida por las bacterias B. cereus de
raiz (cepa 2) y de hoja (cepa 3), una cepa de Pseudomonas sp. aislada del tallo (cepa 8) y una
cepa Staphylococcus epidermidis de hoja (cepa 20), Pseudomonas citronellolis de tierra'y L.
plantarum colectada de la raiz. en general se observo que el 15% de las bacterias aisladas
tuvieron inhibicion contra el endofito. La tabla 6 presenta los resultados completos del efecto

antimicrobiano de las cepas activadas y recuperadas.

K. cowanii

Figura 19. Actividad antagonica de cepas endofitas recuperadas de plantas tratadas con B.
velezensis (P1vb). La mayor actividad antagénica fue ejercida por B. amyloliquefaciens. La

formacion de halos de inhibicion derivados del co-cultivo en algunas de las cepas endofitas
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sugieren que la inoculacion de P1Vb activa un microbioma con capacidades de control

antimicrobiano en bacterias diferentes al inductor.

Tabla 6. Resultados de las pruebas de antagonismo de las bacterias endofitas activadas por
B. velezensis ante Kosakonia cowanii aisladas de agave y cepas de hongos fitopatdgenos

(M2) de mango, 6octDC4 de coco y Phytophthora cinnamoni (P. cinna) un hongo patégen

Bacteria Bacteria
endofita Kosakonia M2 60ctDC4 P.cinna endofita Kosa M2 60ctDC4 P. cinna
1 - - - - 21 + + - +
2 - - - - 22 - - - -
3 - - - - 23 - - - -
4 + + + + 24 - - - -
5 + + - + 25 + - - -
6 - - + - 26 - - - -
7 + + + + 27 - - - -
8 - + + + 28 + + + +
9 + + - + 29 - + - -
10 + + + + 30 - + - -
11 - - - - 31 - - - -
12 - - - - 32 - - - -
13 + + + + 33 - + + -
14 + + + + 34 - + - -
15 + - - - 35 + + - +
16 - - - - 36 - - - -
17 - + + - 37 + + - +
18 - + - + 38 - + - +
19 + + + + 39 + + + +
20 - - - - 40 - - - -

La figura 20, muestra el efecto antifungico ejercido por las bacterias endofitas activadas
durante el tratamiento con B. velezensis (P1vb). En el hongo fitopatégeno de mango
identificado en el laboratorio como Colletotrichum sp. se presenta un efecto de inhibicioén en
las 3 cepas de B. amyloliquefaciens aisladas de hojas, dos del suelo, una del tallo y una de la
raiz (cepas 4, 9,14, 5,19, 7 y 13 respectivamente). También se observa un efecto de inhibicion
ejercido por diferentes cepas entre estas Pseudomonas sp. del tallo (8), B. subtilis de tierra
(10), Stenotrophomonas maltophilia de raiz (17, 35), Burkholderia anthina de tierra (19),
Hydrogenophaga flava de tallo (21), B. subtilis de hoja (28), Lactobacillus coryniformis de
hoja (29), Pseudomonas citronellolis de raiz (30), Stenotrophomonas maltophilia de tallo (33
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y 34), Corynebacterium sp. de raiz (37), Pichia occidentalis de tallo (38) y Curtobacterium
luteoum del tallo (39). En resumen el 52.5% de las bacterias inducidas por la aplicacion de
B.velezensis tienen actividad antagonica.

El hongo no identificado y que fue aislado del coco fue inhibido por un 32.5% del total de
bacterias probadas. Entre estas las cepas de Bacillus amyloliquefaciens de la hoja 4 y 14, del
tallo cepa 7, las cepas 13 y 35 aisladas de laraiz y la cepa 19 de tierra. Asi también cepas de
B. cereus del tallo (cepa 6), Pseudomonas sp del tallo (cepa 8), B. subtilis de tierra (cepa 10)
y de hoja (cepa 28). Las cepas de Stenotrophomonas maltophilia de la raiz (cepa 17) y del
tallo (cepa 33) , asi como la cepa de Curtobacterium luteoum del tallo (cepa 39).
Finalmente, el hongo Phytophthora cinnamoni fue inhibido por un 40% de las cepas
endofitas recuperadas. Como se observa en el panel inferior de la figura 20, las cepas de B.
amyloliquefaciens aisladas de las hojas (4, 9, 14), tierra (5, 19), tallo (7) y de raices (13, 35)
también presentan actividad contra este hongo. Las cepas de Pseudomonas sp. del tallo (8),
B. subtilis de tierra (10), Burkholderia anthina de tierra (18), Hydrogenophaga flava de tallo
(21), Corynebacterium sp. de raiz (37), Pichia occidentalis de tallo (38) y Curtobacterium

luteoum de tallo (39) también son inhibidoras.
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Figura 20. Comportamiento antifungico de las cepas endofitas recuperadas del microbioma
activado por B. velezensis. Se encontro que las cepas de B. amyloliquefaciens son las que

mayor efecto de inhibicion tuvieron contra las tres cepas de hongos fitopatogenos.
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4.2 Discusion.

Estudios realizados en el laboratorio han mostrado el potencial benéfico de las bacterias
endofitas como probidticos de las plantas de banano enano gigante Cavendish (Beltran-
Garcia et al., 2021, Macedo-Raygoza et al., 2019). Las bacterias endofitas pueden alterar
respuestas fisioldgicas en las plantas posterior a su inoculacion, muchas de estas respuestas
son relacionadas con la resistencia al estrés o en la promocidn del crecimiento. Sin embargo,
mas alla de los estudios genéticos y las relaciones simbidticas existentes entre las bacterias y
las plantas, mismas que han co-evolucionado por mas de 400 millones de afios hasta formar
un holobionte, desconocemos a ciencia cierta como la inoculaciéon de un solo
microorganismo (endo6fito o no) de manera particular genera los efectos reconocidos en las
plantas. Actualmente la manipulacion del microbioma es un tema de interés desde un
acercamiento ambiental para proteger a las plantas de enfermedades y promover la

productividad agricola (Berg et al., 2021).

El ensamblaje de los microbiomas se forma por multiples factores que incluyen desde la
seleccion por parte del hospedante, clima, tipo de suelo, insectos herbivoros, la invasion de
patdgenos, entre otros factores. Sin embargo la exposicion a patdogenos es considerado como
el mas influyente para los cambios en la composicion del microbioma Carrion et al., 2019).
Por otra parte, dos estrategias pretenden explicar los cambios en la composicion del
microbioma y la diversidad funcional inducida por los patdégenos. Estas hipotesis involucran
al “cry for help” (Rizaludin et al., 2021) y otra conocida como “activacion del microbioma”
(Carridn et al, 2019). Ambas situaciones ocurren cuando las plantas se encuentran bajo estrés
bidtico, pero la principal diferencia es que el “cry for help o llamado de auxilio” es un proceso
que se centra en las raices donde se piensa que la exudacioén de ciertas moléculas atraen
microbios del suelo que son reclutados para proteger a las plantas en respuesta al ataque de
los patogenos (Abedini et al., 2021, Cordovez et al., 2019, Chowdury et al., 2013).

Algunos ejemplos muestran que las bacterias benéficas aumentan en la enfermedad
(activacion del microbioma) y se han identificado como bacterias nuicleo “core” dentro de la
diversidad de los microbiomas. Asi también, andlisis metagendmicos revelan un

enriquecimiento de genes bacterianos que participan en la detoxificacion, formacion de
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biopeliculas y sefializacion en el microbioma, incluyendo la quimiotaxis (Gao et al.,
2021).Estudios recientes sugieren que infeccion en las partes aéreas de las plantas también
inducen un ensamblaje de consorcios microbianos en el microbioma de las raices.

Por otra parte, en el laboratorio de manera aplicada se disefian comunidades sintéticas
microbianas derivadas de colectas de bacterias cultivables de plantaciones estables o
afectadas por las enfermedades (Beltran-Garcia, et al., 2021b, Fonseca y Beltran-Garcia
Patentes). Estas formulaciones han sido aplicado en plantaciones comerciales y han tenido
un efecto de disminucion del impacto de enfermedades como la Sigatoka negra del banano y
ademas las plantas se vuelven robustas por la estimulacion en el crecimiento.

