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RESUMEN
La rizésfera es un microbioma que hospeda gran diversidad de microorganismos

gue interaccionan con las plantas y afectan su desarrollo de manera benéfica o
dafiina. Las bacterias que ayudan a las plantas en su crecimiento y desarrollo son
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal. Sin embargo, el suelo donde se
desarrollan las plantas presenta heterogeneidad y los suelos marginales: salinos,
acidos, basicos, déficit de nutrimentos y presencia de metales pesados (MPs) que
afectan el desarrollo postembrionario de las plantas tienen que adaptarse para
sobrevivir al ambiente y la rizésfera es clave para su adaptacion. En el presente
trabajo, se aislaron microorganismos de suelos contaminados por MPs y fueron
caracterizados morfologicamente e identificados molecularmente. Una vez
caracterizados fueron usados para evaluar su capacidad para promover el
crecimiento en plantas con un sistema in vitro planta-bacteria reportado para aislar
bacterias promotoras del crecimiento vegetal. En total se aislaron 135
microorganismos de las cuales 126 son resistentes a los MPs As, Hg o Pb. Los
microorganismos mas resistentes fueron aislados de endosfera, en la
determinacion de los MICs crecieron en-altas concentraciones de MPs. En el
sistema in vitro, los aislados microbianos de endosfera que promovieron cambios
en el desarrollo del sistema radical de A. thaliana fueron determinados como
Naganishia globosa, Sphingomonas trueperi., Sphingopixis alaskensis,
Shingomonas melonis. En la caracterizacion fisiolégica con Sphingomonas
trueperi se observo inhibicion de la division celular en el meristemo del apice de
raiz (MAR), también una desorganizacion y engrosamiento de la raiz primaria (RP)
ocasionada por la toxicidad de Pb*. Las raices laterales (RLs) continGian
formandose indicando que el transporte de auxinas esta activa Unicamente en la
zona de diferenciacion. En conclusion, el alargamiento de la RP podria deberse a
la presencia de la rizobacteria como una respuesta de escape y este efecto induce

la divisidn celular permitiéndole alejarse de la zona de estrés.

Palabras clave: Desarrollo postembrionario, promocion del crecimiento, estrés

abidtico, plomo.



ABSTRACT

The rhizosphere hosts a great diversity of microorganisms that interact with plants
and affect their development in a manner beneficial or harmful. The bacteria that
help plants in their growth and development are the bacteria plant growth
promotion. However, the soil where the plants develop presents heterogeneity and
the marginal soils: saline, acidic, basic, nutrient deficit and presence of heavy
metals (HMs) affect the postembryonic developmental of plants that have to adapt
to survive the environment and the rhizosphere is a key factor to its adaptation. n
the present work, microorganisms isolated from soils contaminated by MPs were
morphologically characterized and molecularly identified. Once characterized, they
were used to assess their ability to promote growth in plants with a system in vitro
plant-bacteria reported used to isolated bacteria plant growth promoting. In total,
135 microorganisms were isolated, 126 of which are resistant to As, Hg or Pb. The
most resistant microorganisms were isolated from the endosphere, in the
determination of MICs, they grew in high concentrations of MPs. In the in vitro
system, microorganisms isolated from the endosphere promoted changes in the
development of the root system of A. thaliana that were determined as Naganishia
globosa, Sphingomonas trueperi, Sphingopixis alaskensis, Shingomonas melonis.
In the physiologic characterization with Sphingomonas trueperi inhibition of cell
division in the root apical meristem (RAM) was observed, disorganization and
thickening of the primary root (PR) caused by the toxicity of Pb?*. The lateral roots
(RLs) continue growing indicating that the transport of auxins is active only in the
zone of differentiation. In conclusion, the growing of RP could be due to the
presence of rhizobacteria as an escape response and this effect induces cell

division allowing it to move away from the stress zone.

Keywords: Postembryonic developmental, plant grown promotion, abiotic stress,
lead
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| INTRODUCCION

Uno de los érganos mas importantes de las plantas es el sistema radical (SR), el
cual crece en el suelo que es un ambiente donde los componentes tanto bidticos
como abioticos estén distribuidos de manera heterogénea. Tan pronto como el SR
hace contacto con el suelo, comienza a formar un microhébitat conocido como
rizosfera, uno de los habitats mas ricos en recursos, que alberga gran diversidad
de microorganismos benéficos y/o patdgenos (Glick, 1995; Lynch, 1995). Cuando
se establece una interaccion benéfica entre la planta y una bacteria de la rizosfera
(rizobacteria), existe un intercambio de recursos que incluyen carbohidratos y

otros nutrientes, asi ambos se benefician y mantienen una cooperacion constante.

Las condiciones generadas en la rizosfera de una especie vegetal por la
interaccidon con las rizobacterias podrian estar reduciendo el estrés que
generalmente impera en el suelo, permitiendo a la planta colonizar suelos con
condiciones adversas, sean estos salinos, acidos, basicos, pobres en nutrimentos
0 ricos en elementos toxicos como los metales pesados (MPs) (McLaughlin et al.,
2000; Lynch y Brown, 2001).

El estudio de las interacciones entre las plantas y los microorganismos de su
rizésfera, ha sido un tema de interés creciente en las Ultimas décadas y hasta la
fecha se ha descrito una parte de la diversidad de microorganismos que habitan la
rizosfera de algunas especies vegetales. Ademas, se ha reportado como estos
microorganismos modifican las caracteristicas fisicoquimicas de la rizosfera y
como estas modificaciones pueden mejorar la nutricion, desarrollo y crecimiento

de las plantas (van Loon y Glick, 2004).

