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RESUMEN

En el desierto de Chihuahua se establece Euphorbia antysiphilitica Zucc, cominmente
conocida como candelilla, bajo condiciones de estrés hidrico, temperaturas extremas, en
suelos salinos y pobres en nutrientes, lo que ha desarrollado en la planta mecanismos de
adaptacion a su habitat como la produccion de cera, la cual genera una derrama econdmica
para la poblacion de la zona. La asociacion de las plantas con bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (BPCV) influye en el desarrollo y adaptacién debido a que hacen mas
accesibles nutrientes para su absorcidn mediante la fijacion de nitrogeno, produccion de
potasio, fosfato, zinc, fitohormonas y siderdforos, también influye en el control de patogenos,
etc. Una de las etapas cruciales en la caracterizacion de BPCV es la identificacion molecular
para conocer conocer su diversidad, se ha reportado que cada planta que se ha analizado en
diversas partes del mundo ha demostrado que contienen diferentes microorganismos
influenciada por su ambiente y region de estudio. El objetivo de la presente investigacion fue
realizar una identificacion molecular de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
asociadas a la planta candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) a través del gen 16S rRNA.
Se identificaron diecisé€is bacterias asociadas a la planta de candelilla que previamenmte se
habia analizado su capacidad de fijacion de nitrogeno, produccion de fosfato, produccion de
potasio y produccion de siderdforos. De las cuales un 43.75 % de los aislados presentan
similitud del 100% con el género Enterobacter, 25% se asocia a Pantoea, el género de
Bacillus se asocid al 25% de los asilados y un solo asilado presento similitud a
Chyseobacterium. Los aislados identificados son bacterias promotoras de crecimiento
vegetal con potencial aplicacion en la agricultura. Un 81.25 % de las bacterias promotoras
de crecimiento vegetal del presente estudio es diferente con bacterias promotoras de
crecimiento vegetal asociados a la planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc)
previamente reportadas, por lo que la region de crecimiento podria influir en la diversidad de

la microbiota de candelilla.

Palabras clave: Candelilla, rizosfera, BPCYV, identificacion molecular, diversidad

genética.



L INTRODUCCION

En la planta se pueden identificar estructuras y zonas que interaccionan con microorganismos
como la rizdésfera, la cual es la seccion del suelo con mayor proximidad a las raices y pelos
radiculares de las plantas, donde se encuentran una amplia poblacion de microorganismos.
Un grupo de microorganismos importante son las bacterias promotoras de crecimiento

vegetal (BPCV) (Beneduzi, Ambrosini & Passaglia, 2012).

Las BPCV influyen sobre las plantas, particularmente en su crecimiento al apoyar la
adaptacién en su habitat mediante mecanismos directos e indirectos. En los directos
encontramos la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de zinc, solubilizacion de foésforo,
solubilizacion de potasio, la produccion y regulacion de fitohormonas (giberelinas, auxinas,
etileno, citoquininas y acido abscisico), asi como sustancias que afectan directamente el
metabolismo de las plantas o mejoran la absorcion de nutrientes del suelo. Por su parte, los
mecanismos indirectos ayudan en la proteccion contra diversos fitopatogenos (hongos,
bacterias, insectos y virus) con la produccion de antibidticos, compuestos volatiles,
sider6foros, metabolismos secundarios que brindan la oportunidad a microorganismos
benéficos de establecerse por sobre otros microorganismos patdogenos en la rizosfera

(Tabassum et al., 2017).

Las bacterias asociadas a las plantas son cruciales para la salud de estas, la promocion del
crecimiento y la resistencia a enfermedades (Feng ef al., 2021), siendo potencial su aplicacion

dentro de la agricultura actual para sustituir a fertilizantes y pesticidas (Busby et al., 2017).

El estudio en diferentes zonas climaticas y plantas amplian la oportunidad encontrar
diversidad en la microbiota que contribuya en el desarrollo de las plantas bajo condiciones
extremas. Condiciones que actualmente pueden afectar cultivos con interés comercial. En el
Desierto Chihuahuense se distribuye la planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc)
la cual se destaca por su produccion de cera, un mecanismo que le permite crecer bajo
condiciones de temperaturas extremas. Por su parte, la relacion simbidtica que establece con
algunas bacterias auxilia a la planta a desarrollarse en suelos de pH alcalino, salinos y pobres

en nutrientes (Salazar-Ramirez ef al., 2019).



La investigacion centrada en identificar posibles nuevas BPCV busca contribuir a la
aplicacion de estas como herramienta biotecnoldgica en la agricultura y la conservacion de
especies vegetales. En un estudio previo de nuestro equipo de investigacion se aislaron 25
cepas bacterianas de las cuales; 8 pertenecen a rizosfera, 8 a suelo, 5 a bulbo desinfectado y
5 mas de bulbo desinfectado. De estas, dieron positivas en al menos una de las caracteristicas
asociadas a RPCV: produccion de sideroforos, solubilizadores de potasio o fosforo y fijacion
de nitrégeno (Garcia-Perez, 2022) Por lo que el objetivo de la presente investigacion fue
identificar molecularmente bacterias catalogadas como promotoras de crecimiento asociadas

a la rizosfera de la planta candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc).



1.1 Hipotesis
La diversidad genética de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas a la
planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) es influenciada por la region de

crecimiento la planta.

1.2 Objetivo general
Realizar una identificacion molecular de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
asociadas a la rizdsfera de la planta candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) a través del

gen 16S rRNA.

1.3 Objetivos especificos
1.3.1 Activar las cepas bacterianas asociadas a la rizésfera de candelilla (Euphorbia

antisyphilitica Zucc) en agar nutritivo (AN).

1.3.2 Purificar e incubar las bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas a
la rizésfera de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) en medio Luria-Bertani

(LB).

1.3.3 Extraer DNA bacteriano de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
asociadas a la planta candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) mediante el

protocolo de fenol: cloroformo.

1.3.4 Amplificar la region 16S rRNA de las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal asociadas a candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) por la técnica de

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando cebadores universales.

1.3.5 Secuenciar la region 16S rRNA de las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal asociadas a candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) por medio de la

técnica Sanger.

1.3.6 Analizar in silico la diversidad genética de las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal asociadas a la rizésfera de candelilla (Euphorbia antisyphilitica

Zucc).



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Zonas aridas

México posee en mas de la mitad de su territorio zonas aridas y semidridas distribuidas en el
norte principalmente el noroeste y también en zonas centro del pais, a pesar de las
condiciones que las caracterizan como suelos poco fértiles, bajas precipitaciones,
temperaturas extremas y alta radiacion UV los ecosistemas aridos disponen de diversidad
biologica y de alta interaccion entre especies y el medio (Acosta, Herrera & Solis, 2018;

Briones et al., 2018; Chavez-Ambriz et al., 2016; Soussi et al., 2016).

La aplicacion de biofertilizantes, bioestimulantes, biopesticidas provenientes de
microorganismos benéficos se ha convertido en un sustituyente al uso de productos agricolas
quimicos. Estos microorganismos deben tener la capacidad de beneficiar a las plantas bajo
condiciones de salinidad y altas temperaturas, ya que son las condiciones que prevalecen en
zonas agricolas aridas y salinas. Se ha reportado la presencia de microorganismos benéficos
en plantas desérticas como candelilla, lechuguilla, sotol, ocotillo y varios cactus, los cuales
tienen un papel importante promoviendo nutrientes a este tipo de plantas (Salazar-Ramirez
et al., 2021). Cuando las PGPR son aisladas de plantas que crecen en suelos pobres y/o
estresados, tienden a presentar efectos mas destacados en el crecimiento y desarrollo de las

plantas (Kong & Liu, 2022).

Existe una importancia en el asociamiento de microrganismo en plantas, especificamente en
aquellas que crecen en zonas aridas y desérticas. En los desiertos de América del Norte
asociados a cactus se han encontrado grupos bacterianos como Pseudomonas, Bacilli y
Actinomicetos, por otro lado, en el Desierto Mohave se ha estudiado la microbiota asociado
a Larrea tridentata, conocida como gobernadora, dominando los filos Proteobacteria,

Bacteriodetes, Firmicutes o Bacillota y Actinobacteria (Soussi et al., 2016).

2.2 Candelilla

Euphorbia antisyphilitica Zucc conocida localmente como candelilla es una planta de
importancia social, econdmica y ecoldgica que se distribuye principalmente en el desierto
Chihuahuense en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, Tamaulipas,

San Luis Potosi y Zacatecas, asi como Oaxaca, Hidalgo, Querétaro y Puebla, externo a



México puede ser localizada en Nuevo México y Texas, Estados Unidos (Bernadac-Meza,
2022).
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Figua 1. Planta de candelilla Euphorbia antisyphiitica Zucc).