Uno de nuestros objetivos de investigacion es reducir el impacto contaminante de los
fertilizantes y la afectacion en la salud de los pesticidas. Los fertilizantes nitrogenados sin
duda impactan en el cambio climatico y en modificaciones de las comunidades microbianas
del suelo afectando el comportamiento de las plantas (Beltran-Garcia et al., 2021a).

Ante el desconocimiento de los procesos por los cuales funciona la aplicacion de bacterias
endofitas hemos desarrollado en este trabajo una serie de ensayos para entender los efectos
de promocion de crecimiento de plantas de banano en sustratos con limitacion de nutrientes;
sumado a esto hemos afiadido a estos ensayos el uso de las “tierras raras” como el cloruro de
Lantano y el nitrato de Lantano, un elemento utilizados en la agricultura como fertilizantes.
Pensamos que la activacion de un microbioma funcional mas que el reclutamiento podria
explicar el porqué las plantas modifican comportamientos fisioldgicos y sobreviven a

condiciones de deficiencia nutricional u otro tipo de estres.

4.2.1 Estandarizacion del tratamiento bioldgico y quimico.

Se midi6 la cinética de crecimiento de las bacterias utilizadas en este trabajo para poder
determinar la cantidad de bacterias que fueron inoculadas en las plantas y ademas
estandarizar los cultivos para la serie de aplicaciones durante 15 semanas de tratamiento. En
la cinética el incremento de la biomasa microbiana fue monitoreada en funcion del tiempo.
En este trabajo utilizamos harina de soya comercial suplementada con sulfato de magnesio
formulados a una concentracion de 1% y 0.1% respectivamente durante 16 horas del cultivo,
y posteriormente se afiadié harina de jaiba, al 0.1% con la finalidad de medir si la adicion de

material quitinoso funcionaba como un estimulante del crecimiento bacteriano. Destacamos
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que E. cloacae endéfita de hoja de banana (C2) fue la bacteria que tuvo el menor cambio en
la acumulaciéon de biomasa activa durante el tiempo de crecimiento. El cambio en el
crecimiento fue de 1 orden logaritmico en aproximadamente 20 horas. Ahora bien, la
cantidad de inoculo es mayor comparado con las otras cepas utilizadas a pesar de que el ajuste
del inoculo fue el mismo (ODsoonm=1); sin embargo estos numeros indican que aunque la
bacteria tiene baja tasa de multiplicacion en este medio, el contenido de nutrientes soporta a
la bacteria viable y con cierta estabilidad durante las 20 horas. La adicion de quitina de jaiba
no tuvo un efecto en el crecimiento, por lo que la accesibilidad de esta bacteria a la quitina
como fuente de carbono es limitada. Por otra parte, estudios hechos en el laboratorio usando
el medio comercial tripticaseina de soya (CASOY) para el cultivo de esta cepa muestra
resultados similares, una baja proliferacion de la cepa (Zaizar, 2018). La cepa de B. velezensis
(P1vb) endofita tuvo un comportamiento diferente a C2. Esta cepa presenta cambios durante
el transcurso de la cinética de crecimiento de 6.4 a 8.3 Logio, y se ve estimulada por la adicion
de quitina. Los ensayos de capacidades bioquimicas de esta bacteria ha mostrado tener
actividad proteolitica y quitinolitica. La adicion de la harina de jaiba incrementa 1 orden la
cantidad de biomasa en 4 horas. No se observd que la bacteria entrara a la fase estacionaria.
Este comportamiento de crecimiento puede ser comparado con el crecimiento mostrado por
la cepa comercial (B. subtilis) y la cepa de suelo (B. oceanisediminis). El cambio de
incremento de biomasa de la cepa comercial y P1vb durante las primeras 12 horas fue similar.
La cepa de suelo alcanza aproximadamente el mismo nimero de UFC’s en este tiempo, sin
embargo, el inoculo inicial de esta cepa fue ligeramente menor aproximadamente de 0.5
Logio. El crecimiento de las tres bacterias en las siguientes 4 horas (hasta el Ti6) se hizo lento
y constante sin cambios en el numero de células viables, por lo que consideramos que estas
cepas entraron en fase estacionaria en este tiempo. El diferencial que se presenta entre las
tres bacterias esta ligado probablemente a la actividad o proteolitica o quitinolitica como
mencionamos anteriormente. Por ejemplo, la cantidad de células de B. oceanisediminis se
mantiene hasta el Ty, B. velezensis se incrementa y B. subtilis cae estrepitosamente
aproximadamente 1.4 Logio. Los cultivos de todas las cepas utilizadas fueron estandarizados
a 16 horas, manteniendo el nimero de UFC’s en el mismo orden durante todo el ensayo.

La concentracion de cloruro y nitrato de lantano (10 uM), fue seleccionada primariamente

basada en los experimentos realizados en el laboratorio en plantulas de maiz. La
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concentracion seleccionada para la planta de banana muestra un muy buen desarrollo del
crecimiento aéreo y de raiz en la plantula de maiz (Silva Reséndiz, comunicacion personal).
La concentracion utilizada de lantanidos no mostré algin efecto fitotoxico en las plantas de

banana en el transcurso del ensayos y las aplicaciones constantes.

4.2.2 Determinacion del efecto en el crecimiento de las plantas.

Después de la estandarizacion del nimero de UFC/mL y la concentracion de las tierras raras
aplicadas en las plantas de banano, se procedi6 a determinar el efecto en el crecimiento de
las plantas en un ambiente controlado (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad a 30°C. De
acuerdo a los datos de altura, numero de hojas formadas y raices se encontré que los mejores
tratamientos fueron harina de soya y las bacterias P1vb y C2, mostrando un efecto diferencial
entre las tres , por lo que el efecto se atribuye directamente a las bacterias y no a su vehiculo
(harina de soya). La harina de soya como estimulante del crecimiento y tiene un efecto en
inducir el ancho y la altura del tallo. La harina de soya es considerada un fertilizante orgénico,
el cual tiene la ventaja que tiene menor fitotoxicidad que los fertilizantes quimicos, es mas
biocompatible con la mayoria de los cultivos, esta aporta nitrégeno, aminoacidos, y
carbohidratos que pueden ser asimilables a las plantas. La fertilizacion con harina de soya ha
sido probada de manera foliar en cultivos de café (Navaéz, et al., 2017).

En cuanto los tratamientos con las bacterias, se observo que las bacterias endodfitas del
banano fueran las que tuvieran un mejor efecto en el crecimiento aéreo de la planta,
especialmente C2 en el tamafio y ancho del tallo, superando a la harina de soya ligeramente.
Las promocion de crcimiento y colonizacion de esta bacteria es superior a otras probadas en
estudios anteriores en el laboratorio (Macedo-Raygoza et al.,2019). El hecho de ser endéfita
nativa de la planta aumenta compatibilidad. Se ha descubierto que las las bacterias endofitas
aplicadas en este trabajo de investigacion participan en los ciclos de los nutrientes y hacen
que sean mas asimilables para la planta especialmente los nutrientes del suelo y la harina de
soya. Ahora bien, también ha sido demostrado que las bacterias enddfitas una vez colonizado
el tejido pueden servir de nutriente en respuesta a una limitacion de nitrogeno (Beltran-Garcia
et al., 2014).

La bacteria de suelo presento a pesar de que presento el mayor nimero de pruebas

agrondmicas positivas (Olmos-Arriaga, 2020), no fue una de las bacterias sobresalientes en
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la induccién del crecimiento, ya que estuvo por debajo del Enterobacter (C2) y el B.
velezensis. La bacteria comercial, tuvo un efecto en el crecimiento de la planta, pero
realmente no fue sobresaliente con respecto a las otras bacterias utilizadas, esto nos hace
pensar en que la fertilizacion con microorganismos idealmente tendria que ser con endofitos
de la misma especie de planta para que pueda tener un mayor impacto en el crecimiento y en

la productividad de los cultivos (Beltran-Garcia, et al. 2021).