Hasta la fecha, se han reportado las estrategias fisioldgicas, bioquimicas y
moleculares que presentan algunas rizobacterias aisladas de suelos ricos en MPs,
para sobrevivir en esos habitats (Gadd, 2004). Sin embargo, es escasa la
informacion de como estas rizobacterias hacen que las plantas mejoren su
productividad en suelos ricos en MPs. No se tiene claro si éstas son generalistas o

especialistas, tampoco se cuenta con informacion suficiente sobre qué receptores,
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cascadas de sefalizacion y expresion de genes especificos permiten la interaccion
planta-bacteria (Glick, 2012).

Los mecanismos de resistencia para hacer frente a los MPs que poseen las
rizobacterias y las respuestas que inducen en las plantas con las que interactuan,
son de gran interés para el desarrollo de herramientas para la recuperacion de

suelos afectados por MPs (Remans et al., 2012).
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Il JUSTIFICACION

Desde la antigiiedad, el uso de productos hechos con metales pesados MPs forma
parte de nuestras actividades diarias. La liberacion inducida de estos
contaminantes desde sus depdsitos hasta el ambiente representa un riesgo severo
para todos los organismos que tienen contacto con ellos (Jaishankar et al., 2014).

La actividad minera necesaria para la extraccion y procesamiento de los MPs
genera desechos peligrosos, en el estado de Zacatecas debido a su tradicion
minera, estos desechos se han acumulado en depdsitos que se.conocen como

jales mineros.

Gran parte de estos jales han sido depositados en las partes altas de las
microcuencas y los MPs presentes en dichos jales han sido acarreados por
lixiviacion y erosion, hasta las cercanias de los poblados de las zonas bajas,
donde son un riesgo para la salud publica (Salas-Luevano et al., 2009; Salas-
Luevano et al., 2011). Dichos sitios afectados por la acumulacion inducida de MPs,
resultan ser de gran interés para nuestro grupo de trabajo, debido a que los
organismos que los habitan, presentan una gran diversidad de estrategias
bioquimicas, moleculares, fisiolégicas y ecoldgicas que les ha permitido colonizar

estos sitios (Montalban et al., 2016).

Numerosos estudios se han enfocado en la identificacion y aislamiento de
microorganismos procedentes de la rizésfera de diversas especies. Algunas
rizobacterias han sido usadas como parte de las formulaciones de biofertilizantes
debido a su capacidad de promocion del crecimiento vegetal y proteccion contra
algunos microorganismos patégenos (Pérez-Garcia et al., 2011). También se ha
reportado que algunas rizobacterias aisladas de plantas que crecen en suelos
marginales, promueven el crecimiento tanto en condiciones fisiologicas como en

estrés por sequia y alta salinidad (Gagné-Bourque et al., 2015; Tiwari et al., 2017).

El aislamiento de rizobacterias de plantas que crecen en ambientes contaminados

con MPs ha permitido ampliar nuestro conocimiento, aun limitado, de los
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mecanismos de resistencia, de aquellos microorganismos que cooperan y forman
asociaciones para mantenerse viables en ambientes contaminados con MPs
(Palacio-Rodriguez et al., 2017; Pérez-Flores et al., 2017). A pesar de que existen
diferentes reportes de rizobacterias que mejoran la tolerancia de las plantas al
estrés de los MPs (Sharma et al., 2016; Palacio-Rodriguez et al., 2017; Tiwari et
al., 2017) la falta de estudios detallados de la interaccion planta-rizobacteria donde
describan como ocurren los cambios fisiologicos, de desarrollo y de expresion
génica que las rizobacterias inducen en las plantas para sobrevivir en medios

contaminados MPs es bastante limitado.

En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en estudiar las estrategias que
subyacen en la interaccién planta-rizobacteria en condiciones de estrés generadas
por MPs, haciendo énfasis en el desarrollo postembrionario del sistema radical
(SR). Estamos interesados en estudiar como la interaccion entre la planta y la
rizobacteria puede modular el desarrollo del SRy por ende la capacidad que tiene
la planta para explorar el suelo, ya sea direccionando el crecimiento a zonas ricas
en nutrimentos y agua o evitando las zonas desfavorables donde pueden estar los
MPs. Aislar y seleccionar rizobacterias tolerantes a MPs que ademas promueven
el crecimiento vegetal nos permitira en el corto plazo describir los cambios
fisiologicos, de desarrollo y de expresion génica que ocurren en la planta y en el
mediano plazo poder utlizar algunas de las rizobacterias o modificar
genéticamente a la planta para generar herramientas biotecnolégicas que faciliten

la fitorremediacién de suelos contaminados por MPs.

Por lo anterior en el presente trabajo se han aislado bacterias de la rizosfera y
endosfera de plantas que crecen en un predio contaminado con jales mineros
localizado en el estado de Zacatecas. El suelo de dicho predio presenta altas
concentraciones de Pb%" (0.029 M), es bajo en materia organica y ligeramente
acido, lo cual sugiere que el Pb%" se encuentra disponible para ser transportado
por las plantas (Rivera-Menchaca, 2017). Para seleccionar aquellas rizobacterias
capaces de promover el crecimiento vegetal en condiciones en las que el Pb?* es

un factor limitante para el desarrollo vegetal, se implement6 un sistema in vitro de
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interaccion planta-bacteria que permite evaluar cientos de aislados en un periodo
de tiempo corto. El aporte de este trabajo nos permitirA conocer como la
interaccion entre plantas y bacterias afecta el desarrollo de las plantas en

ambientes contaminados con Pb?*.
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I ANTECEDENTES
3.1 Los metales pesados

Los metales pesados (MPs) son en su mayoria elementos metélicos y algunos
metaloides que tienen una masa atdmica superior a 20 y densidad superior.a 5
g/cm?® (Jarup, 2003). Los MPs como cobalto (Co®*), cobre (Cu?"), hierro (Fe**),
manganeso (Mn®"), molibdeno (Mo?*") y zinc (Zn*") han sido agrupados como
elementos esenciales porque son necesarios para llevar a cabo procesos
metabdlicos basales, pero en concentraciones altas son toxicos. Otros MPs como:
el arsénico (As™), cadmio (Cd*"), mercurio (Hg®"), cromo (Cr®")'y plomo (Pb*") son
considerados como no esenciales puesto que aun no.se conoce alguna funcion en
los organismos y en concentraciones bajas, son toxicos (Clemens, 2001;
Viehweger, 2014).