Fuente: Bernadac-Meza, 2022.

El valor de la candelilla radica en la produccion de cera que cubre sus tallos; esta se compone
por principalmente por n-alcanos, ésteres de alto peso molecular, 4cidos libres, alcoholes,
esteroles y resinas, que confiere proteccion a la planta ante las condiciones climaticas en que

crece (Bautista-Hernandez et al., 2021).

Es una especie que crece en condiciones adversas, como estrés hidrico y temperaturas
extremas por lo que ha desarrollado mecanismos que le permiten sobrevivir y reproducirse
bajo mencionadas condiciones. Se desarrolla en suelos con un pH entre 7.4 y 8.4, que poseen
una textura franco-arenosa, pedregosos de poca profundidad con buen drenaje, ricos en
carbonato de calcio, pero pobres en nitrégeno y de bajo contenido en materia organica (0.96
a 2.64%). Se desconocen plagas o enfermedades que le afecten (Rojas et al., 2011;

Hernandez-Herrera et al., 2019).



2.2.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledoneae
Orden: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Euphorbia
Especie: antisyphilitica

2.2.2 Morfologia
La planta de candelilla (Figura 1) es un arbusto generalmente con un didmetro de 90 cm, que
puede generar mas de 100 tallos, los cuales son erectos, cilindricos y sin ramificaciones, de
color verde grisaceo, regularmente con una altura de 30 a 60 cm, con un diametro de entre

0.1 a 1.0 cm y sus raices son pequefias (Rojas ef al., 2011; Flores Del Angel, 2013).

Solo poseen hojas por un corto periodo de tiempo, estas son sésiles y pequefias, presentan
una forma oblonda lanceolada, al inicio de color verde y se tornan a rojizo, llegan a medir 1
mm de ancho y entre 6 a 10 mm de largo. Las flores son pequefias y se congregan en
inflorescencia (Figura 2), distribuyéndose a lo largo de los tallos, presentan un color rosa
durante la temporada de lluvia, son unisexuales (Flores Del Angel, 2013; Instituto de

candelilla, 2013; Rocha-Estrada et al., 2023).



Figura 2. Flores de candelilla.

Fuente: Berrum-Aguilar, 2021.

El fruto tiene un didmetro de como maximo de 5 mm y contiene en su interior 3 semillas,
tanto la semillas como el fruto son de color café. Las semillas poseen una forma entre eliptica

y ovoide (Flores Del Angel, 2013).
2.2.3 Importancia econémica

La candelilla es utilizada principalmente por la cera que produce como mecanismo de
supervivencia a las condiciones donde estd establecida. Antiguamente en la época
prehispanica tenia funcién de curtir pieles, tensar arcos y como ingrediente en remedios
medicinales (Rocha-Estrada et al., 2023). En la actualidad se considera multiproposito por
sus propiedades Unicas que la hacen factible dentro de la industria alimentaria,
cosmetologica, farmacéutica y biotecnoldgica (Bautista-Hernandez et al., 2021).

En la industria alimentaria se utiliza como aditivo, agente de recubrimiento, emulsificante,
espesante, con fines espesante y texturizaste considerando sus actividades antioxidantes y

antimicrobianas (Aranda-Ledesma et al., 2022).

Por su parte en la industria de los cosméticos debido a sus propiedades protectoras es aplicada
en la produccion de diversos cosméticos como labiales, cremas, entre otros. También se
utiliza en la fabricacion de cerillos, velas aislantes eléctricos, incluso en el desarrollo de

biocombustible (Rocha-Estrada et al., 2023).

Las amplias aplicaciones industriales de la cera de candelilla convierten su extraccion en una

importante fuente de ingresos para la poblacion de las zonas rurales donde crece la planta.



2.2.4 Importancia ecologica

La planta de candelilla contribuye al ecosistema previniendo la erosion edlica, la pérdida de
cubierta vegetal y de diversidad biologica. Si bien, no es una especie muy consumida por la
fauna de la region si promueve el crecimiento de otras plantas. Regularmente se asocia a
guapilla (Hechtia glomerata), lechuguilla (Agave lechuguilla), ocotillo (Fouquieria
splendens), palma samaldoca (Yucca carnerosana), sotol (Dasylirion spp) y a varias
cactaceas. De igual manera, ocasionalmente se asocia con cardenche (Opuntia imbricata),
cenizo comun (Leucophyllum texanum), gobernadora (Larrea tridentata), guayule
(Parthenium argentatum), hojasén (Flourensia cernua) y mezquite (Prosopis juliflora)
(Mufioz-Ruiz et al., 2016; Rocha-Estrada et al., 2023; Instituto de la candelilla afio, 2013;
Flores del Angel, 2013).

Vargas Piedra (2020) clasifica a Euphorbia antisyphilitica como la cuarta en importancia
ecologica con base a la ecuacion Cottam y Curtis que considera la abundancia, frecuencia y
cobertura relativas en el area de estudio para determinar el valor ecoldgico de la especie en

el ecosistema.

2.3 Rizosfera

El encuentro entre planta-microorganismo tiende a efectuarse en tres secciones de la planta,
a la seccidn que involucra las estructuras frutos o flores, hojas y tallo, también denominadas
estructuras aéreas se le nombra como filosfera, la siguiente seccion denominada endodsfera es
la relacionada al sistema de transporte. Por ltimo, tenemos la rizésfera que se identifica
como el suelo mas cercano a las raices, cuya area regularmente es inexacta porque varia
segiin el ambiente y las secreciones de la planta por las raices (Benjumeda, 2017). La
endorrizosfera, el rizoplano y la ectorrizosfera son secciones que se encuentran dentro del
suelo denominado rizésfera (Huang et al., 2014). El suelo rizosférico no posee una definicién
exacta en cuanto a limites de tamafio se considera un area dindmica, algunos autores limitan
su tamaio al suelo qué influenciado directamente por la raiz, otros consideran la extension
de los nutrientes, actividad enziméatica y microbiana lo que lleva a limitarla entre 0.5 a 4 mm

(Kuzyakov & Razavi, 2019; Muioz et al., 2021; Bernad et al., 2023).

En la rizésfera existe una acumulacion de diversos microorganismos (bacterias, arqueas,

hongos, nematodos, virus), destacandose la dominancia de hongos y bacterias, en su mayoria

8



estas ultimas (Ling, Wang & Kuzyakov, 2022). Propiciando las interacciones bioldgicas entre
planta-microorganismo y/o microrganismo-microrganismo como el mutalismo donde en una
interaccion planta-bacteria el beneficio es mutuo, la planta proporciona una fuente de
nutrientes y las bacterias estimulan el crecimiento de la planta mediante diversos mecanismos
(Morales & Hernandez, 2023). También se pueden llegar a establecer otro tipo de
interacciones denominadas: comensalismo donde una parte relacionada sale beneficiada y
sin generar ningun tipo de efecto en la otra parte, el parasitismo consiste en la obtencion de
un beneficio afectando negativamente a la planta, la competencia es la relacion entre
microrganismos compiten por nutrientes y espacio, por ultimo el amensalismo ocurre cuando
una de las especies relacionadas tiene efecto negativo y la otra se mantiene (Martinez-Falcon,

Martinez-Adriano & Déttilo, 2019).

Las interacciones planta-bacteria ocurridas en la rizésfera proceden de la interaccion de
moléculas y los cambios sobre el microbioma de esta area se debe a las moléculas exudas y
el genotipo de la planta, el clima, y factores edaficos (Chepsergon & Moleleki, 2023). La
importancia de mencionada relacion se basa en su repercusion sobre el ciclo de nutrientes y

el funcionamiento del ecosistema (Hassan, Mclnroy & Kloepper, 2019).