La inducciéon del crecimiento con tierras raras no se ha reportado en banano,. Existen
publicaciones de sales de lantano en cultivos como el maiz, arroz, soya, lenteja, coco y el
frijol rojo, demostrando que tiene efectos benéficos para los cultivos, como el aumento del
crecimiento en las raices, mayor fotosintesis, menor estrés oxidativo, estimulacion de la
germinacion y alivio de la deficiencia de fosforo (de Oliveira, et al., 2015; Ramirez, et al.,
2018; Fashui, et al., 2000; Fashui, 2002; Fashui, et al., 2003; Zicari, et al., 2018; Lian, et al.,
2019; Liu, et al., 2005; Wahid, et al, 2000). En este trabajo quedo demostrado su efecto en
el crecimiento de las raices a comparacion del resto de los tratamientos, en especialmente el
efecto ejercido por el nitrato de lantano. El crecimiento aéreo de la planta (nimero de hojas,

ancho de tallo y alto de tallo) fue deficiente en ambas sales.

Una observacion continua producto de los experimentos realizados con bacterias endoéfitas y
plantas de maiz y agave es la poca induccion del crecimiento de raices en las plantas cuando
se aplican cepas de los generos Enterobacter o Bacillus, por lo que el efecto bioestimulante
se observa principalmente en la parte aérea. Este fenomeno representara quizas un problema
una vez aplicadas las bacterias a los cultivos comerciales, dado que en inundaciones o fuertes
aires causados. Ante los resultados obtenidos, es probable que la combinacion de tierras raras

y bacterias tandran un efecto en el crecimiento potencializado.

4.2.3 Evaluar la colonizacion de las bacterias al cuantificar el contenido de bacterias
internalizadas después de 5, 10,y 15 semanas de aplicacion.
Se realiz6 un andlisis de las unidades formadoras de colonias por gramo de tejido encontradas

en cada tratamiento y en cada tejido analizado con la intencion principal de determinar si las
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bacterias endofitas aplicadas colonizaban los tejidos y en qué tiempo ocurria dicha
colonizacion.

De acuerdo a los resultados presentados en la figura 15, se encontré que el mayor niimero
de UFC/gr de tejido superior a un valor de 4 Logjo fue en el tratamiento control en la semana
5 alcanzando hasta Logi04.5, el tratamiento con nitrato de Lantano con el mismo niimero de
UFC'’s en la semana 10 y el tratamiento con NPK con aproximadamente 4.25 Logio. Con
respecto a las bacterias y en un numero menor de UFC las cepas de Bacillus P1vb y la cepa
comercial 4.04 Logioy 3.91 Logio UFC respectivamente. Este resultado fue sorprendente ya
que las hojas que presentaron un mayor numero de bacterias colonizantes fueron de las
plantas con los tratamientos no bioldgicos. Ademas la respuesta entre la semana cero y la
semana fue con tendencia a aumentar entre un 50% y 100% del valor inicial, salvo el
tratamiento con C2 que fue del 24% (2.48 Logio) y en el caso extremo del tratamiento con el
cloruro de Lantano que se observé una reduccion en esta semana del -8%.

Para el tallo se observa que en los lotes tratados con NPK, nitrato P1vb, la bacteria comercial
FIN se observo una disminucion en el nimero de UFCs. En este tejido los incrementos
notables se observaron en las plantas tratadas con C2 pasando de 3.57 Logio a 4.40Logio.
Valores de UFCs similares a este nimero se obtuvieron en el tratamiento con nitrato de
Lantano con 4.47 Log10 y 4.30 Log10 en las semanas 10 y 15 respectivamente. Por lo que
es notoria la diferencia entre lotes entre una seccion del tejido de la planta Tallo y hoja).

En referencia a la raiz, se observo que inicialmente las plantas mantienen un mayor niimero
de UFCs con respecto a los otros tejidos, lo cual resulta 16gico, ya que las raices generalmente
alberga un mayor niimero de microorganismos endofitos (Santos-Medellin et al., 2021,
Zhang et al., 2019, Kong et al., 2021). En este tejido, la respuesta generalizada a los
tratamientos fue incrementar el numero de UFC’s. Los mayores incrementos fueron
observados en la semana 5 en el control y los tratamientos con nitrato de Lantano, P1vb, C2
y la cepa comercial (4.76 Logio, 4.99 Logio, 4.95 Logio, 5.21 Logio y 5.30 Logio
respectivamente). Para el tiempo de 10 semanas de tratamiento se hallé que cloruro de
Lantano (5.16 Logio) y 5.43 Logio en P1vb fueron los datos de UFC’s mas altos.

En este tejido ademas se observd un comportamiento mas estable con respecto al

mantenimiento de la cantidad de bacterias una vez inducidas.

94



Como mostraremos mas adelante el incremento de UFCs no se debe directamente a la
colonizacidn de las bacterias endodfitas afiadidas y el hecho que las plantas con tratamientos
no bioldgicos aumentaran el nimero de UFCs, sugiere la activacion de un microbioma
endofito mas que una posible colonizacion o reclutamiento de bacterias del suelo. Como
hemos mencionado el reclutamiento de bacterias ocurre principalmente a nivel de la raiz bajo
condiciones de estrés por patogenos (Erlacher et al., 2014, Carrion et al., 2019). Los
resultados observado en el cambio del nimero de UFCs en las raices coinciden con otros
reportes, donde se ha observado que las plantas irrigadas tienen un rapido recambio de
microrganismos endoéfitos, por ejemplo en arroz se ha observado que ante diversos estimulos
el cambio de composicion en la raiz incluyen un aumento en el nimero de bacterias
pertenecientes a los filos Actinobacteria, Chloroflexi y Firmicutes aerobios (Santos-Medellin
et al.,, 2021). Por otro lado, nuestros datos también correlacionan con la respuesta del
microbioma dde las plantas de arroz a la presencia de tierras raras en el suelo modificando la

diversidad y el nimero de bacterias como se ha publicado recientemente (Zhang et al., 2022)

4.2.4 Identificacion de la diversidad del microbioma activado por tratamientos
biologicos y quimicos.

La actividad microbiana es un indicador bioldgico de la salud de la planta, que en cierta forma
son los actores mas sensibles y vulnerables que otros factores medibles tradicionales como
el contenido de carbono y nutrientes. Sabemos que los microorganismos tienen una inmensa
diversidad taxondmica y juegan un papel importante en los procesos biogeoquimicos
globales, asi como en los suelos agricolas los microbios son criticos para la productividad
del cultivo al participar en la descomposicion de la materia orgénica, la formacion de humus

y transformacion de nutrientes (Beltran-Garcia, et al., 2021)

En este trabajo las bacterias fueron identificadas usando como herramienta la espectrometria
de masas MALDI-TOF, la cual en los ultimos afios ha sido aceptada para identificar los
microbiomas cultivables de las plantas (Lopez et al., 2018, LaMontagne et al., 2021,
Jakubska-Busse et al., 2021). Una vez aisladas las bacterias estas fueron identificadas y de
acuerdo al género se hicieron clasificaciones de acuerdo al filo al que pertenecen. El arreglo

por filos procariotas nos permite reconocer el comportamiento o predominancia de la
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diversidad taxonomica del microbioma cultivable y poder asociarlo a un evento o condicion
(incluyendo estrés) en la planta.

De acuerdo al tiempo cero se encontrd que el 60% del microbioma cultivado pertenece al
filo Proteobacteria, 26.67% a los Firmicutes y el 13.33% pertenecen a filo Actinobacteria.
Esta diversidad en las plantas es diferente la reportada en la variedad enano gigante (Beltran-
Garcia et al., 2021, Figura 2). Sin embargo, en general las plantas tiene una composicion

aproximada de los tres filos predominantemente.