3.1.1 Toxicidad de MPs

Los MPs pueden mantenerse.en el ambiente o ser acumulados en tejidos
biolégicos. Estos MPs irrumpen los procesos metabdlicos de las células
reemplazando cofactores esenciales para llevar a cabo reacciones enzimaticas y
pueden afectar el crecimiento de los organismos (Pourrut et al.,, 2011). Se ha
reportado que el Pb* en humanos es carcinogénico, ocasiona deficiencias
neuronales gque afectan la coordinacion motriz, incrementa el riesgo de tener fallos
en el sistema renal y organos reproductivos, también afecta el desarrollo de
neonatos (Nigg et al., 2010). En plantas también se ha reportado que los MPs
afectan el desarrollo. Los sintomas tipicos de la toxicidad por MPs en plantas son
clorosis, inhibicién del crecimiento y la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Clemens, 2001).

3.1.2 Los MPs y su problematica en el ambiente
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Los MPs pueden ser liberados al ambiente por procesos geoldgicos como la
erosion de la roca madre, emisiones de gases durante la actividad volcénica,
movilizacion desde depdsitos minerales y por actividades antropogénica como la
mineria, la industria, la agricultura intensiva y el uso de combustibles fosiles
(Gadd, 2010; Morais et al., 2012). En los ultimos siglos la industria minera ha
generado gran cantidad de residuos, conocidos en México como jales, que fueron
liberados al ambiente y se encuentran depositados en microcuencas a lolargo de
nuestro pais. Desde el siglo pasado, los jales se han depositados en areas de
confinamiento llamados presas de jales. Dada la naturaleza quimica de la vetas
mineras explotadas y a los procesos de extraccion, los jales son ricos en
elementos téxicos como el Pb?*, Cr®*, As®* y Hg®* y por ende son los principales

MPs que contaminan los suelos de México (Meza-Figueroa et al., 2018).

3.1.3 Presencia de Pb?" en suelos

Uno de los principales problemas de. contaminacion en Latinoamérica y en
particular en México es el Pb**. Este MP. se encuentra contaminando varias areas
en el pais principalmente por la combustion de gasolinas y por los depdésitos de
jales mineros. Los fenébmenos meteorolégicos como lluvia y viento hacen que el
Pb®" sea esparcido ampliamente (Szaloki et al., 2000). Se han encontrado altas
concentraciones de Pb?" en suelos cercanos a viviendas donde representa un alto
riesgo para la salud humana (Delgado-Caballero et al., 2018; Meza-Figueroa et al.,
2018). También estudios hechos por (Iskander et al. (1994); Salas-Luevano et al.,
2011) en.suelos del estado de Zacatecas, reportaron altas concentraciones de

Pb?* en los poblados de Vetagrande y La Zacatecana.

Se ha reportado que el Pb®" en el suelo forma complejos con Oy OH y esto
mantiene su movilidad limitada (Bruins et al., 2000; Meza-Figueroa et al., 2018). El
uso continuo y prolongado de fertilizantes fosforados (ademas contienen trazas de
As) propician que el Pb?* se acumule en suelos agricolas (McLaughlin et al., 2000;
Aydinalp y Marinova, 2003; Schipper et al., 2011). También las baterias y pinturas

acrilicas son fuente de Pb®" (Gadd, 2010). En consecuencia la acumulacién de
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Pb®" en suelos y el uso intensivo de pesticidas reducen la diversidad microbiana

en el suelo y la productividad vegetal (Banerjee et al., 2019).

3.2 El desarrollo vegetal

El desarrollo de las plantas puede ser dividido en dos etapas: a) el desarrollo
embrionario y b) el desarrollo postembrionario. Ambos se encuentran
estrictamente regulados por un programa establecido genéticamente (Baum et al.,
2002; Sanchez-Calderon et al., 2013). El desarrollo embrionario inicia con la
fecundacion, una vez que se da la cariogamia, por medio de divisiones celulares
sincronizadas y perfectamente reguladas se forma el embrién con sus meristemos:
el apical aéreo y el radical en sus polos (Scheres et al., 1994; Berleth y Chatfield,
2002). En el desarrollo postembrionario, a partir de los meristemos apicales, los
organos se forman crecen y maduran, ambos orquestados por un programa de
desarrollo regulado genéticamente (Berleth y Chatfield, 2002; Sanchez-Calderdn
et al., 2013).

3.2.1 Desarrollo postembrionario

Con la germinacion, se inicia el programa de desarrollo post-embrionario (PDPE).
En el meristemo apical aéreo se comienzan a formar los primordios foliares que
daran origen a las hojas y los meristemos laterales que permitiran la ramificacion
tallo y finalmente desarrollar los érganos florales. A partir del meristemo apical de

la raiz primaria (RP), se desarrolla el sistema radical (SR) (Scheres et al., 1994).

3.2.2 Desarrollo postembrionario del sistema radical

Durante la germinacion el primer 6rgano en emerger es la RP y por los procesos
de desarrollo y crecimiento, que ocurren en su apice, la raiz comienza a explorar
el sustrato (Lynch y Brown, 1998). En la region apical de la raiz, se encuentran
tres zonas donde ocurren procesos fisiolégicos caracteristicos de cada una de
ellas. En la region mas distal se encuentra la zona meristematica, donde ocurren

divisiones celulares de manera ordenada y estereotipada para formar los
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diferentes prototejidos que finalmente se diferenciaran en los tejidos (estela,
periciclo, endodermis, cortex, epidermis) que conforman la raiz (Dolan et al.,
1993). Adyacente al meristemo en la zona de elongacion las células se alargan
hasta llegar a su tamafio final, es en este punto donde ocurre el crecimiento de la
RP, se incrementa entre 10 y 20 veces la longitud celular. Posteriormente en la
zona de diferenciacion las células adoptan su destino final (Scheres et al., 1994;
Baum et al., 2002).