2.3.1 Interaccion planta-microorganismos

2.3.1.1 Exudados de la raiz
En las plantas las células radiculares excretan compuestos organicos que son fuente principal
de nutrientes en la rizosfera, la cantidad y tipos de exudados es variada por el tipo de planta
y su etapa fisiologica, los exudados son indispensables para el desarrollo de nichos
microbiologico en la rizosfera y el establecimiento de una interaccion simbidtica (Hassan,
Mclnroy & Kloepper, 2019). Los exudados de raices de plantas son una composicion
compleja entre sustancias orgdnicas e inorgénicas liberadas en el ambiente de la rizosfera a
través del sistema de raices durante el ciclo de vida de las plantas (Feng et al., 2021). Estos
modifican la quimica del suelo circundante donde se localiza la rizosfera, afectando la
densidad y variedad de poblacion microbiana, al actuar como atrayentes o repelentes
quimicos en esta drea (Ramos & Alvarez, 2015). Los exudados representan la respuesta
metobdlica de la planta originada por las condiciones ambientales, influyendo en el tipo de

comunidad microbiologica que se establezca en su rizésfera (Estrada-Gonzalez ef al., 2023).



La composicion de los exudados consiste en la mezcla de iones, compuestos de peso
molecular bajo como: amino&cidos, azlcar, compuestos fenolicos; compuestos de alto peso
molecular siendo estos el mucilago (acido poliurénico y polisacaridos) y enzimas
extracelulares (Ma & Tang, 2022).

Los compuestos de los exudados radiculares son liberados segun determinen sus propiedades
quimicas, las moléculas de bajo peso molecular como acidos carboxilicos, aminoacidos y
compuestos fenolicos son excretados mediante difusion; por su parte, moléculas de alto peso
molecular (carboxilatos y carbohidratos) se trasportan por medio de proteinas de membrana,
aquellos compuestos de alto peso molecular almacenados en vesiculas se liberan por

exocitosis (Vives-Peris et al., 2020).

2.3.1.2 Colonizacion de la raiz
La interaccion planta-microorganismo inicia con la colonizacién bacteriana del area
rizosférica, lo que la determina como crucial en el proceso. Para que la colonizacién
bacteriana se lleve a cabo, la planta regula la composicion de sus exudados generando una

respuesta inmune innata (Knights ef al., 2021).

La quimiotaxis, la capacidad de las bacterias moviles para dirigir su movimiento en
gradientes de atrayentes y repelentes, juega un papel importante durante la colonizacion de
la rizésfera por las rizobacterias estableciendo interacciones entre bacterias y raices. Diversos
estudios han demostrado que el desempefio de sus efectos beneficiosos para las plantas

depende de una colonizacion eficiente de la rizosfera (Feng ef al., 2021).

Se han definido los mecanismos moleculares de union en los géneros de importancia agricola
(Rhizobium,  Pseudomanas, Azospirillum, Agrobacterium y Salmonella). Estas
proteobacterias comparten un mecanismo de unidon que implica al inicio una unién débil, no
especifica y reversible mediada por interacciones hidrofobicas y electrostaticas entre células
y moléculas de superficie adyacentes en la raiz (Knights ez al., 2021). La unién culmina en
la formacion de una microcolonia bacteriana en la raiz, que crece hasta formar biopeliculas
maduras en la superficie de la raiz, lo que permite una interaccion mas estrecha (Fitzpatrick
etal., 2018).
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2.4. Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCYV)

En el suelo encontramos hongos, actinomicetos, protozoos y bacterias, éstas tltimas son las
més abundantes, se estima que por gramo de se encuentren de 10%a 10° células bacterianas y
total del total de bacterias encontradas en el suelo solo entre el 2 'y 5 % son BPCV (Moreno

Reséndez et al., 2018; Olenska et al., 2020).

El término Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB por sus siglas en inglés y BPCV en
espafiol) engloba a las bacterias que se establecen en la rizésfera y causan un efecto positivo
en el crecimiento de las plantas, desempefiando multiples funciones benéficas y ecologicas
en el suelo de la rizésfera como el ciclo y la absorciéon de nutrientes, la inhibicién del
crecimiento de fitopatdogenos potenciales, la estimulacion de la inmunidad innata de las
plantas y la mejora directa del crecimiento de estas mediante la produccion de fitohormonas
u otros metabolitos (Bonilla et al,2021),. Otras funciones de importancia es la
biorremediacion del suelo al poseer capacidades de limpieza ambiental biorremediacion del

suelo (Khatoon et al., 2020).

La mecanismo en que las BPCV estimulan el crecimiento de las plantas puede ser de manera
directa incrementando la disponibilidad de nutrientes mediante la fijacion de nitrogeno, la
solubilizacion de fosfato, zinc y potasio, asi como produciendo fitohormonas para regular el
crecimiento de la planta y controlar el estado hormonal por estrés produciendo ACC
desamilasa. Por otro lado, la forma indirecta en que las bacterias benefician a las plantas es
por biocontrol de patdogenos al producir enzimas liticas, antibioticos, siderdéforos o generar

resistencia adquirida a la planta hospedera (Olenska et al., 2020).

2.5 Mecanismos de accion directos

2.5.1 Fijacion de nitréogeno
El nitrogeno es un elemento que dentro de la nutricién vegetal posee alta importancia al ser
componente de aminoacidos, acidos nucleicos, alcaloides, clorofila y vitaminas (Velasco-
Jiménez et al., 2020). La fijacion de nitrogeno por parte de bacterias ha beneficiado los
sistemas agricolas globales aportando grandes cantidades de nitrégeno fijado (Jaiswal ef al.,

2021).

La conversion fijacion de nitrégeno atmosférico a amoniaco capturado y fijado en el suelo
se lleva a cabo por bacterias diazotréficas, el amoniaco es el sustrato para iniciar el proceso
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de nitrificacion, las bacterias nitrificantes convierten el amonio a nitrato mediante la accion
del complejo enzimdtico nitrogenasa. Existe un grupo de bacterias fijadores de nitrégeno
denominadas rizobios, que pertenecen a los géneros Rhizobium, Bradirhizobium,
Allorhizobium, Neorhizobiu, Shinella, Aminobacter, Phyllobacterium, Devosia, y
Mesorhizobium estas establecen una relacion simbidtica con leguminosas, la simbiosis se
caracteriza por la formacion de nodulos que es donde se establecen los rizobios disminuyendo
la competencia con otras rizobacterias por nutrientes a su vez estas le brindan de nitrégeno a

la planta (Mathesis, 2022; Santoyo ef al., 2021; Lindstrom & Mousavi, 2020).

Otro grupo de bacterias capaces de fijar nitrdgeno atmosférico son denominadas de vida libre
y son una pequefia fraccion del ecosistema en la rizosfera de las plantas, en la literatura
encontramos reporte de Azotobacter vinelandii, Azospirillum brasilense, Pseudomonas
stutzeri, Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum caulinodans Achromobacter insilitus,
Bacillus  megaterium, Enterobacter sacchari, Gluconacetobacter diazotrophicus
Xanthomonus sp., Nitrosospira, Burlholderia (Singh et al., 2020; Bueno-Batista & Daxon,
2019; Mahmud et al., 2020).

3.5.2 Solubilizacion de fosfato
El fosforo es un importante macronutriente que en las plantas tiene intervencion en procesos
como la formacion de membrana celular, la fotosintesis, la glucdlisis, la respiracion y en la
actividad de diversas enzimas. El fosfato organico en forma ortofosforico es requerido por
las plantas para su crecimiento. Sin embargo, su biodisponibilidad no tiende a superar los
10uM de concentracion en el suelo. En suelos aridos y semidridos es la principal limitacion
de nutrientes vegetales. Para la falta de este macronutriente en suelos agricolas es
fundamental implementar la aplicacion de microorganismos capaces de solubilizar el P de

formas orgénicas e inorganicas. (Suleimanova et al., 2023; Billah et al., 2019).

Los microorganismos generalmente solubilizan el P fijo al reducir el pH, liberando acidos
organicos, se ha demostrado que logran bajar el pH liberando acido gluconico, acido oxalico,

acido tartarico y acido lactico (Billah ef al., 2019).

Diferentes autores mencionan como bacterias solubilizadoras de fosfato pertenecientes de los
géneros Acinetobacter, Bacillus, Citrobacter, Pseudomonas, Massilia, Arthobacter,

Enterobacter, Paenibacillus, Xanthomonas, Klepsiella, Erwinia, Micoccocus, Burkholderia

12



Pantoea (He & Wan, 2022; Roring et al.,2023; Timofeeva, Galyamova & Sedykh, 2022;
Chakdar et al., 2018).

2.5.3 Solubilizacion de potasio
El potasio es un elemento abundante en el suelo, sin embargo, solo 1-2 % de este se encuentra
disponible para las plantas. Es clave en el crecimiento metabolismo y desarrollo de las
plantas, en virtud de que influye en la absorcion de CO», reduccion de nitratos, sintesis de
almidon y en la degradacion de azicar. (Etesami, Emami & Alikhani, 2017; Restrepo-Correa

etal., 2017).