Estos filos fueron cambiando temporalmente en el cultivo inducidos por los tratamientos. Por
ejemplo figura 16, presenta que las comunidades microbianas en la semana en el tratamiento
con NPK cambian a una predominancia de Firmicutes de hasta el 80%, con una reduccion al
20% de las Gammaproteobacterias totales, 5 semanas después el recambio indica una
reduccion de los Firmicutes al 50%, un aumento de las Proteobacterias (entre estas las
Alfaproteobacterias) en general y la presencia nuevamente de Actinobacterias en un 10%; en
la Gltima semana evaluada (semana 15) la comunidad microbiana nuevamente sufre un
cambio composicional drastico con la aparicion de bacterias perteneciente a la clase
Betaproteobacteria del filo Proteobacteria en un 28% aproximadamente, los Firmicutes
aumentaron al 60% y las Gammaproteobacteria se reducen a un 10%. Existen reportes que
indican modificaciones en la composicion microbiana inducidas en el suelo y en los endéfitos
por efectos de la fertilizacion quimica (Beltran-Garcia et al., 2021, Bai et al., 2021, Collavino
et al., 2020, Ren et al., 2015). Por ejemplo, Collavino y cols. (2020), mostro que la
fertilizacion inorgéanica afecta negativamente la diversidad, induciendo la desaparicion de
poblaciones que incluyen a los géneros Burkholderia y Geobacter. La presencia de bacterias
fijadoras de nitrogeno en las plantas se afecta por los fertilizantes nitrogenados. Los
fertilizantes nitrogenados potencializan el incremento de Firmicutes y esto puede deberse a
la capacidad que tienen estas bacterias de consumir nitrogeno y multiplicarse

competitivamente.
Con respecto a los genero y especie, en el tratamiento con NPK se encontraron bacterias en

la semana 5 como Aeromonas jandaei, Bacillus atrophaeus, B. pumilus, Cupriavidus

necator, Pseudomonas citronellolis, P. extremorientalos, P. mendocina, P. oleovornas, P
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stutzeri, Rhizobium radiobacter, R. rubi, Serratia marcescens, Stenotrophomas
acidaminiphila 'y Thauera aromatica. La diversidad con respecto al género aumento un 84%
en la semana 10, encontrando Azoarcus sp., Bacillus amyloliquefaciens, B. circulans, B.
megaterium, B. subtilis, Burkholderia multiovans, Candida tropicallis, Cellulomonas
hominis, Lactobacillus bifermentans, L. coryniformis, L. plantarum, L. fuchuensis,
Microbacterium aerolatum, M. luteolum, M. saperdae, M. testaceum, Paenibacillus
glucanilyticus, Sphingopyxis terrae, Staphylococcus schleiferi, Stenotrophomonas
maltophilia S. pictorum y Stenotrophomonas sp. En la semana 15, se volvié a reducir el
numero de microorganismos predominando bacterias como Bacillus cereus, Brevundimonas
vesiculans, Cupriavidus oxalaticus, Glutamicibacter creatinolyticus, Pseudomonas lutea y

Pseudomonas sp. (presentadas en la figura 17).

En contraste con la fertilizaciéon usando harina de soya como un fertilizante organico
encontramos una mayor diversidad que se mantiene o no recambia tan rapido como con el
fertilizante inorganico. Por ejemplo los Firmicutes se mantienen entre el 20 y 30% en las
semanas 5 y 10, y aumenta hasta un 55% en la semana 15. Las plantas presentan una mejor
distribucion entre Alfa, Beta y Gammaproteobacteria.

Por ejemplo, la clase Alfaproteobacterias entre el 5 y el 10% del total del microbioma
endofito activado de las plantas, ya que debemos recordar que antes de cualquier tratamiento
las bacterias no se pudieron aislar géneros pertenecientes a esta clase de bacterias, sin
embargo en la tercer semana este tipo de bacterias desaparecen. La clase Betaproteobacteria
se mantiene entre un 15% y un 25%, siendo mayor en la semana 10 y se reduce a un valor
menor al 10% en la tercer semana. Las Gammaproteobacteria estan presentes en todo el
seguimiento, siendo el 30% en la semana 15, considerado como el mayor porcentaje de las 3
semanas analizadas. También bacterias que pertenecen al filo Actinobacteria se presentan en
este tratamiento, aunque en menor proporcion en las semanas 5 y 10 y desaparecen en la
semana 15. Llamo nuestra atencion la aparicion de bacterias que pertenecen al filo
Bacteroidetes en la primer semana superiores al 10% y después se reducen al 5% en la semana
10. Este tratamiento, la bacteria comercial y la cepa de suelo 109.1 presentan bacterias de
este filo en la semana 5, asi como el nitrato de Lantano y el cloruro de Lantano muestran

bacterias de este grupo taxondémico en la semanl0 y 15 respectivamente.
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Tal y como se presenta en la figura 17, se hallaron que el tratamiento con harina de soya
bacterias como Achromobacter xylosoxidans, Aeromonas hycrophila, Bacillus
amyloliquefaciens, B. cereus, B. jeotgali, B. subtilis, Clostridium difficile, Cupriavidus
necator, Curtobacterium sp., Flavobacterium johnsoniae, F. nitrogenifigens, Lactobacillus
paracasei, Ochrobactrum intermedium, Pseudomonas japonica, P. nitroreducens,
Rhizobium tropici y Sphingobacterium thalpophilium, aumentando en la diversidad a la
semana 10, donde se identificaron las siguientes bacterias Achromobacter piechaudii,
Acinetobacter baumanii, Aeromonas schubertii, Arthrobacter sp., A. tumbae, Bacillus
mojavensis, B. weihenstephanensis, Castellaniella defragans, Chryseobacterium
indologenes, Corynebacterium sp., Paenibacillus sp., Pandoraea pnomenusa, Pandoraea
sp., Pseudomonas graminis, P. kilonensis, Rhizobium radiobacter, Staphylococcus
hamolyticus, S. lugdunensis y Stenotrophomonas maltophilia y en la semana 15 se
recuperaron bacterias tipo Aeromonas veronii, Bacillus licheniformis, Enterobacter
bugadiensis, Lactobacillus saerimneri, Paenibacillus amylolyticus, P glucanilyticus y

Pseudomonas citronellolis.

Respecto a las tierras raras que se usaron en este proyecto como “inductores” del crecimiento
en este proyecto, no se observaron diferencias drésticas en la composicion del microbioma
activado. En la semana 5, la principal diferencia observada es en el contenido de
Proteobacterias y Actinobacteria. Ambos filos son mayores en el La(NOs); , pero la
diferencia mas aparente es en el contenido de la clase Alfaproteobacteria. Los Firmicutes
son mayores en el LaCl; en un 10% comparados con el otro lantanido. En la semana 10, la
principal diferencia observada es el contenido de Gammaproteobacteria y Bacteoidetes que
se alcanzd en el nitrato de lantano de hasta un 50% y un 10% respectivamente. Cabe sefialar
la diferencia respecto a las Gammaproteobacteria es compesado por el porcentaje de la clase
Alfaproteobacteria y el aumento de los Firmicutes. Los Bacteroidetes solo aparecen en el
tratamiento con nitrato de Lantano, como ya fue mencionado. En la semana 15 la principal
diferencia es el cambio en el contenido de Firmicutes, la aparicion de Bacteroidetes en el
tratamiento con cloruro de Lantano y la desaparicion de cepas pertenecientes a la clase

Alfaproteobacteria.
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Respecto al genero y especie el tratamiento con cloruro de lantano no presenta tan drasticos
en el paso de las semanas; en la semana 5 se hallo Bacillus altitudinis, B. amyloliquefaciens,
B. licheniformis, Brevibacterium linens, Brevundimonas sediminis, Falsibacillus pallidus,
Gordonia branchialis, Herbaspirillum aquaticum, Lactobacillus paracasei, Pantoea
dispersa, Pseudomonas citronellolis, P. mendocina, P. monteili, Sphingopyxis terrae,
Stenotrophomonas maltophilia, en la semana 10 Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, B.
oshimensis, B. pseudomcoides, Cupriavidus necator, Lactobacillus corvatus, L. kitasatonis,
L. plantarum, Paenibacillus glucanilyticus, P. xylanilyticus, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas sp., Rhizobium radiobacter, Sphingomonas sp., Stenotrophomonas
maltophilia, Streptomyces griseus y en la semana 15 Aeromonas salmonicida, Aeromonas
veronii, Bacillus megaterium, B. mojavensis, B. vallismortis, Bacteroides fragilis,
Chryseobacterium gambinii, Chryseobacterium sp., Filifactor villosus, Lactobacillus
amylotrophicus, ~Microbacterium dextranolyticum, Pseudomonas nitroreducens y
Streptomyces lavendulae.