Posterior a la emergencia de la RP, por medio de divisiones periclinales y
anticlinales, en el células muy especificas del periciclo de la zona de diferenciacion
de la RP, se forma un domo celular conocido como primordio de raiz lateral (PRL)
y en una fase mas tardia el primordio emerge para formar raices laterales (LR) de
primer orden (Malamy y Benfey, 1997), este proceso se repite para formar LRs de
segundo y tercer orden, las cuales haran que el SR se ramifique, a la
conformacion tridimensional (ramificacion) del sistema radical en el sustrato se le
conoce como la arquitectura del sistema radical (ASR) (Lynch y Brown, 2001).
Dicha ramificacién modifica la capacidad del sistema radical para explorar el suelo
(Lynch y Brown, 1998).

A pesar de que el PDPE del SR esta establecido genéticamente, este puede ser
modulado por factores ambientales tanto bi6ticos (microorganismos) como abiético
(nutrimentos, sequia, MPs) presentes en el ambiente (Malamy, 2005; Sanchez-
Calderon et al., 2013; Zamioudis et al., 2013).

3.2.3 Hormanas implicadas en el programa de desarrollo postembrionario del
sistema radical

Las® hormonas son moléculas pequefias sintetizadas por diferentes vias
metabolicas de la planta (Santner y Estelle, 2009). Las auxinas, acido abscisico,
citocininas, giberelinas, etileno y brasinosteroides, se consideran las hormonas

mas importantes durante el desarrollo postembrionario.

Las auxinas (IAA, principal auxina) regulan procesos de division celular,

sensibilidad a la gravedad, desarrollo vascular, establecimiento del meristemo
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apical de la raiz (MAR). También participan en la iniciacién y emergencia de las
RLs en el SR (Benkova y Hejatko, 2009; Péret et al., 2009). Las citocininas (CKs)
también participan en la modulacién de la ASR. Inhiben el crecimiento de la RP y
la ramificacion (Werner et al., 2003). Se ha reportado que las CKs antagonizan
con las auxinas, en la iniciacion de las RLs, afectando la transicion G2 a M en las
células fundadoras que formaran las RLs regulando la ASR (Li et al., 2006;
Laplaze et al., 2007).

Otras hormonas, las giberelinas (GAs), también modulan la ASR regulando
procesos de proliferacion celular y alargamiento de la raiz (Fleet y Sun, 2005;
Ubeda-Tomas et al., 2008). Los brasinosteriodes (BRs) estimulan la division y el
alargamiento celular asi como la diferenciacion del sistema vascular.
Principalmente promueve el crecimiento de la raiz. Se ha demostrado que las BRs
pueden antagonizar con el IAA para regular el crecimiento del SR (Mouchel et al.,
2006). El 4cido abscisico (ABA) regulan el desarrollo de las RLs. También se ha
observado que participa en respuestas a estrés como sequia, salinidad y frio
(Finkelstein et al., 2002). EI ABA tiene un efecto inhibitorio en la formacién de las
RLs (De Smet et al., 2007). En el meristemo del &pice de la raiz, el etileno inhibe
la divisidon de las células que se encuentran adyacentes a las QC (Ortega-Martinez
et al., 2007). La interaccion entre las diferentes hormonas da como resultado la

regulacion del ASR regulado por el ambiente.

3.2.4 Genes que participan en el desarrollo del sistema radical

El PDPE es regulado por la actividad de una poblacion de células indiferenciadas,
las células del QC (del inglés, Centro Quiescente) y las iniciales de cada uno de
los tejidos, que se forman durante el desarrollo embrionario, donde participan
genes como Pletora (PLT) que codifica para un factor de transcripcion que se
encarga de mantener el meristemo de la RP (van den Berg et al., 1997; Grieneisen
et al., 2007). SHR (Shortroot) y SCR (Scarecrow) también participan en el
mantenimiento del meristemo de raiz interaccionando de manera antagonica

(Sabatini et al., 2003; Galinha et al., 2007). La deficiencia en la expresion de los
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genes PLT, SHR y SCR ocasiona que el patron de organizacion del SR no se lleve
a cabo y no formen érganos (Scheres et al., 1995). La familia de genes WOX
(WUSHEL related homeobox) participan en el patron de organizacion de la RP y

en la formacion de RLs (Kong et al., 2016).

3.2.5 Regulacion del PDPE por el ambiente

Las plantas al encontrarse en el suelo heterogéneo tienen que modular su PDPE y
asi modificar la ASR para redireccionar su crecimiento y acercarse a-las zonas
ricas en nutrimentos o bien evitar los lugares estresantes (Sanchez-Calderon et
al., 2013; Claeys et al., 2014).

Se ha reportado que la deficiencia de nutrimentos como el P cambian la ASR
generando un fenotipo con RP corta y un SR ramificado (L6pez-Bucio et al., 2002;
Gruber et al., 2013). La deficiencia del N (nitrdgeno) da como resultado un fenotipo
con RP alargada y pocas RLs (Gifford et al., 2013). En condiciones de estrés por
sequia el crecimiento de la RP se reduce afectando el desarrollo del SR (Claeys et
al., 2014). En cactaceas se presenta crecimiento determinado de la RP, cuando
crecen en condiciones de sequia (Shishkova et al., 2013). En condiciones de
salinidad (75 mM de NaCl) el desarrollo del SR de A. thaliana cambia redirigiendo

el crecimiento del SR (Galvan-Ampudia et al., 2013).