Las bacterias como Bacillus mucilaginosus, Acidothiobacillus
ferrooxidans, Paenibacillus spp., B. edaphicus, B. circulanstienen, B. thuringiensis, B.
subtilis, B. lichenifromis, B. cereus, Enterobacter cloacae, Pseudomona pseudoalcaligenes,
Burkholderia cenocepacia poseen la capacidad para solubilizar potasio (Etesami, Emami &

Alikhani, 2017; Pantigoso et al., 2023; Raji & Thangavelu, 2021).

Las bacterias solubilizadoras de potasio (K) emplean como mecanismo la erosion del mineral
mediante la sintesis de polisacaridos, enzimas extracelulares y quelatos predominando la
produccion de acido carboxilico (Rana et al., 2020). La solubilizacion de potasio se ve
influenciada por el pH del suelo, la temperatura, la humedad y el indice de solubilidad (Baba

etal., 2021).

2.5.4 Solubilizacion de zinc
Mundialmente los suelos poseen una disponibilidad del zinc en su forma deseable para la
absorcion por plantas (iones zinc) de aproximadamente 30% (Eshaghi ef al., 2019). En las
plantas, el zinc estd implicado en diversos metabolismos, la deficiencia de este provoca
amarillamiento en las plantas, reduccion del tamafo de hoja, afecta en la calidad del grano,

la formacion de polen y el desarrollo de raices (Kathoon ef al., 2020).

Se han reportado bacterias promotoras de crecimiento vegetal con la capacidad de solubilizar
zinc, que mejoran el crecimiento y desarrollo de las plantas al colonizar la rizosfera haciendo
mas disponible el zinc para las plantas. Especies del género Bacillus, Pseudomonas 'y Serratia
incrementaron la movilizacion en zinc al ser aplicadas en trigo y soja (Kathoon et al., 2020;

Kamran et al., 2017). Por su parte cepas identificadas como Agrobacterium tumefaciens y
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Rizobium sp. han presentado capacidad de solubilizaciéon de zinc en estudios a nivel

laboratorio (Khanghahi et al., 2018).

Los microorganismos producen acido orgénico, que secuestra los cationes de zinc y
disminuyen el pH del suelo. Otros mecanismos posiblemente involucrados en la
solubilizacion de zinc incluyen la produccion de siderdforos y sistemas oxidorreductores de

protones en membranas celulares y ligados quelados (Kamran ef al., 2017).

2.5.5 Sintesis de fitohormonas
Las fitohormonas, se clasifican considerando su estructura y su accion fisiologica, entre ellas
se encuentran las auxinas, giberelinas, citoquininas y el etileno. Estas influyen en diversas

etapas y funciones de la planta (Palacios-Rodriguez et al., 2016).

2.5.5.1 Auxinas
Las auxinas son moléculas reguladoras involucradas en varios procesos de las plantas
(Khatoon et al., 2020). La auxina mas investigada es el acido indol acético (AIA), la cual se
relaciona en formacion de dominios apicales, iniciacion de raices, elongacion de tallos y
raices y la diferenciacion vascular, el &cido indol acético producido por bacterias modifica lo
depdsitos de auxinas en las plantas aumentando la superficie y longitud de las raices
(Olanrewaju, Glick & Babalola, 2017). Las bacterias asociadas a la produccion de AIA
utilizan principalmente cinco rutas dependientes de triptofano. Denominadas por el
compuesto intermedio son ruta del indol-3-acetamida (IAM), ruta del indol-3-acetonitrilo
(IAN), ruta del indol-3-triptamina (TAM), la ruta de la oxidasa de cadena lateral del
triptofano (TSO) y ruta del acido indol-3-piravico (IPA/IPyA) que es la mas utilizada por
bacterias promotoras de crecimiento vegetal como Azospirillum, Brazdyrhizobium,

Enterobacter cloacae, y Rhizobium (Vega-Celedon et al., 2016; Tang et al., 2023).

Los géneros bacterianos Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus y Staphylococcus se reportan
con apacidad de producir IAA en diferentes concentraciones (Mike-Anosike, Braide &
Adeleye, 2018).
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2.5.5.2 Citoquininas
Las citoquininas o citocinas son derivadas de las adeninas y son responsables de regular la
formacion de brotes, inhiben el alargamiento de raices y mejoran la division celular

(Alcantara-Cortes et al., 2019; Borjas-Ventura, Julca-Otiniano & Alvarado-Huaman, 2020).

La sintesis de citoquininas inicia con la prenilacioén del grupo N6-amino de nucleotidos de
adenosina libres (AMP), en bacterias puede ser mediado por dos diferentes
isopenteniltransferasas (IPT), adenilato IPT y [ tARN IPT, siendo esta ultima la que domina

en los microrganismos para la produccion de citoquininas (Frébortova & Frébort, 2021).

Las bacterias reportadas por sintetizar Azotobacter paspali, Azotobacter vinelandii,
Pseudomonas fluorencens, Pseudomonas putidia, Burkholderia cepacia, Bacillus subtilis y
Bacillus amyloliquefaciens (Kudoyarova, Arkhipova & Dodd, 2019; Tsukanova et al.,
2017).

2.5.5.3 Giberelinas
Estas fitohormonas son moléculas complejas de di-terpenos 4acidos carboxilicos que
incrementan el crecimiento de los tallos, inducen la brotacién de yemas, promueven la

floracion y principalmente interrumpen el periodo de latencia en las semillas (Garcia-

Sanchez, 2018; Hedden, 2020).

La biosintesis de giberelina comienza del difosfato de geranil-geranilo (GCPP) hasta el
difosfato de isopentenilo. La produccion de giberelina por PGPR protege a las plantas de

estrés bidtico y abidtico modulando los niveles de antioxidantes (Khatoon et al., 2020)

Existen cinco formas de giberelinas sintetizadas por bacterias: GA1, GA2, GA3, GA4'y GAxo,
las bacterias reportadas con capacidad de producir GA son Acinetobacter calcoaceticua,
Achromobacter xylosoxidans, Azospirillum spp., Azotobacter spp., Bacillus spp.,
Glucononobacter y Herbaspirillum seropedicae 1o que induce en la planta la brotacion de

yemas, frutos y crecimiento de tallos (Mustafa et al., 2019; Morales & Hernéndez, 2023).
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2.5.5.4 Etileno
El etileno es una fitohormona involucrada en diversos procesos de las plantas como el
desarrollo de pelos radiculares, la nodulacion, germinacién de semillas, asi como en la

maduracion de los frutos y senescencia (Benjumea, 2017).

Se ha reportado que algunas bacterias promotoras de crecimiento vegetal que producen la
enzima ACC desaminasa, exclusiva de microorganismos que degrada al precursor del etileno
l-aminociclopropano 1 carboxilo (ACC), dicha accion disminuye la sintesis del etileno por
parte de la planta y minimiza el estrés ante condiciones de alta salinidad, sequia, temperaturas
extremas o ante la presencia de metales pesados en el suelo (Benjumeda, 2017; Ribaudo et

al., 2013; Esquivel-Cota et al., 2013).

Dentro de las bacterias reportadas por la produccion de ACC desamilasa se encuentran
Acinetobacter, Microbacterium, Agrobacterium, Achromobacter, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Mmethylophaga, Paenibacillus, Serratia,

Rhizobium (Ansari et al., 2017; Bal & Adhya, 2021; Chieb & Gachomo).

2.6 Mecanismos de accion indirectos

2.6.1 Produccion de sideroforos
El hierro férrico (Fe**) es un micronutriente importante para las plantas por su participacion
en la sintesis de pigmentos, ademas de formar parte estructural de algunas enzimas con
actividad en procesos importantes en la planta (fotosintesis, fijacion de nitrégeno y
respiracion). Los siderdforos son descritos como compuestos de bajo peso molecular (entre
0.5-1.0 kDa) con capacidad de secuestrar el hierro férrico (Pedraza et al., 2020; Palacio-

Rodriguez et al., 2016).

Los sideroforos son clasificados por el grupo funcional quelador: hidroximatos a-
hidroxicarboxilatos, catecolatos y mixtos. La estructura de los sideréforos puede ser lineal o

ciclica, presentando complejos mas estables los ciclicos (Soares, 2022; Singh et al., 2022).

Algunas bacterias, en su mayoria Gram negativas logran atraer al hierro hacia la rizosfera
mediante moléculas quelantes que liberan y atraen a este micronutriente, colocandolo en una

zona mas accesible para que la planta lo absorba. La planta logra incrementar en su rizosfera
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el crecimiento de microorganismos productores de sider6foros con exudados compuestos

principalmente con fenoles (Palacio-Rodriguez et al., 2016; Soares, 2022).