Por otro lado, el tratamiento con nitrato de lantano presenta bacterias como Agromyces
rhizospherae, A. ramosus, Arthrobacter wolowensis, Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis,
Curtobacterium albidum, Devosia riboflavia, Enterobacter cloacae, E. kobei, Enterococcus
faecium, Falsibacills pallidus, Herbaspirillum huttiense, Lactobacillus ingluviei, L. murinus,
L. paracasei, Pseudomonas citronellolis, P. mendocina, P. nitroreducens, P. putida,
Sphingomonas gangvinis, S. yabuuchiae, Stenotrophomonas maltophilia, Streptomyces
lavendulae, consideramos a este tratamiento como ya s eemnciono el de mayor diversidad en
la semana 10 con bacterias tipo Bacillus cereus, B. megaterium, Bacteroides fragilis,
Chryseobacterium lipophiloflavum, Crptococcus neoformans, Lactobacillus antri, L.
oligofermentans, Paenibacillus wurinalis, Paraburkholderia caribensis, Pseudomonas
gessardi, P. indica, P. monteili, P. oryzihabitans, Pseudomonas sp., P. stutzeri,
Rhodosporidium toruloides, Serratia marcescens, Staphylococcus schleiferi, Terrimonas
ferruginea y en la semana 15 hay un decremento de bacterias y se determino la presencia de
Bacillus subtilis, Lactobacillus corvatus, Paenibacillus amylolyticus, Paenibacillus sp. y

Paraburkholderia phenazium.
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En la figura 21 se presenta el comportamiento con respecto al nimero de géneros y especies

colectados a lo largo del tiempo de experimentacion.
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Figura 21. Comportamiento temporal de los géneros bacterianos aislados de las plantas de
banano entre los diferentes tratamientos. En los tratamientos no bioldgicos se observa que el
cambio mas dréstico en el nimero de cepas que correlaciona con la diversidad ocurre en la

semana 10.

En resumen, hubo una mayor cantidad de bacterias del filo de firmicutes y
Gammaproteobacterias. También se identificaron bacterias de otros filos importantes para el
microbioma del banano como fueron Alfa, Beta proteobacterias, Actinobacteria y
Bacteroidetes, los cuales todos tienen funcion en el microbioma como defensa ante
microorganismos y ayuda en la toma de nutrientes. Ligeros cambios en el estrés de la planta
afectan hasta en un 50% las actividades bacterianas, pero cambios bruscos afectan la
composicion (Qi, et al, 2018). Es notable que las bacterias enddfitas que estan presentes en

la etapa de la semana cero y semana 5 desaparecieron, y en su lugar, aparecieron otras
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bacterias endofitas. En conclusién, la diversidad bacteriana endofitica aumentd
temporalmente hasta la semana 10 y luego disminuy6 en una etapa posterior.

En la identificacién de los generos y las especies se encontraron mucha diversidad, esta
activandose dependiendo del tratamiento aplicado en las plantas (figura 17), en ambos lotes
el genero Bacillus fue el mas comun, este genero es utilizado actualmente para su uso en la
agricultura biorracional, en los agrosistemas y en el control de enfermedades, ya que este
género es conocido por sus mecanismos de accion, tales como la excrecion de antibidticos,
toxinas, sider6foros y enzimas liticas (Villareal, et al., 2018).

El género de Paenibacillus se encuentra registrado en la literatura como fijador de nitrégeno,
encontrado en la rizosfera de plantaciones de algodon (Hussien, et al., 2011), mientras que el
género de Pseudomonas se ha registrado para su uso como biofertilizantes sumado a sus
propiedades de control bioldgico y son catalogados como microorganismos de promotores
de crecimiento vegetal (Cano, 2011). Acinetobacter, siendo un género registrado como un
patdgeno oportunista responsable de varias enfermedades como infecciones en la piel, tracto
urinario, infecciones respiratorias e infecciones postquirurgicas (Rada, 2016), lo cual resulta
un dato interesante ya que en las pruebas agrondmicas mostraron capacidad de producir
auxinas y ACC deaminasa. También encontramos cepas de Cupriavidus agrupada como [3-
Proteobacteria, el cual ha sido utilizado para su uso en biorremediacion que es degradador de
petroquimicos, halobenzoatos, clorofenoles, polifenoles y compuestos aromaticos (Pérez, et

al., 2008).

4.2.5 Analisis de la diversidad funcional de las bacterias endofitas.

La prueba de produccion de proteasas, se realizo con el medio Skim Milk, el cual es un medio
selectivo para bacterias 4cido lacticas o bacterias que produzcan enzimas proteoliticas: como
las proteasas y peptidasas. En este caso midid la prueba de produccion de proteasas, para
determinar la capacidad de estas bacterias en transformar material orgénico proteinaceo. El
andlisis de la fijacion biologica de nitrogeno en las bacterias caracterizadas en este trabajo se
realizo a través de la evaluacion de la capacidad de crecimiento en un medio selectivo
conocido como NFB-malato. Bacillus y Pseudomonas, ambos generos han sido reportados

en la literatura que son fijadores de nitrégeno en la rizésfera y que actualmente son
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consideradas microorganismos promotores del crecimiento (Massoda et al., 2020; Orozco, et

al., 2009; Corrales, et al., 2017).

Los microorganismos solubilizadores de fosforo secretan acidos organicos y fosfatasas
capaces de convertir fosfatos insolubles en solubles, que son utilizados por las plantas. La
disponibilidad del fésforo en los suelos es esencial para el crecimiento vegetal ya que
constituye el 0.2% del peso seco de la planta, aparte que estd involucrado en el desarrollo de
raiz, en el crecimiento y en la floracion. Las plantas adquieren el fosfato a partir de la solucion
del suelo en forma inorganica en estado soluble, la disposicion de este elemento cada vez es
mas limitada debido a la progresiva insuficiencia de sus fuentes naturales, es por esto que
cada vez se agregan mas fertilizantes fosfatados de manera desmedida provocando cambios
en el suelo y su fertilidad (Beltran-Garcia et al., 2014). La solubilizacion de fosfatos se evaluo

en este trabajo al valorar la solubilizacion en el medio NBrip.

El uso indiscriminado del uso de fertilizantes quimicos ha ocasionado un cambio al
microbioma nativo de los suelos, provocando bajos rendimientos y aumento en los costos de
produccion. Las algunas bacterias nativas del suelo que son consideradas como bacterias
promotoras de crecimiento son productoras de auxinas. Las auxinas son hormonas de
crecimiento de plantas, debido a su capacidad de estimular el crecimiento diferencial en
respuesta a estimulos de luz. El 4cido indolacético (AIA) es una de las auxinas mas conocidas
y con un rol muy importante ya que esta involucrado en procesos fisiologicos que incluyen
el alargamiento, division celular, diferenciacion de tejido, fototropismo, gravitropismo y en

respuesta en defensa (Vega, et al., 2016).