De manera general para los MPs, se ha reportado que la exposicion a estos
contaminantes ocasiona clorosis en las plantas, reduccion en su biomasa, inhibe
su germinacion y ocasionalmente retarda su crecimiento (Clemens, 2001). Se ha
demostrado que una concentracién de 0.75 mM de Pb?" afecta el PDPE inhibiendo

la RP e incrementando las RLs (Lee et al., 2005).

3.3 Respuestas de las plantas al Pb**
Los mecanismos principales para tolerar el estrés por los MPs son la exclusion,
secuestro y la bioacumulacion (Clemens, 2001). Las plantas que al crecer en

suelos que contienen MPs, tienden a acumularlos en sus tejidos (la concentracion
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del MP es mayor en sus tejidos que en el suelo), se les conocen como hiper-
acumuladoras (Phang et al., 2011). Especies de plantas como Brassica juncea,
Euphorbia macroclada y Centaurea virgata, han sido reportadas como hiper-
acumuladoras de Zn%**, Cu** y Pb*" (Szczygtowska et al., 2011).

Se ha observado que la presencia de Pb** induce la sintesis de &cidos organicos
como el citrico y malico en plantulas de Brassica juncea, que interacciona con el
Pb reduciendo biodisponibilidad permitiendo continuar con el desarrollo de la
planta en medios afectados con Pb®* (Kohli et al., 2018).

Una vez que el MP es percibido, se activan defensas intracelulares para evitar su
toxicidad, moléculas como las metalotioneinas (MTs), glutation (GSH),
fitoquelatinas (PCs), citrato y ascorbato se unen al MP-para quelarlo e inhibir su
movilidad y prevenir dafio en las células (Ezaki et al., 2004; Sharma y Dietz, 2006;
Haydon y Cobbett, 2007; Curie et al., 2008; Sharma y Dietz, 2009; Phang et al.,
2011). Aviccenia marina es una de las plantas que acumula Pb* en su SRy
posteriormente lo trasloca hacia la parte aérea (MacFarlane y Burchett, 2002; Yan
et al., 2010).

Se ha reportado que miembros de la familia de transportadores ABC (del inglés,
ATP-Binding Cassette), HMA2, HMA3 y HMA4 (del inglés, Heavy Metal
Associated) estan involucrados en la detoxificacion del Pb**, estas proteinas
quelan el ion y lo almacenan en las vacuolas (Wong y Cobbett, 2009; Morel et al.,
2009; Mendoza-Cozatl et al., 2010). Ademas se ha reportado que la formacion de
complejos facilita la translocacién hacia la parte aérea (Gong et al., 2003) y se ha
descrito. que el gen AtPDR12 estd relacionado en la translocacion de los

complejos (Lee et al., 2005).

Se ha reportado que el Pb?*" afecta la distribucién de las auxinas (hormonas de
crecimiento) que participan durante el desarrollo embrionario (Wang et al., 2015) y
en consecuencia cambia la configuracion de la ASR (Fischer et al., 2014). Los
mecanismos implicados en los programas de desarrollo embrionario en medios

con Pb®*" aln estan por ser clarificados, y la interaccion entre plantas y
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microorganismos podria estar facilitando el crecimiento y desarrollo en suelos

metaliferos (Montalban et al., 2016).

3.4 Resistencia de bacterias al Pb?*

El Pb** es de los metales que méas reduce la biomasa microbiana en el suelo
(Khan y Scullion, 2002). Se ha reportado que las rizobacterias pueden movilizar o
inmovilizar al MP una vez que ingresa al citoplasma (Gadd, 1990). En la mayoria
de las estrategias usadas para tolerar los MPs participan agentes quelantes,
enzimas o la secrecion acidos organicos, similar a las plantas (Gadd, 2004;
Kaewdoung et al., 2016). Estas estrategias permiten a las rizobacterias reducir la
toxicidad del MP por acidificacion del suelo, formacion de quelatos y precipitados o

por reacciones rédox modificando la biodisponibilidad del MP (Mishra et al., 2017).

Los mecanismos de detoxificacion del Pb** han sido descritos en Cupriavidus
metallidurans que ha sido un excelente modelo para estudios de resistencia a
MPs. Una vez que el Pb*" es percibido en la. membrana plasmatica son activados
genes como pbrUTRABCD, que codifican para proteinas transmembranales de la
familia de las ATPasas tipo-P, que se encuentran en los plasmidos pMOL28 y
pMOL30, estas proteinas se encargan de expulsar los iones de Pb?* (Taghavi et
al., 2009)

Otro mecanismo descrito en las bacterias es el secuestro de iones de Pb?" que
ocurre de manera intracelular como se ha observado en Providencia vermicola.
Los iones de Pb?* son almacenados en forma PbS (Sulfito de Plomo) en el
espacio periplasmico. Ademas se ha observado que la morfologia de la bacteria
se modifica al estar en presencia de Pb?** (Sharma et al., 2017). De manera similar
se ha descrito en Pseudomonas aeruginosa el secuestro de Pb®" ocurre con la
formacion de complejos quelantes que se forman en la membrana extracelular de

la bacteria y esto influencia en la resistencia de la bacteria (Harrison et al., 2005).

También se ha visto que las bacterias sintetizan sideréforos, ligando que atrapan

Fe®* y se ha demostrado la produccién de sideréforos en P. aeruginosa cuando
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esta4 en Pb?* (Naik y Dubey, 2011). Adicionalmente, se ha relacionado al GSH que
en presencia de Pb?" neutraliza su actividad formando conjugados con el metal en
el citosol (Van der Heggen et al., 2010). Algunos de los mecanismos descritos
anteriormente podrian estar influenciando el desarrollo de la planta ya sea

interaccionando de manera directa o indirecta.