La produccion de sideroforos por parte de bacterias promotoras de crecimiento vegetal como
Azotobacter vinelandii, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus circulance, Bacillus
thuringiensis, — Pseudomonas aeruginosa, —Pseudomonas koreensis, —Enterobacter
casseliflavus, Bacillus megaterium, Pantoea cypripedii, Pantoea dispersa se ve influida por
condiciones ambientales como la temperatura, la fuente de nutrientes y el pH (Singh et al.,

2022; Olenska et al., 2020).

2.6.2 Resistencia sistematica inducida

La resistencia sistematica inducida (ISR) es un estado fisioldgico similar a la respuesta
inmune innato de la planta, por lo que también se ve requerida la sefializacion del acido
jasmonico y el etileno, estos traducen los estimulos externos captados por receptores de las
células e incorporan las respuestas internas al estimulo. (Molina-Romero et al., 2015;
Samaniego-Gamez et al., 2017). Las plantas expuestas a las bacterias que liberan 4cido
salicilico, flagelos, lipopolisacaridos, lipopéptidos ciclicos y siderdforos activaran una
respuesta inmunitaria por periodos prolongados en partes afectadas y no afectadas (Velasco-

Jiménez et al., 2020).

La interaccion planta-microorganismo puede reducir el nimero de enfermedades de la planta
o la severidad de la sintomatologia de la infeccion generada por algunas bacterias, hongos,
virus, nematodos e insectos patogenos al inducir la resistencia sistematica inducida (Molina-

Romero et al., 2015).

Algunas bacterias promotoras de crecimiento vegetal capaces de promover el ISR en plantas
son: Azospirillum, Azotobacter, Bacillus amyloliquefaciens, B. pasteuri, B. pumila, B.
mycoide, B. sphaericus, Burkholderia phytofirmans, Gluconacetobacte, Rhizobium
leguminosarum; P. putida 89B-27 y Serratia marcescens (Bhattacharyya 2012; Samaniego-
Gamez et al., 2017)

2.6.3 Control de patégenos por competencia
En los suelos existe un limite de nutrientes, oxigeno y superficie accesible para los

microorganismos, lo que genera la competencia por estos recursos en las raices de las plantas,
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lo cual es aplicable como mecanismo para el control de fitopatogenos transmitidos por el

suelo (Meneses, 2020).

Las bacterias aplicables para biocontrol poseen capacidad para colonizar el area que ocupan
los fitopatogenos aprovechando de pili o fimbrias para tener ventaje ante la colonizacion de
la rizosfera (Abdelaziz et al., 2023. Por su parte el desarrollo de biopeliculas permite a las
bacterias, como agentes de control bioldgico, adaptarse a factores mecanicos y condiciones
ambientales lo que hace a los microorganismos con esta capacidad buenos colonizadores

(Pedraza et al., 2020).

2.6.4 Produccion de antibidticos
Los antibioticos son descritos en la literatura como metabolitos secundarios de bajo peso
molecular con repercusiones nocivas en el crecimiento y metabolismo de otros
microorganismos (Shameer & Prasad, 2018). Las bacterias que generan antibioticos pueden
dominar nichos sobre otros microorganismos mediante estos compuestos que intervienen en
la estructura de la membrana celular causando desestabilizacion e inhibiendo la sintesis de la
pared celular y la formacion del complejo que permite la iniciacion de la traduccion en los

organismos fitopatdégenos (Moreno ef al., 2018).

Dentro de las bacterias con capacidad de generar antibidticos encontramos a Burkholderia
sp., Streptomyces venezuelae (Molina-Romero et al., 2015), al género Bacillus que genera
antibioticos como subtilina, sublancina, cloroteina, bacillaeno, micobacilina, rizoxticinas,
entre otras. Por su parte Pseudomonas aeriginosa y Pseudomonas fluorescens producen
oomicina A, butirolactonas, ectomicinas, karalicinas, entre otras (Goswami, Thakker &

Dhandhukia, 2016).

2.6.5 Produccion de enzimas liticas
La sintesis de enzimas liticas como lo son las f -1,3-glucanasas, lipasas, peroxidasas,
proteasas y quitinasas permite a las bacterias promotoras de crecimiento vegetal con
capacidad de generar mencionadas enzimas establecerse sobre ciertos fitopatogenos y
proteger a la planta gracias a la capacidad de causar lisis celular a los organismos. Esto debido
a que degrada la pared celular de los hongos, que se componen principalmente de quitina. La
degradacion con enzimas liticas libera oligomeros de quitina y glucano, lo que funciona para

la planta como elicitores de las defensas (Pedraza et al., 2020; Moreno et al., 2018).
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La f-1,3-glucanasa es sintetizada por Streptomyces spp.y Paenibacillus spp, degrada la pared
celular de Fusarium oxysporum. Bacillus cepacia por su parte al sintetizar la misma enzima
degrada las paredes de Rizonia solani, Sclerotium rolfsii y Pythium. ultimum (Goswami,

Thakker & Dhandhukia, 2016).

Se ha reportado la produccion de quitinasa por Serratia mercenscens, Serratia plymuthica y
la degradacion de Fusarium oxyspurum f. sp. Cucumerinum por cepas de Paenibacillus y

Streptomyces mediante la secrecion de enzimas hidroliticas (Shameer & Prasad, 2018).
2.7 Identificacion Bacteriana

La identificacion de una bacteria es requerida en diversas areas como la biotecnologia, la
industria agricola y alimentaria, medicina, ecologia y conservacidn, entre otras, con el
objetivo de asociar con base a similitud y caracteristicas de un grupo taxondmico o descartar
su asociacion con las bacterias ya identificadas (Morales & Herndndez, 2023). El tiempo y
precision para tener la identidad de la bacteria son puntos de consideracion al seleccionar
metodologia de identificacion; la evaluacion morfologica, bioquimica y seroldgica permite
identificar las caracteristicas del microorganismo en un tiempo de 2 a 5 dias, inclusive mas,
por su parte, las identificacion molecular reduce el tiempo; el complementar una técnica con

la otra permite una identificacion precisa (Franco-Duarte et al., 2019).

2.7.1 Identificacion morfologica
La identificacion morfologica de las bacterias permite una aproximacion a su identidad es
mediante la observacion de caracteristicas macro y microscopicas, donde la experiencia de
quien observa juega un papel importante. Los aspectos macroscopicos de la colonia que se
evallian son tamafio, color, elevacion, forma, superficie y el comportamiento ante la luz.
Microscopicamente pueden clasificarse como Gram positivas o negativas, mediante la
tincion Gram, ademds de identificar su forma al microscopico. Complementar la
identificacion con pruebas bioquimicas mediante el uso de medios selectivos permiten
asociar a taxones con actividades identificadas a determinado taxon y especie (Tandapilco,

2020; Franco-Duarte et al., 2019).
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2.7.2 Identificacion molecular
La aplicacion de técnicas moleculares en la identificacion microbiana ha permitido ampliar
el conocimiento sobre la diversidad de este grupo de microorganismos. Principalmente se
utiliza por metodologia la extraccion de DNA para amplificar el gen 16S rRNA, el cual se
encuentra en todas las bacterias con la misma funcion (codificar la subunidad menor del
ribosoma). Este gen presenta cierta variabilidad y debido a su adecuado tamafio brinda la
informacion idonea permitiendo con el analisis de las secuencias la construccion de arboles
filogenéticos de los microorganismos (Ramos, 2018). También, es posible amplificar un gen
presente en un microorganismo especifico para comprobar su identidad. Brindando un
sistema de clasificacion eficaz, rapido y en conjunto a otros métodos mas preciso para la

identificacion bacteriana en diversos ambientes (Guzman & Montero, 2021).

2.7 Identificacion de BPCV en candelilla

La investigacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas a la planta de
candelilla es limitada, se han aislado bacterias identificadas morfolégicamente como Bacillus
de la planta candelilla obtenida de Parras de la Fuente, Coahuila, las cuales fueron
incroporadas en el desarrollo in vitro de la planta, concluyendo que 10 puL con concentracion
de 1x10® mostraba interaccidn planta-microorganismo y que de manera enddfita las bacterias

Bacillus sp. indujeron cambios fisiologicos positivos para la planta (Hernandez, 2012).