Las plantas viven en un ambiente cambiante e impredecible, causando un estrés en ellas. Los
factores ambientales son clasificados como bioticos y abioticos, los factores bidticos son los
que implican la presencia de agentes biologicos, mientras que los abioticos son considerados
la concentracion de CO», temperatura, pH, salinidad, presencia de contaminantes, contenido
de macro y micronutrientes. En respuesta a tales factores las plantas incrementan la
biosintesis de etileno, lo que induce ciertos cambios caracteristicos en la planta, como detener

la elongacion de la planta y raices, acelerar la senescencia de las flores y provocar la muerte
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de la planta, entre otros efectos. Sin embargo, las plantas han desarrollado diversas estrategias
para sobrellevar todo ese estrés ambiental. La produccion de la enzima ACC desaminasa (la
enzima desaminasa del 4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) es un mecanismo que usan
las PGPR para promover el crecimiento de las plantas influenciadas por el estrés ambiental,
la cual lleva a dos ventajas: disminuir las concentraciones de etileno en la planta y aumentar

la concentracion de amonio en el suelo. (Esquivel, R., ef al., 2013)

Esto nos puede ayudar a determinar la funcionalidad de las bacterias que se activan en cada
tratamiento y la semana en la que se presentan, pensando en el estrés a la que pueda estar
sometida la planta. Como se puede observar en la figura 18, en la semana 0 tenemos bacterias
que nos ayudan a la promocion del crecimiento vegetal, mientras que conforme el paso de
las semanas hay un incremento en el porcentaje de bacterias positivas a la prueba de ACC
deaminasa, que ayudan a las plantas a soportar el estrés abiodtico (causado por el espacio
limitado en la maceta y por el limitante de nutrientes) y en la prueba de proteasas que nos

puede

4.2.6 Antagonismo e inhibicion.

En estudios anteriores se ha demostrado que en el momento de el ataque de microorganismos
patogenos a plantas existe una activacion de genes de defensa para contrarrestar el estrés
biodtico. En esta prueba de inhibicion de bacterias activadas en los tratamientos contra los
hongos y bacterias patogenas de diferentes plantas, se pudo observar que los
microorganismos activos trabajan en la defensa de la planta con distintos mecanismos como
la produccion de moléculas con propiedades antifingicas y antibacterianas.

Durante varios afios se han investigado géneros de bacterias que se pueden utilizar como
control bioldgico contra hongos patdgenos como pueden ser Bacillus y Pseudomonas, estos
son los que se han dado a conocer por sus mecanismos antagdnicos contra patdogenos y los
que se han comercializado con estos fines (Villareal, et al., 2018, Cano, 2011).

El objetivo de hacer esta prueba de inhibicion y antagonismo contra la bacterias patogena K.
cowanii, el endofito B. velezensis y los tres hongos patdogenos de diferente origen, fue
demostrar que las bacterias activadas del microbioma endoéfito del tratamiento de B.

velezensis (P1vb) podrian tener una actividad antagonica contra los patégenos, por el hecho
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de que B. velezensis se comporta como un agente de control biologico, debido a que varios
estudios han reportado que la planta activa sus genes de defensa contra estos
microorganismos patogenos y son los que hace que contrarreste el estrés bidtico y que tengan
una respuesta de ataque, con esta prueba lo que se busco evidenciar es que, al momento de
la activacion del microbioma con los tratamientos aplicados, aparte de la activacion de los
genes, lo que ayuda a la defensa de la planta son estas bacterias que salen de dormancia y
tienen un efecto de crecimiento (solubilizacion de fosfato y fijacion de nitrogeno) asi como
para tolerar estrés tanto bidtico como abiodtico (ACC deaminasa y proteasas), también se
puede llegar a pensar que secretan moléculas con propiedades antibidticos y antifiingicos.
Al observar que el 37.5% de las bacterias probadas inhibieron a la bacteria patdégena K.
cowanii, el 53% inhibieron al hongo del mango, el 32.% al de coco y 40% al de aguacate,
siendo estos porcentajes altos, se puede llegar a deducir que los microorganismos activos de
este tratamiento pueden tener un efecto en contra de patdogenos para hacer que no afecte tanto
el estrés bidtico asi como para ayudar a la sobrevivencia de la planta.

El efecto de antagonismo que se ha observado de las bacterias enddfitas realmente no se
puede asociar a las semanas de tratamiento dado que se presentaron bacterias de las tres
semanas de extraccion, en el momento de observar las pruebas de inhibicion se podria llegar
a concluir que las cepas de B. amyloliquefaciens es la misma dada a las propiedades
antagonicas que tienen contra los microorganismos patégenos, sin embargo al comparar las
pruebas agrondémicas podemos ver que no son las mismas ya que no coinciden con las

propiedades que tienen de fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos, etc.

Al hacer el analisis de que bacterias son capaces de inhibir a los hongos y a las bacterias, se
observa que las que inhiben a los tres hongos y a la Kosakonia, son bacterias de los generos
Curtobacterium, Bacillus y Pseudomonas, como se menciond anteriormente, estos dos
generos son los que son considerados como control biologico y tienen capacidad de producir
moléculas que funcionan como antimicrobianas y antifungicas. Kuddus, et al., 2008,
demostr6 que hay cepas de Curtobacterium que secretan proteasas extracelulares, lo que nos
puede hacer pensar que esta bacteria puede ser utilizada como antimicrobiano por su

capacidad de producir la enzima proteasa generando una proteccion a la planta.
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4.3 Conclusion

En el presente trabajo se aislaron e identificaron caso 800 bacterias petenecientes a un

microbioma activado en respuesta a estimulos bioldgicos y quimicos.
Los tratamientos tienen una influencia indirecta sobre el soporte del crecimiento y

sobreviviencia de la planta, debido a que cada tratamiento induce diferencialmente un

microbioma con diversidad taxénomica y funcional.
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Con el trabajo presentado podemos concluir que las bacterias endofitas de la planta de banano
solo influye en el crecimiento aéreo (tamafio de tallo y foliaje). Las tierras raras promueven
el crecimeinto de las raices en plantas de banano con inoculacion de 20 semanas, a partir de
este periodo no se puede determinar el efecto que se tiene en la planta o si pueda llegar a

tener un efecto fitotdxico.

Uno de los puntos mas importantes concluidos en el trabajo es que el microbioma endoéfito
de las plantas se ve afectado por el estrés o tipo de tratamiento con el cual esté siendo
sometido para tener una mejor supervivencia y poder estar en un estado latente donde no hay
crecimiento, pero tampoco muerte de la planta. Este microbioma activado ayuda a la planta
a sobrevivir contra ataque de patdgenos y nos hace pensar que no solo es la activacion de los

genes de defensa.
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Anexos

Anexo 1. Diferencial del crecimiento (altura de tallo, ancho de tallo, nimero de hojas,

namero de raices, peso fresco y peso seco) conforme el paso de las semanas 0-5, 5-10 y 10-

15, dependiendo del tratamiento.

Tratamiento Semana Altura de tallo Ancho de tallo # hojas # raices Peso fresco  Peso seco
(cm) (mm) (gn (gn
5 1.3+£0.54 1.25+0.45 1.5+0.53 10
Agua 10 0.17+£0.25 1.26 £0.62 0.11+0.78 10
15 0.56 £0.42 0.20+0.16 0.25+0.71 11 19.36 1.46
5 1.5+0.88 1.24 £0.56 1.5+0.85 8
NPK 10 0.78 £0.57 0.89 +0.59 0.11+0.78 8
15 0.88 £ 0.35 0.29 £ 0.25 0.38+0.74 9 32.74 2.09
5 2.05+0.98 2+0.46 1.5+0.71 9
Harina de soya 10 1.33+0.71 1.94 £ 0.88 1.11+0.78 11
15 1.31+0.84 0.38 +£0.35 0.63 +£0.52 11 43.23 2.72
5 1.1£0.57 1.69 £0.95 1.1 +£0.88 8
LaCl: 10 0.28 £0.36 1.06 £ 0.92 0.22+0.67 11
15 0.81 £0.59 0.24 +£0.22 0.50+0.53 12 21.93 1.37
5 0.75+0.72 1.47£0.52 1.6 £1.96 13
La(NOs)s 10 0.33 £0.43 0.6 £0.63 0.22+0.67 14
15 0.63 £0.52 0.18+0.09 0.25+0.89 16 27.02 1.99
5 2.35+1.16 1.83+0.84 1.7+0.82
Plvb 10 1+0.83 1.21+£0.84 1+£0.71
15 1.56 £0.56 0.55+0.40 0.75+0.71 13 52.60 3.10
5 3.05+£0.55 2.75+0.83 1.7 £0.67 6
C2 10 1.06 £0.73 1.27 £0.93 1.33+£0.71 11
15 1.75+0.71 0.81 £0.60 0.88 £ 0.83 11 55.39 3.28
5 2.15+0.75 2.28+0.71 1.7+0.82 7
FIN 10 0.61 £0.42 0.88 £0.54 0.78 £0.97 12
15 1.50 £ 0.89 096+ 1 1+£0.53 13 37.14 2.20
5 1.15+£0.71 1.59+0.98 0.8+1.23 7
109.1 10 0.89 +£0.89 1.02 £0.61 0.56 £0.88 10
15 0.63 £0.58 0.44+0.27 0.88 £ 0.35 12 30.39 2.14
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Los pelos radiculares son la parte de la raiz en la que se absorben la mayor parte de nutrientes
y agua, si la plantas carece de alguno de estos producird un mayor numero de pelos
radiculares hasta que se logre el transporte de lo que la planta necesita, por lo que también se
analizaron las raices mediante microscopia con tincion DAB y azul de anilina al 1%, se
observaron las raices con el objetivo 10X. En las imagenes de las microscopias se pueden
observar que en los tratamientos de agua, NPK, harina de soya y nitrato de lantano se tiene
un mayor numero de pelos, mientras que en las bacterias 109.1 y la comercial se observan
pelos radiculares, pero en menor concentracion. Los tratamientos de cloruro de lantano, P1vb

y C2 fueron los que tienen una minima poblacion de pelos radiculares.