3.5 Interacciones entre plantas y rizobacterias

Las interacciones entre diferentes especies a menudo proveen de beneficios para
su crecimiento. La rizosfera es un microhabitat donde interactian la planta, los
micro y macro organismos y el suelo (Bais et al., 2006). La rizésfera se divide en:
a) endo-rizosfera: que involucra rizobacterias enddfitas que colonizan tejidos
corticales o endodermales, b) rizo-plano: que comprende a las rizobacterias que
se adhieren a la epidermis del SR y c) ecto-rizésfera: comprende a las
rizobacterias que se encuentran cercano al sustrato que rodea al SR (Badri y
Vivanco, 2009). También la filosfera forma parte de las interacciones donde
habitan los microorganismos que colonizan la superficie de los rganos aéreos de

la planta como las hojas (Lindow y Brandl, 2003).

De las asociaciones mas conocidas, estan las aquellas entre rizobacterias que
fijan N2 y la raiz de las leguminosas. Los exudados liberados por el SR en la
rizosfera atraen a las rizobacterias que ingresan a través de los PRs una vez
dentro de los tejidos radicales proliferan e inducen a la formacion de nédulos
(Kumar et al., 2007; Rudrappa et al., 2008; Neal et al., 2012). Se ha visto en
rizobacterias .como P. fluorescens y Bacillus subtilis son quimioatraidas por
gradiente de &cidos organicos como maleico, malico, oxalico y citrico, que son
sintetizados por el SR (de Weert et al., 2002; Erro et al., 2009). Ademas, se ha
documentado en las rizobacterias que la expresion de genes como cheY esta
relacionada con la quimiotaxis y es un determinante para colonizar el SR (Mark et
al., 2005). Posterior al reconocimiento ocurren cambios hormonales y metabolicos
en la planta (Walker et al., 2011). Establecida esta comunicacién las plantas y las

rizobacterias pueden beneficiarse.
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3.5.1 Promocion del crecimiento vegetal

La promocién del crecimiento vegetal son algunos de los beneficios que proveen
las rizobacterias, mejorando su crecimiento, ya sea directa o indirectamente. En el
mecanismo directo: la rizobacteria incrementa la biodisponibilidad de nutrientes y
modula las hormonas que participan en el crecimiento de la planta. El aumento en
la tasa de crecimiento de la planta es debido al vasto suministro de nutrientes'y
hormonas (Rudrappa et al., 2008). En el mecanismo indirecto: la rizobacteria actia
como agente de biocontrol inhibiendo el crecimiento de patégenos sintetizando
antibiéticos, enzimas liticas induciendo la resistencia sistémica adquirida y la
competencia (Glick, 2012) de esta manera se reducen los sintomas dafinos
causados por el patéogeno (Bally y Elmerich, 2007; Rudrappa et al., 2008). Los
mecanismos involucrados en la colonizacion del SR de las plantas por la
rizobacteria sin ser considerado patdgena, aun estan en discusion (Zamioudis et
al., 2013; Verbon y Liberman, 2016).

3.5.2 Promocién del crecimiento vegetal en ambientes afectados con Pb?*

Las rizobacterias tienen una amplia adaptabilidad, tasas de crecimiento altos,
ademas pueden solubilizar variedad de materia organica (Kloepper y Schroth,
1981). Estas rizobacterias inducen cambios en el desarrollo post-embrionario de la
planta cuando colonizan su SR (Gamalero et al., 2004). Se observado que en
plantas de B. napus la bacteria enddfita Microbacterium sp., incrementa la
solubilidad del Pb?* cuando, posterior a la solubilizacién, el Pb?* es translocado

hacia la parte aérea (Jiang et al., 2008; Sheng et al., 2008).

También se ha reportado que B. subtilis mejora la respuesta fisioldgica de la
planta, incrementando la actividad de las enzimas antioxidantes como SOD, CAT y
ademas favorece la acumulacion de Pb?* en los tejidos de Vigna radiata (L.) R.
Wilczek (Arif et al., 2019). La interaccion entre la planta y la bacteria podria estar
induciendo la expresion de algunos genes relacionados a estrés asi como a MPs.

Como se ha reportado para O. sativa en interaccién con Bacillus amyloliquefaciens
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donde se expresan genes involucrados en la tolerancia a sequia (Tiwari et al.,
2017). Sin embargo los procesos fisiologicos y moleculares involucrados durante
la interaccion entre planta-rizobacteria y de como esta interaccion modifica el
desarrollo post-embrionario para tolerar el estrés por Pb®* aln no estan claros
(Remans et al., 2012; Zamioudis et al., 2013).
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IV HIPOTESIS

Las rizobacterias aisladas de plantas que crecen en suelos metaliferos tienen la
capacidad de promover cambios en la arquitectura del sistema radical de

Arabidopsis thaliana cuando se encuentran en estrés por Pb?".
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V OBJETIVO GENERAL

Caracterizar con un modelo in vitro planta-bacteria los cambios fisiolégicos, de
desarrollo y expresion génica del sistema radical de A. thaliana, inducidos por las
rizobacterias aisladas de plantas que crecen en suelos metaliferos, durante el

estrés por Pb?*

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar e identificar las rizobacterias resistentes a Pb?" de plantas que crecen

en suelos metaliferos.

2. Determinar las concentraciones-minimas inhibitorias de Pb?* para

establecer el sistema in vitro planta-rizobacteria.

3. Evaluar con el sistema in vitro planta-rizobacteria los cambios fisiologicos,
de desarrollo y de expresién génica que estén induciendo las rizobacterias
en la arquitectura del sistema radical de A. thaliana durante el estrés por
Pb®*
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VI METODOLOGIA
6.1 Material biolégico y condiciones de crecimiento.