Por su parte, Salazar-Ramirez et al., (2021) reportaron la identificacion de rizobacterias
promotoras de crecimiento aisladas en la rizosfera de candelilla en las comunidades de Sierra
Mojada y Viesca, del estado de Coahuila. Se evalu6 la produccion de sideroforos, de acido
indol acetico (AIA), solubilizacion de fosfatos y la actividad de la enzima ACC desamilasa
para clasificarlas como PGPR, asi como la identificaciéon molecular secuenciando la region
16S rRNA identificando Las bacterias Acinetobacter Iwoffi, Acinetobacter johnsonii,
Acinetobacter lactucae, Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis, Bacillus paramycoides,
Bacillus cereus, Bacillus pacificus, Bacillus pseudomycoides, Cronobacter muytjensii, Mixta

gaviniae, Staphylococcus epidermidis y Siccibacter colletis.

En nuestro grupo de investigacion previamente se aislaron y caracterizaron los
microorganismos asociados al suelo, rizésfera y bulbo de la planta candelilla (Euphorbia

antisyphilitica Zucc) del ejido Tortuga, Ramos Arizpe, Coahuila. En este estudio se
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determinaron caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal, asi como su efecto en la
germinacion y crecimiento de Phaseolus vulgaris. Las pruebas bioquimicas las cepas
UAAAN-LBBM-01, UAAAN-LBBM-02, UAAAN-LBBM-03, UAAAN-LBBM-04,
UAAAN-LBBM-05, UAAAN-LBBM-06, UAAAN-LBBM-07, UAAAN-LBBM-08,
UAAAN-LBBM-09, UAAAN-LBBM-10, UAAAN-LBBM-11, UAAAN-LBBM-12,
UAAAN-LBBM-13, UAAAN-LBBM-14, UAAAN-LBBM-15 y UAAAN-LBBM-16
mostraron caracteristicas de PGPR. Las cepas UAAAN-LBBM-01, UAAAN-LBBM-05 y
UAAAN-LBBM-16 fueron aplicadas en el crecimiento in vitro de Phaseolus vulgaris,
estudio donde los resultados mostraron diferencia significativa en el peso fresco de la raiz al
inocular con la cepa UAAAN-LBBM-01 (Garcia-Peréz, 2022). Sin embargo, la
identificaciéon molecular no ha sido realizada, es por ello que el objetivo de la presente
investigacion fue identificar molecularmente bacterias promotoras de crecimiento vegetal
asociadas a la rizésfera de la planta candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) a través del

gen 16S rRNA.

21



III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Activacion de las bacterias

Las bacterias se tomaron de la reserva de cepas aisladas en zonas del ejido La tortuga, Ramos
Arizpe, Coahuila, con etiquetadoUAAAN-LBBM-01, UAAAN-LBBM-02, UAAAN-
LBBM-03, UAAAN-LBBM-04, UAAAN-LBBM-05, UAAAN-LBBM-06, UAAAN-
LBBM-07, UAAAN-LBBM-08, UAAAN-LBBM-09, UAAAN-LBBM-10, UAAAN-
LBBM-11, UAAAN-LBBM-12, UAAAN-LBBM-13, UAAAN-LBBM-14, UAAAN-
LBBM-15, UAAAN-LBBM-16, identificadas previamente con actividades promotoras de
crecimiento (Garcia-Pérez, 2022). Con una asa bacterioldgica se sembraron en agar nutritivo

(AN) e incubaron a una temperatura de 28-30 C° por 24 horas para su activacion.

3.2 Purificacion de cepas

Los crecimientos bacterianos de la reactivacion se observaron y considerando la previa
descripcion morfoldgica descrita por Garcia-Pérez (2022) se resembraron en cajas Petri con
medio Luria-Bertani (LB) solido utilizando la técnica de estriado sobre cuatro cuadrantes,

con la finalidad de obtener crecimiento puro y colonias aisladas.

3.3 Siembra de bacterias en medio liquido
Las colonias aisladas obtenidas se seleccionaron para sembrar en tubos de ensayo con 5 ml
de medio liquido LB esterilizados, una vez inoculadas las bacterias se incubaron en agitacion

durante 16 horas (cultivo overnight) a 28°C (Figura 3).

Figura 3. Siembra en medio liquido.

Created with BioRender
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3.4 Extraccion de DNA

La extraccion del DNA de las bacterias se realizd mediante el protocolo fenol:cloroformo
(Laboratorio de biologia molecular y ecologia microbiana, Cinvestav, 2023). La formacion
del pellet microbiano fue obtenido al centrifugar 1 ml de medio con crecimiento bacteriano
a 13 000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se realiz6 un primer lavado con TE 1X y se
continud con la adicion de fenol: cloroformo, TE 1X, perlas, una solucion de Triton x-100,
SDS, NaCl, Tris y EDTA. Después, se centrifug6 a 14 000 rpm durante cinco minutos para
su separacion en dos fases. Se recuperd fase superior y se afiadié fenol: cloroformo
nuevamente, repitiendo este paso una vez mas. A la fase recuperada se agregd 1 ml de etanol
al 100% frio, y se incub6 a -20°C por 20 minutos. Finalmente, para terminar la extraccion de
DNA, se decant6 por completo el etanol y se disolvid la pastilla DNA en 40 pL de agua
ultrapura (Figura 4).

La calidad del DNA extraido fue comprobada mediante la técnica de electroforesis en gel de

agarosa al 1%, visualizado en el fotodocumentador ChemiDoc XRS+ System (BioRad).
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Figura 4. Proceso de extraccion de DNA.
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A) Obtencion pellet microbiano. B) Lavado con TE 1X. C) Lavados con fenol: cloroformo,
se repite dos veces. D) Adicion de etanol al 100% y 20 minutos a -20 °C. E) Centrifugar 20

minutos a 4 °C. F) Decantar el etanol y suspender en pastilla de DNA en agua ultrapura.

Created with BioRender
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3.5 Amplificacion por PCR

La amplificacion del gen 16S rRNA se llevo a cabo de la sigueinte manera: el mix de reaccion
de PCR contenia Taq DNA polymerase 5 U/ul (Thermo Scientific), Buffer Taq 10X (Thermo
Scientific), ANTP’s, los oligos 27F (AGA GTT TGATCATGG CTC A) y 1492R (TAC GGT
TACCTT GTTACGACTT), Iul de DNAy se llevo a un volumen final de 50 ul por reaccion

con agua ultrapura.

Las reacciones re realizaron en un termociclador T100 (BioRad). El programa utilizado fue
de un tiempo de 3 minutos a 95°C como iniciacion, 34 ciclos con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion 30 segundos a 95°C, alineamiento a 42°C durante 30 segundos y
elongacion por 1 minuto 40 segundo con temperatura de 72°C. La temperatura final se

programo6 a 72°C a lo largo de 5 minutos.

La comprobacion de los resultados de la PCR se realiz6 mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, visualizado en el fotodocumentador ChemiDoc XRS+ System (BioRad).
La purificacion de los productos previamente comprobados fue realizada con el uso del kit
de purificacion PCR Clean-Up & Gel Extraction Kit (PureDireX), siguiendo las indicaciones
del proveedor. Adicionalmente, se cuantifico la concentracion del DNA después de la
purificacion mediante la lectura en un espectrofotometro NanoDrop 2000c¢ (Thermo

Scientific).

3.6 Secuenciacion y analisis in silico
Los productos de PCR purificados secuenciaron por medio del método Sanger en el

Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) (Figura 5).

Las secuencias obtenidas se analizaron en el programa BLAST de la base de datos NCBI y

la filogenia se realiz6 en el software MEGA 7.0.
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Figura 5. Secuenciacion por método de Sanger.

A) Elementos. B) La polimerasa se detiene en el dideoxinucledtido con fluorescencia.

C) Los resultados de la PCR se analizan en un gel de electroforesis capilar.

Created with BioRender
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Activacion y purificacion

Todas las cepas seleccionadas para su activacion crecieron en agar nutritivo a las 24 horas de
incubacion (Figura 6). El crecimiento de los aislados en el medio de cultivo LB sélido
permitié obtener cepas puras, colonias aisladas y una apropiada siembra de los aislados en

medio LB liquido.

Figura 6. Crecimiento de los aislados reactivados en a) agar nutritivo aislado UAAAN-

LBBM-05 y b) purificados en medio LB so6lido aislado UAAAN-LBBM-02.