2 Comercial 109.1

Anexo 2. Microscopia (10X) de las raices con tinciones DAB + azul de anilina 1% en los

diferentes tratamientos.
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En el anexo 3 se presentan el nimero de unidades formadoras de colonias que se obtuvieron
de los diferentes tejidos a lo largo del tratamiento. En el tejido de la hoja en la semana 0 se
tuvieron 1.60x10? UFC/gr. En el tratamiento de NPK en la semana 10 se tuvieron 2.97x10?
teniendo un aumento de la semana 0 a la 5, después hubo un aumento a 1.43e4 y en la semana
20 disminuyeron las UFCs a 1.67x10°. En el tratamiento de cloruro de lantano a la semana
10 teniamos 6x10! UFC/gr, a la semana 15 hubo un incremento llegando a 7x10° y en la
semana 20 hubo una disminucion hasta 5.63x10°. En nitrato de lantano hubo 1x10! de UFCs
en la semana 10, mientras que en la semana 15 increment6 a 1.78x10° y a la semana 20 hubo
incremento hasta 4.63x10°. En el control de harina de soya en la semana 10 se tuvieron
2.52x10% UFC, a la semana 15 hubo un incremento de 3.5x10? y en la semana 20 increment6
hasta 7.98x10°. P1vb fue el tratamiento que tuvo un mayor incremento conforme el paso de
las semanas, iniciando con 5.37x10° en la semana 10 y llegando hasta 2.35x10* UFC. En el
tratamiento de C2 también tuvo un incremento muy notorio de la semana 10 a la 20, pasando
de 5.03x10? hasta 1.11x10% mientras que el tratamiento de 109.1 tuvo su mayor niimero de
UFCs en la semana 15, iniciando con 8.97x10? en la semana 10 y en la semana 15 llegd a
7x103.

En el tallo a la semana 0 se tuvieron 3.8x10° UFC/gr, en la semana 10 solo dos tratamientos
tuvieron un incremento de las UFCs que fueron P1vb y 109.1 teniendo 4.9x10° y 1.05x10*
respectivamente, después C2 tuvo 1.45x103, y por Gltimo harina de soya 4.72x102, nitrato de
lantano con 3.17x102, 2.77x10? en cloruro de lantano y en el tratamiento de NPK 1.40x10?
UFC/gr. En la semana 15, 109.1 y Plvb fueron los que mantuvieron su numero de
microorganismos cultivables, cloruro de lantano, nitrato de lantano, NPK y C2 aumentaron
sus UFCs llegando 3.9x10%, 8.19x10%, 3.78x10% y 9.40x10?, mientras que la harina de soya
disminuy6 hasta 2.65x102. En la semana 20, el tratamiento de harina de soya, P1vb y C2
tuvieron un aumento hasta 1.81x10% 1.10x10* y 2.07x10° respectivamente, mientras los
demas tratamientos como NPK, cloruro de lantano, nitrato de lantano y 109.1 tuvieron una

disminucion llegando a 3.58x10%, 2.28x10%, 3.3x10? y finalmente 8.29x10°.
En las raices en la semana 0 tuvimos 3.10x10° UFC/gr de tejido. En el tratamiento de NPK

a la semana 10, disminuy6 un 82% llegando a 2.55x10%, la semana 15 aument6 llegando a

4.20x10* y finalmente a la semana 20 volvio6 a disminuir un 62%. En el tratamiento de tierras
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raras, en la semana 10 ambos disminuyeron un 54-57% en la semana 10 y a la semana 15
cloruro de lantano tuvo un incremento llegando a 1.28x10° y nitrato de lantano un 5.75x10%,
en la semana 20 en cloruro de lantano increment6 llegando a 1.51x10°, mientras que nitrato
tuvo una disminucién a 4.73x10%. En harina de soya aument6 a 6.55x10°, a la semana 15
volvidé a tener un aumento a 6.35x10* y a la semana 20 disminuy6 4.6x10% En los
tratamientos de bacteria, todos incrementaron desde la semana 10, hasta llegar a 9.23x10%,
1.04x10* y 2.09x10° en P1lvb, C2 y 109.1 respectivamente, finalmente en la semana 20
llegaron hasta 2.94x10°, 5.79x10% y 2.77x105.

En la tierra se tuvieron 2.50x10° UFCs, en los tratamientos de harina de soya, P1vb y 109.1
fueron los que tuvieron un incremento a la semana 10 con 4.2x10°, 1.88x10° y 5.85x10%. En
la semana 15 volvid a tener un incremento 4.40x10°, 3.7x10% y 1.73x107, en la semana 20
solo P1vb volvio a tener un incremento 1.67x107 mientras que harina de soya y 109.1 bajar
el nimero de UFCs con 7.65x10° y 6.65x10°%. NPK en la semana 15 hubo 4.73x10° y en la
semana 20 9.31x10°. En los tratamientos de tierras raras (cloruro y nitrato de lantano) hubo
1.11x10° y 1.85x10° en la semana 10, en la semana 15 hubo incremento en ambos
tratamientos llegando a 8.35x10° y 5.65x10° respectivamente, en la semana 20 ambos bajaron
hasta 9.68x10* y 2.57x10%. El tratamiento de C2 se mantuvo en la semana 10, en la semana

15 hubo un incremento de 2.02x10° y en la semana 20 bajo a 4.11x10°.
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Anexo 3. Numero de bacterias endofitas (UFC/g de tejido) en el lote 1 de plantas en la semana

0, 10, 15 y 20.

En el anexo 4 se represent6 el porcentaje de los filos que se han encontrado en los diferentes
tratamientos que se les dieron a las plantas en el primer lote de plantas. En la semana 0, se
tuvieron 16 aislados, de los cuales el 26.67% de las bacterias fueron firmicutes, 13.33% beta
proteobacterias, 46.67 gamma proteobacterias y 13.33 de actinobacterias. En la semana 10
se aislaron 179 bacterias, en el lote de NPK fueron 24 aislados, donde el 62.5% fueron
firmicutes, 6.25% alfa proteobacterias, 25% gamma proteobacterias y 6.25% actinobacterias.
En la semana 15, se aislaron 25 bacterias, hubo una disminucion de firmicutes a 57.69%,
disminuyeron las alfa proteobacterias a 3.85%, sin embargo se presentaron un 11.54% de
beta proteobacterias, también se disminuyeron las gamma proteobacterias a 23.08%, no hubo
actinobacterias y huno 3.85% de bacteroidetes. En la semana 20 hubo 10 aislados, donde el
56.67% fueron firmicutes, un aumento de alfa proteobacterias a 10%, una disminucién a

6.67% de beta proteobacterias, aumento de gamma proteobacterias a 26.67%.
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En el de cloruro de lantano, a la semana 10, fueron 26 aislados, 62.50% firmicutes, 4.17%
beta proteobacterias, 25% gamma proteobacterias, 8.33% actinobacterias. Mientras que en la
semana 15, se obtuvieron 31 aislados, bajando el porcentaje de firmicutes a 56%, mostrando
un 8% de alfa proteobacterias, 32% de gamma proteobacterias y 4% de actinobaterias. En la
semana 20 fueron 14 aislados, en los cuales el 55.17% fue de firmicutes, 6.9% de alfa

proteobacterias, 31.03% gamma proteobacterias y 6.9% actinobacterias.