6.1.1 Material biologico vegetal y bacteriano.

Para todos los experimentos in vitro se usaron plantulas de Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh., Columbia-0 (Col-0) y Wassilewskija (Ws), adicionalmente se uso la
DR5::GUS (DR5, ahora en adelante) linea marcadora de respuesta a auxinas
(Ulmasov et al., 1997). En el caso de las bacterias, se usaron los aislados que se
obtuvieron en el presente trabajo y la cepa de Pseudomonas aeruginosa PAOL1

reportada como promotora del crecimiento en A. thaliana.

6.1.2 Cultivo in vitro y condiciones de crecimiento vegetal.

Las semillas se germinaron y crecieron de acuerdo con el protocolo descrito por
Lopez-Bucio et al. (2002) modificado. En dicho protocolo las semillas se
desinfectaron superficialmente como se describe a continuacion: las semillas se
colocaron en un microtubo de 1.5 mL y se desinfectaron superficialmente haciendo
un lavado con etanol al 70% por 5 minutos y posteriormente otro lavado con
hipoclorito de sodio (comercial) al 20% por 7 minutos, después se hicieron 5
enjuagues sucesivos con agua destilada estéril. Las semillas se almacenaron a
4°C por 48 horas con la finalidad de sincronizar su germinacién. Finalmente, en
condiciones de esterilidad, las semillas se colocaron en cajas de Petri que
contenian el medio de cultivo (superficie) modificado MS 0.5X (Murashige y
Skoog, 1962) pH 5.7 adicionado con 0.5% (peso/volumen) de sacarosa y 1%
(pesolvolumen) de agar TC (Phytotechnology Laboratories). Las cajas se
colocaron inclinadas en un angulo aproximado de 65° en una camara de
crecimiento (Lumistell), con un fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad a temperatura de
20° C 2.

El medio MS contiene 20.6 mM de NH4NO3; 18.8 mM de KNO3z 3 mM de
CaCl,-2H,0; 1.5 mM de MgS0O4-7H,0; 0.005 mM de KI; 0.025 mM H3BO3; 0.1 mM
de MnSO4-H,0; 30 mM de ZnSO4-7H,0; 0.001 mM de Na,MoO4-2H,0; 0.0001
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mM de CuS0O4-5H,0; 0.00011 mM CoCl,-6H,0; 0.1 mM de FeSO,4-7H,0; 1 mM de
KH2POy4; 0.1 mM de NaEDTA-2H,0, inositol (100 mg/L), y glicina (2 mg/L). Como

fuente de plomo se utilizé Pb (NO3).

6.2 Condiciones de crecimiento de las bacterias.

Todos los aislados crecieron en caldo nutritivo (CN), agar nutritivo (AN). que
contiene g/L: 5 Peptona, 3 Extracto de levadura, Cloruro de sodio, 15 agar
bacteriol6gico a pH de 7.3 y/o medio Luria Bertani (LB) que contiene g/L: 10
Caseina, 5 Extracto de levadura, 10 Cloruro de sodio, 15 Agar bacteriologico a pH
de 7.5 en una incubadora KitLab a una temperatura de 28 °C por 24 o 48 horas
hasta alcanzar una densidad Optica de 0.8. Una vez crecidas fueron recultivadas
en CN y almacenados en tubos criogénicos con glicerol al 30% mantenidos en un
ultracongelador Thermo Fisher TSE 320-931 a una temperatura de -70 °C hasta

su reactivacion.

6.3. Sitio de colecta

Con base lo reportado por Rivera-Menchaca (2017), se seleccionaron el area de
estudio, que se encuentran entre las coordenadas 22° 48’ 22.3” y 22° 81’ 70”
longitud Norte y 102° 41’ 11.7” y 102° 69’ 59” latitud Oeste, a una altitud de 2250
msnm (Figura 1). Ubicado en el Municipio de Francisco |. Madero, Zac. El sitio
presenta un clima templado arido con temperatura media anual de 17°C y
precipitacion media anual 200 a 300 mm (CONAGUA, 2018). Los suelos son
arenosos acidos con poca capacidad de retencion de humedad y materia organica
baja, ademas estan cubiertos por jales mineros. Es una zona inundable donde se
encuentran presas que son alimentados por los arroyos como Cieneguitas y El

Bote.
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Figura 1. Sitio de estudio ubicado en el municipio de Francisco I. Madero. En rojo: punto de colecta. Los
nameros romanos indican la secuencia del muestreo. Escala representa 1 km.

6.3.1 Toma de muestras en campo.

Las muestras se obtuvieron aplicando el método de puntos en cuadrante que
consiste en elegir un punto principal y el area adyacente al punto se divide en 4

cuadrantes, en cada cuadrante se tomaron las muestras. Se obtuvieron muestras
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de suelo para aislar microorganismos de vida libre y de érganos vegetales (hojas,
tallo y raiz). Las muestras de hojas se usaron para aislar microorganismos de
filésfera (superficie de la hoja), tallos y raices para microorganismos de endosfera
y otra muestra de raices para aislar microorganismos de rizésfera. En el punto
principal de colecta a una profundidad de 5, 15 y 30 cm se tomaron tres
submuestras de suelo para conformar una muestra compuesta. Las muestras
hojas y los tallos fueron colectados usando una tijera de jardineria.. A una

profundidad de 15 cm, se colectaron secciones de raiz (5 cm cada una).

Cada una de las muestras se colocaron en bolsas ziploc sobre una cama de hielo
y fueron llevadas al Laboratorio de Gendmica Evolutiva de la Unidad Académica
de Ciencias Bioldgicas de la UAZ para iniciar con el aislamiento.