La descripcion morfoldgica en las bacterias reactivadas concuerdan en su totalidad, la forma
puntiforme en los aislados UAAAN-LBBM-01, UAAAN-LBBM-03, UAAAN-LBBM-05,
UAAAN-LBBM-09, UAAAN-LBBM-13 y UAAAN-LBBM-16; la forma irregular en
UAAAN-LBBM-07 y UAAAN-LBBM-14; en UAAAN-LBBM-02, UAAAN-LBBM-04,
UAAAN-LBBM-06, UAAAN-LBBM-08, UAAAN-LBBM-10, UAAAN-LBBM-11 vy
UAAAN-LBBM-12 se presentd la forma redonda. Por otra parte, el borde en 12 de los

aisalos fue descrito como entero y 4 como irregular. La superficie coincidi6 siendo lisa en 13
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aislaso y 3 de superficie rugosa, de igual manera con la tincion Gram previamente reportada

por Garcia-Pérez (2022), en la figura 7 podemos observar algunas de las tinciones realizadas.

Del total de bacterias se cuenta con siete Gram positivas y nueve Gram negativas.

Figura 7. Tincion Gram de los aislados observados al microscopio 40X.

a) Aislado UAAAN-LBBM-07 (Gram positivo). b) Aislado UAAAN-LBBM-03

(Gram negativo).

4.2 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA realizada por medio del protocolo fenol: cloroformo permitio la
obtencién de DNA en los dieciséis aislados. La electroforesis confirmoé los resultados de la
extraccion al visualizar la presencia del DNA bacteriano, como puede identificarse en la

figura 8 y la figura 9.
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Figura 8. Gel de agarosa al 1% de la extraccion de DNA de los aislados UAAAN-LBBM-
01 al UAAAN-LBBM-08.

01) UAAAN-LBBM-01. 02) UAAAN-LBBM-02. 03) UAAAN-LBBM-03. 04)
UAAAN-LBBM-04. 05) UAAAN-LBBM-05. 06) UAAAN-LBBM-06. 07)
UAAAN-LBBM-7. 08) UAAAN-LBBM-08.
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Figura 9. Gel de agarosa al 1% de la extraccion de DNA de los aislados UAAAN-LBBM-
09 al UAAAN-LBBM-16.
09) UAAAN-LBBM-09. 10) UAAAN-LBBM-10. 11) UAAAN-LBBM-11. 12)

UAAAN-LBBM-12. 13) UAAAN-LBBM-13. 14) UAAAN-LBBM-14. 15) UAAAN-
LBBM-15. 16) UAAAN-LBBM-16.
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4.3 Amplificacion por PCR

La identificacion molecular en bacterias amplificando del gen 16S rRNA se utiliza con
regularidad por las caracteristicas que posee esta region. En este sentido, Salazar-Ramirez et
al. en 2021 identifico bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociadas a candelilla de

las regiones Sierra Mojada y Viesca, Coahuila, México.

Se verificaron los productos resultantes de la PCR mediante el uso de los primers generales
27F y 1492R utilizando la técnica de electroforesis, lo que mostrd fragmentos que oscilaban
en un tamano entre las 1500 pares de bases y las 2000 pares de bases, correspondiendo a lo
reportado en la identificacion molecular de bacterias mediante el gen 16S rRNA, el cual
presenta un tamafio entre el rango mencionado (Abellan-Schneyder et al., 2021). Tales

resultados se muestran en la figura 10 y la figura 11.

Marcador 02

5000 9> g
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1500 pb sy

Figura 10. Gel de agarosa al 1% de los resultados de PCR.

Amplificacion de laregion 16S rRNA de los aislados 01) UAAAN-LBBM-01, 02) UAAAN-
LBBM-02, 04) UAAAN-LBBM-04, 07) UAAAN-LBBM-07, 08) UAAAN-LBBM-08, 09)
UAAAN-LBBM-09, 14) UAAAN-LBBM-14 y 15) UAAAN-LBBM-15 utilizando por
control todos los elementos de la PCR excepto la muestra de DNA. La region obtenida posee
un tamafio aproximado ente 1500 pb y 2000 pb.
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Figura 11. Gel de agarosa al 1% de los resultados de PCR.

Amplificacion de la region 16S rRNA de los aislados 03) UAAAN-LBBM-03, 08) UAAAN-
LBBM-05, 06) UAAAN-LBBM-06, 10) UAAAN-LBBM-10y 11) UAAAN-LBBM-11 utilizando
por control todos los elementos de la PCR excepto la muestra de DNA. La region obtenida posee un

tamafio aproximado ente 1500 pb y 2000 pb.

Aislado UAAAN-LBBM-01 UAAAN-LBBM-02 UAAAN-LBBM-03 UAAAN-LBBM-04
Concentracion (ng/ul) 122.4 50.8 65.3 35.9
A260/280 1.88 1.92 1.81 2.03

Cuadro 1. Concentracién de los productos de PCR y la relacion 260/280 de los aislados

UAAAN-LBBM-01 AL UAAAN-LBBM-04.

Aislado UAAAN-LBBM-05 UAAAN-LBBM-06 UAAAN-LBBM-07 UAAAN-LBBM-08
Concentracion (ng/ul) 93.2 31.4 58.1 74.1
A260/280 1.77 1.88 2.02 1.9

Cuadro 2. Concentracion de los productos de PCR vy la relacion 260/280 de los aislados
UAAAN-LBBM-05 al UAAAN-LBBM-08.
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Aislado UAAAN-LBBM-09 UAAAN-LBBM-10 UAAAN-LBBM-11 UAAAN-LBBM-12
Concentracion (ng/ul) 43.1 68.2 77.7 53.4
A260/280 1.90 1.65 1.79 1.90
Cuadro 3. Concentracion de los productos de PCR y la relacion 260/280 de los aislados

Aislado UAAAN-LBBM-13 UAAAN-LBBM-14 UAAAN-LBBM-15 UAAAN-LBBM-16
Concentracion (ng/ul) 62.4 34.1 76.3 23.5
A260/280 1.86 1.90 1.88 1.75

Cuadro 4. Concentraciones de los productos de PCR y la relacion 260/280 de los aislados

UAAAN-LBBM-13 al UAAAN-LBBM-16.

En los cuadros 1, 2, 3 y 4 se presenta la concentracion obtenida en los productos de PCR
después de ser purificados. La relacion 260/280 nos indica la contaminacion presente por
proteinas en una muestra de 50 pug de DNA, al medir por espectofotometria en una onda de
260 nm el DNA y las proteinas en una onda de 280 nm, importante para determinar la pureza
del DNA obtenido (Guzméan et al., 2018). La lectura de la relacién 260/280 en los productos
de PCR purificados localiza a la mayoria dentro del rango 6ptimo de pureza que estd
establecida entre 1.8 y 2.1, los rangos de las muestras van de 1.65 a 2.03 logrando el minimo

requerido que es de 1.6 en todas.

4.4 Secuenciacion y filogenia
En la literatura actual la identificacion de bacterias con caracteristicas promotoras de
crecimiento asociadas a la planta de candelilla (Euphorbia antisyphilitica Zucc) es limitada,

siendo la presente informacion la segunda caracterizacion molecular.

La investigacion publicada en 2021 por Salazar-Ramirez et al. identifica en la rizosfera de la
planta candelilla bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus, Staphylococcus,
Acinetobacter, Siccibacter, Cronobacter y Mixta mostrando actividad solubilizadora de
fosfatos, la produccion de AIA y siderdforos. Los resultados obtenidos en el presente estudio
mostraron alto grado de similitud principalmente con el género Enterocbater (43.75%),
seguido de Pantoea (25%) y Bacillus (25%), mas un aislado perteneciente a

Chryseobacterium (6.25%). Lo que difiere con los géneros reportados de bacterias
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promotoras de crecimiento vegetal asociadas a candelilla por parte de Salazar-Ramirez y

colaboradores (2021) excluyendo los tres aislados con similitud al género Bacillus. Lo que

infiere que la microbiota en la planta de candelilla varia en relacion a la region de

crecimiento.

En el cuadro 5 se presentan los resultados del alineamiento de las secuencias obtenidas de

nuestros aislados con las secuencias de la base de datos NCBI, la filogenia corrobora la

similitud y posible identificacion de las cepas aisladas con la asociada en el cuadro.

Aislado Taxon Identidad e-value Acceso
UAAAN-LBBM-01 Pantoea dispersa 100 % 0 KF135238.1
UAAAN.LBBM.02 Enterobacter hormaechei subsp.