En nitrato de lantano a la semana 10 fueron 27 aislados, con 54.55% de firmicutes, 4.55% de
alfa proteobacterias, 22.73% de beta proteobacterias, 9.09% de gamma proteobacterias y
actinobacterias. En la semana 15, fueron 30 bacterias con 45.71% de firmicutes, 11.43% de
alfa proteobacterias, 25.71% de gamma proteobacterias, 11.43% de actinobacterias y se
presentd un 5.71% de bacteroidetes. En la semana 20, se tuvieron solo 14 aislados, teniendo
un incremento de firmicutes de la semana 15 a 47.22%, 8.33% de alfa y beta proteobacterias,

27.78% de gamma proteobacterias, 5.56% de actinobacterias y 2.78% de bacteroidetes.

En el control de harina de soya, se tuvieron 25 aislados en la semana con 58.82% de
firmicutes, 5.88% de alfa proteobacterias y actinobacterias, 29.41% de gamma
proteobacterias. En la semana 15 fueron 26 aislados, donde el 55% fueron firmicutes, 5% de
alfa proteobacterias, beta proteobacterias y actinobacterias, el 30% de gamma
proteobacterias. Fueron 12 aislados en la semana 20, teniendo el 52.17% de firmicutes, ,
8.7% en beta proteobacterias, 30.43% gamma proteobacterias y 4.35% de actinobacterias y

bacteroidetes.

Para P1vb en la semana 10 se tuvieron 27 aislados, con el 83.33% de firmicutes, 5.56% de
beta proteobacterias y 11.11% de gamma proteobactaerias. En la semana 15 hubo 28 aislados,
con 40% de firmicutes, 5% de beta proteobacterias, actinobacterias y bacteroidetes y 45% de
gamma proteobacteria. En la semana 20 fueron 14 bacterias, con 91.06% firmicutes, 7.32%

de gamma proteobacteria y el 1.63% de actinobacterias.

En el tratamiento de C2 para la semana 10 hubo 25 aislados con un 56.52% de firmicutes,

4.35% de beta proteobacterias, 30.43% de gamma proteobacterias y 8.70% de bacteroidetes.
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En la semana 15 hubo 28 bacterias con 64% de firmicutes, 4% de alfa y beta proteobacterias
y 28% de gamma proteobacterias. En la semana 20 hubo 13 aislados, con 61.90% de

firmicutes, 9.52% de alfa proteobacterias y 28.57% de gamma proteobacterias.

Finalmente en el tratamiento 109.1 en la semana 10 hubo 25 bacterias aisladas con 68.18%
de firmicutes, 4.55% de alfa y beta proteobacterias y 22.77% de gamma proteobacterias. En
la semana 15 fue de 27 aislados con un porcentaje de 61.11% firmicutes, 5.56% de alfa
proteobacterias y 33.33% de gamma proteobacterias. En la semana 20 se obtuvieron 12
aislados, con 58.33% de firmicutes, 8.33% de alfa proteobacterias, 4.17% de beta

proteobacterias y 29.17% de gamma proteobacterias.
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Anexo 4. Grafico representativo de los filos encontrados en los tratamientos y en el paso de

las semanas
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Se realizaron las pruebas agrondémicas para la semana 0, donde el 30.77% de las bacterias
dieron positivo a proteasas, 46.15% a NBrip, 61.54% en ACC deaminasas, 38.46% de
siderdforos, 53.85% de NFB y de positivas a acido indol acético.

En el tratamiento de NPK, en ambas semanas fueron el 50% de positivos a proteasas, en
NBrip en la semana 10 fue de 57.14% y en la semana 15 se redujo al 50%, en ACC la semana
10 fue de 78.57% y se redujo a 64.28% en la semana 15, en la prueba de sider6foros ambas
semanas fue de 28.57%, en NFB fue de 50% en la semana 10 y en la semana 15 aumento
hasta 78.57%, finalmente en la prueba de auxinas hubo 14.28% de bacterias que dieron

positivo a acido indol acético y en la semana 15 fue el doble de un 28.57%.

En los tratamientos de tierras raras, en cloruro de lantano en ambas semanas dieron 50% de
positivas a proteasas y de NBrip, en ACC ambas dieron 71.43%, en sideréforos fueron de
21.43% en las dos semanas, en el de NFB hubo un incremento de la semana 10 a la semana
15 de un 57.14% a un 71.43%, en la prueba de auxinas. En nitrato de lantano en la semana
10 hubo un 35.71% de positivos a proteasas a un 57.14% en la semana 15, en NBrip dieron
en ambas semanas 42.86%, en ACC un 78.57%, en la prueba de sider6foros hubo una
reduccion de 35.71% a 14.28%, en NFB fue un aumento de 64.28% a 78.57%, en las auxinas
hubo una disminucion del 50% a 35.71%.

En el tratamiento de harina de soya fue un 50% de positivos en la prueba de proteasas en
ambas semanas, en NBrip paso de un 42.86% a un 28.57% de positivos, en ACC fue de
64.28% aun 57.14%, en sidero6foros hubo un 35.71% en la semana 10 y 0% en la semana 15,
en NFB hubo 50% de positivos en la semana 10 y un incremento del 35.71% a la semana 15,

en auxinas fueron 21.43% en la semana 10 y 42.86% en la semana 15.

En los tratamientos de bacteria, P1vb en la prueba de proteasas en la semana 10 hubo un
78.57% de positivos y un 35.71% en la semana 15, en NBrip pasé de 21.43% a un 42.86%,
en ACC fue un incremento de 78.57% a 85.71%, en sideroforos ambas semanas fue de
28.57%, en NFB de 71.43% en la semana 10 a 85.71% en la semana 15 y finalmente en
auxinas fue el doble en la semana 15 llegando hasta 28.57% a comparacion de la semana 10.
En la bacteria endoéfita C2, fue de un 64.28% a un 75% de proteasas, del 28.57% a un 16.67%

en NBrip, en 64.18% en la semana 10 de ACC y un 100% en la semana 15, en sider6foros
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fue de 28.57% en ambas semanas, en NFB fue de 42.86% paso a 83.33%, en auxinas fue una
reduccion del 14.28% hasta un 8.33% de positivas a dcido indol acético.

En la bacteria 109.1 de suelo, paso de un 71.43% a un 61.54% en proteasas, en la prueba de
NBrip fue un aumento de 28.57% a un 38.46%, en ACC fue de 85.71% en la semana 10 y
enn la semana 15 bajé solo 1.10%, en la prueba de sider6foros tuvo un aumento del 7.14% a
30.77%, en NFB también hubo un incremento notorio pasando de 28.57% a un 92.31%, en

auxinas paso de 71.43% a un 61.54%.

Proteasas NBrip ACC Sideroforos NFB Auxinas

Semana 0
0-25
26-50

51-75
76-100

NPK

LaClI3

La(NO3)3

i
IR

Harina de
soya

P1vb

Cc2

109.1

Anexo 5. Cuadro representativo de la funcionalidad del microbioma aislado en cada
tratamiento del lote uno de plantas, cada tono de morado representa un rango de porcentaje

de bacterias que dieron positivos a las pruebas en las diferentes semanas de tratamiento.
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Anexo 6. Inhibicion de las bacterias aisladas del tratamiento con Bacillus velezensis contra

la bacteria patogena Kosakonia cowanii.
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Anexo 7. Inhibicion de 40 bacterias aisladas del tratamiento con Bacillus velezensis contra

hongo patogeno de mango.
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Anexo 8. Inhibicion de las 40 bacterias aisladas de P1vb contra hongo patégeno de coco.
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Anexo 9. Inhibicion de 22 bacterias asiladas de tratamiento de P1vb contra hongo patégeno

de aguacate.

https://drive.google.com/drive/folders/1-K-
RfYcc8s60rWIAJOXCBGKbdmskglp&?usp=sharing

Anexo 10. Bacterias identificadas y no identificadas en las diferentes semanas
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