Xiangfangensis 100 % 3e-179 OR975913.1
UAAAN-LBBM-03 Enterobacter hormaechei 100 % 0 MT640267.1
UAAAN-LBBM-04 Enterobacter hormaechei 100 % 0 MT640267.1
UAAAN-LBBM-05 Enterobacter hormaechei 100 % 0 MT640267.1
UAAAN-LBBM-06 Enterobacter hormaechei 100 % 0 MT640267.1
UAAAN-LBBM-07 Priestria endophytica (Bacillus endophytic) 100 % 0 MT326238.1
UAAAN-LBBM-08 Bacillus sp. 100 % 0 LC769489.1
UAAAN-LBBM-09 Chryseobacterium sp 98.72 % 0 OP623513.1
UAAAN-LBBM-10 Enterobacter sp. 100 % 0 MK209686.1
UAAAN-LBBM-11 Pantoea dispersa 100 % 0 KF135238.1
UAAAN-LBBM-12 Bacillus sp. 100 % 0 MT649293.1
UAAAN-LBBM-13 Pantoea séptica 100 % 0 MT379624.1
UAAAN-LBBM-14 Enterobacter sp 100 % 0 MK715483
UAAAN-LBBM-15 Bacillus sp. 100 % 0 OR890438.1
UAAAN-LBBM-16 Panteoa sp. 100 % 0 MK312601.1

Cuadro 5. Identificacion molecular .

Los aislados UAAAN-LBBM-02, UAAAN-LBBM-03, UAAAN-LBBM-04, UAAAN-
LBBM-05, UAAAN-LBBM-06, UAAAN-LBBM-10 y UAAAN-LBBM-14 con similitud a

las bacterias Enterobacter hormaechei y Enterobacter sp. poseen actividades de fijacion de

nitrégeno, solubilizacién de potasio y produccion de sideroforos (Garcia-Pérez, 2022), esto
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coincide con reportes en la literatura que identifica caracteristicas de biocontrol y produccion
de enzimas tolerantes a estrés por parte de aislados identificados como Enterobacter sp. como
la produccién de amoniaco, cianuro de hidrogeno, sideréforos, ACC desamilasa, quitinasa,
la fijacidn de nitrogeno y principalmente se destaca por su capacidad de solubilizar fosforo
(P), ademaés de potasio (K) inorganico brindando disponibilidad a la planta. (Sagar et al.,
2020; Roslan et al., 2020). La produccion de cianuro de hidrogeno (HCN) suprime el
crecimiento de patdgenos al inhibir las enzimas citocromo C oxidasas en el sistema de
transporte de electrones (Kumar, Maurya & Raghuwanshi, 2014). Se han reportado otras
cepas capaces de mostrar actividades promotoras de crecimiento ante la presencia de
fungicidas (Ahemad & Khan, 2010).

La cepa Enterobacter hormaechei (MF957335) se identifica con la posibilidad de solubilizar
potasio, se evalud su influencia en la planta de tomate obteniendo resultados positivos debido
a que incremento la biomasa fresca y la longitud de los brotes y raices (Ranawat, Mishra &
Singh, 2021). También en tomate, Bendaha & Belaouni (2019) evaluaron el antagonismo de
Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii contra Fusarium oxysporum f. sp. radicicis

lyccopersici presentando antagonismo eficiente y mejorando longitud de tallo y raices.

En 2016 Panwar y colaboradores reportaron un aislado identificado como Pantoea dispersa
tolerante a condiciones salinas y con capacidad de solubilizar fosfato. En la evaluacion por
Garcia-Pérez (2022) solo dos de los aislados identificados molecularmente en esta
investigacion pertenecientes al género Pantoea presentaron actividad de solubilizacion de
fosfato. Previamente, se reportaron dos cepas aisladas del suelo rizosférico en plantas de cafia
de azucar identificadas como Pantoea dispersa-AA7 y Enterobacter asburriae-BY4, las
cuales toleran condiciones de estrés osmatico con capacidad de fijacion de nitrégeno siendo
candidatas a su aplicacién en regiones con poca accesibilidad a agua y temperaturas altas
(Singh et al., 2021).

Bacillus es un género ampliamente reportado con bacterias que poseen actividades
promotoras de crecimiento, industrialmente la mayoria de los productos agricolas de origen
bioldgico incluyen alguna bacteria del género. En el presente estudio tres de los aislados
(UAAAN-LBBM-08, UAAAN-LBBM-12, UAAAN-LBBM-15) poseen una similitud del
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100% con Bacillus sp. reportadas por Salazar-Ramirez et al. (2021) es precedente del género
aislado en asociacién a la planta de candelilla, las cepas asiladas presentan actividad en la

solubilizacion de potasio y produccion de sideroforos (Garcia-Pérez, 2022).

La cepa UAAAN-LBBM-07 aislada presenta similitud del 1200% con Priestia edophytica la
que ha sido reportada en otras investigaciones como promotora de crecimiento aumentando
la biomasa de plantas cultivadas bajo estrés salino, con capacidad fijadora de nitrégeno y su
actividad biocontrol (Sharma et al., 2022; Sharma et al., 2023; Zhou, Jong & Kuipers, 2021).

El aislado UAAAN-LBBM-09 posee similitud a la bacteria Chryseobacterium sp. reportada
por Garcia- Pérez (2022) con actividad solubilizadora de potasio. Por otra parte, en la
literatura se reporta con actividad de biocontrol ante el fitopatdgeno Phytophtora capsici en
la planta de pimiento, ademas de su aplicacion en campo por su actividad de solubilizacion
de fosfato (Sang et al., 2018; Singh, Chandra, Geil, 2013).
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Figura 12. Arbol filogenético.

Construido con las secuencias del gen 16S Rrna de las cepas UAAAN-LBBM-01,
UAAAN-LBBM-02, UAAAN-LBBM-03, UAAAN-LBBM-04, UAAAN-LBBM-05,
UAAAN-LBBM-06, UAAAN-LBBM-07, UAAAN-LBBM-08, UAAAN-LBBM-09,
UAAAN-LBBM-10, UAAAN-LBBM-11, UAAAN-LBBM-12, UAAAN-LBBM-13,

UAAAN-LBBM-14, UAAAN-LBBM-15, UAAAN-LBBM-16, con los modelos Neighbor-
Joining y BioNJ, utilizando un enfoque de Maxima Probabilidad Compuesta (MCL) en el
software Mega 7.0.
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V. CONCLUSIONES
El estudio de los aislados de bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociados a la
planta de candelilla del ejido La tortuga, Ramos Arizpe, Coahuila permitio establecer el
primer acercamiento en la identificacion molecular mediante la amplificacion del gen 16S
rRNA. La secuenciacion y andlisis identifico a dos de las 16 bacterias aisladas como
Enterobacter sp. y cinco con Enterobacter hormaechei, todas con una similitud de 100%
hasta el momento, el estudio de estas como promotoras de crecimiento es limitado, pero se
ha reportado su potencial para su aplicacion en la agricultura. Tres de las bacterias
secuenciadas mostraron un 100% de similitud con Bacillus sp. cuya aplicacion en
biofertilizantes, bioestimulantes y/o bioplaguicidas es amplio. Por otra parte, se encontr6 una
asociacion a Pantoea séptica en un 100% la cual no posee registro alguno en investigacion o
aplicacion como promotroa de crecimiento, sin embargo, coincidencias al mismo género
Pantoea sp. y Pantoea dispersa con un grado de similitud del 100% han sido reportadas con
resistencia a diversos estreses y solubilizacion de fosfato. Una de las bacterias aisladas
identifico como Priestria endophytica (Bacillus endophytic) con similitud del 100% bacteria
que se ha reportada en pocos estudios por sus actividades promotoras y por Ultimo se
relaciond con un porcentaje de 98.72% una cepa a Chryseobacterium sp. catalogada como

benéfica para las plantas.

Un 81.25 % de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal del presente estudio es
diferente con bacterias promotoras de crecimiento vegetal asociados a la planta de candelilla
(Euphorbia antisyphilitica Zucc) previamente reportadas, lo que influye en la diversidad de

la microbiota de candelilla segtin su region de crecimiento.

Este estudio es una primera aproximacion a la identificacion molecular, por lo que se sugiere
futuros analisis amplificando otras regiones del gen 16S rRNA considerando principalmente
la region V1-V3 yV5-V6 por sus precedentes para la identificacion de género y especie o el
uso de genes especificos. Asi como incluir otras regiones de aislamiento dentro del Desierto
Chihuahuense. También se sugiere el estudio de otras actividades promotoras de crecimiento
relacionadas a lo presentado en la literatura para las bacterias con las que presentan similitud

los aislados del presente estudio.
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