6.3.2 Aislamiento y preservacion de microorganismos.

Las muestras se procesaron de cuatro diferentes maneras: A) Para el aislamiento
de microorganismos de suelo, se pesaron 2 g de suelo en 50 mL de solucion
salina al 0.9% de acuerdo a Kuffner et al. (2010) y se dejé 1 hora en incubacién a
30°C. B) para aislar microorganismos de filosfera, las muestras de hojas fueron
colocadas en tubos de punta conica con 20 mL de solucion salina (NaCl) al 0.9% vy
se incubaron por 1 hora en agitacion a una temperatura de 30 °C. C) Para aislar
microorganismos de endosfera de tallos y raices, se esterilizaron superficialmente
con etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 3% por 5y 7 minutos, respectivamente.
Se hicieron: lavadas con TWEEN 80 por 5 minutos y finalmente 3 lavadas con
agua destilada estéril. Cabe mencionar que la ultima lavada se us6 como control
microbiolégico. Seguido a esto, se triturd el tejido en un mortero estéril adicionado
con _solucion NaCl al 0.9%. D) Para la rizosfera, las muestras de raiz fueron
colocadas en tubos de punta conica con solucion salina 0.9% incubadas por 1

hora en agitacién a una temperatura de 30 °C.

Para todas las muestras (A, B, C y D) pasado el tiempo de incubacién, se
centrifugaron dos veces a 10 000 rpm 5 minutos, el sobrenadante recuperado se

utiliz6 para hacer diluciones seriadas 10, 102 10%, 10* y se inoculé por

36



extensién en placa. Las placas fueron incubadas a 28 °C hasta por 72 horas. Para
el aislamiento se us6 Agar Soya Tripticaseina (TSA) (Bioxon) que contiene g/L:
Triptona 15, Peptona 5, NaCl 5 y Agar Bacterioldgico 15 a un pH de 7.3 asi como
el medio 869 0.1X contiene g/L: Glucosa 0.2, Triptona 1.5, Extracto de levadura
0.5, NaCl 0.5 y Agar Bacteriolégico 15 a pH de 7.0 (Eevers et al., 2015).

Transcurrido el tiempo de incubacion cada uno de los aislados fueron transferidos
a medio sdlido para su aislamiento. A cada uno de los aislados se les asignd un
nombre de acuerdo con la siguiente nomenclatura. La clave consta de dos letras
seguidas de dos numeros separados por un guion (p. ej. MT 2-1)donde la primer
letra significa muestra (M), la segunda letra se le asign6 dependiendo de donde se
tom6 y como se proceso la muestra, asignandole S, F, T, R o Z (suelo, filésfera,
tallo endosfera, raiz endosfera o rizosfera, respectivamente). El primer nimero
significa el punto de colecta (Figura 1) seguido del guion y el segundo namero es
el asignado a cada aislado. Cada uno de los aislados fueron tratados para su
criopreservacion en glicerol al 30% en viales con rosca de 1.5 mL (por duplicado) y
almacenados a -70 °C.

6.3.3 Recuperacion de los aislados.

Para cada uno de los experimentos que en lo sucesivo se describen, los aislados
bacterianos fueron reactivados de la siguiente forma: se tomdé un fragmento de
cultivo congelado por puncion del criovial y se colocé en un tubo de cultivo con 3
ml que contenia CN, se dej6 incubar en agitacién por 48 horas, posterior a esto se

hizo una resiembra en el mismo medio.

6.3.4 Caracterizacion de los microorganismos aislados.

Con la finalidad caracterizar todos los aislados obtenidos primero se hizo la tincion
diferencial de Gram, que consiste en lavar la muestra con cristal violeta por 1 min,
seguido la solucion del yodo por 1 min, posterior la muestra se decolora con
alcohol 96% por 20 segundos, finalmente con safranina por 1 min, se hacen

lavadas con H,O para hacer observaciones en el microscopio 6ptico. Ademas se
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determind la morfologia celular (coco, diplococo, estafilococo, estreptococo,
sarcina, tétrada, cocobacilo, bacilo, diplobacilo, estreptobacilo, vibrio o espirilo) y la
morfologia de la colonia (forma, margen, elevacion, color) de acuerdo a (Holt et al.,
1994).

6.4 Resistencia de los aislados a MPs (As, Hg y Pb) en medio sélido.

Tomando en cuenta las concentraciones previamente reportadas (Anexo )
(Trevors et al., 1985; Nieto et al., 1987; Gadd, 1990; Abou-Shanab et al., 2007;
Kuffner et al., 2010; Romaniuk et al., 2018), a todos los aislados obtenidos se
evaluo su capacidad para crecer en medios suplementados con MPs. Cada uno
de los aislados se inocularon por estriado en medios con AN adicionados con As
(18 mM; KH,AsO.), Hg (2.5 mM; HgCl,) o Pb (3 mM; Pb(NOs),). Se hicieron tres
réplicas experimentales y tres réplicas biolégicas. Se tomaron como positivos
aguellos aislados que crecieron en el medio suplementado con el metal. Se

generaron las tablas correspondientes y se tomé una fotografia representativa.

6.4.1 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria.

Para conocer la resistencia de los aislados en cada MP: arsenito (NaAsO,),
arsenato (NaszAsOgy), mercurio (HgCl,), plomo (Pb(NO3),), cobre (CuSQ,), zinc
(ZnCly), cromo.(K,Cr,07), cobalto (CoCly), cadmio (CdCl;) se determind la
concentracion minima inhibitoria (MICs). Se hizo un escrutinio de concentracion
para cada MP desde menor a mayor hasta determinar el MIC, el aislado fue
marcado positivo cuando se observé un crecimiento en un periodo de 48 y 72

horas.

6.5 Identificacién molecular de los aislados.
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6.5.1 Amplificacion de los genes ribosomales

Para la identificacibn molecular de los aislados, se extrajo el DNA total de las
microorganismos seleccionados por el método de fenol-cloroformo, reportado por
Sessitsch et al. (2001), posteriormente se amplifico la region del gen que codifica
para el RNA ribosomal 16S usando los oligonucleotidos 27F y 1492R, ITS1 y ITS4
(Cuadro 1). La region se amplific6 mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), con la mezcla de reaccion compuesta por buffer 1X, MgCl, 1
mM, dNTPs 0.4 mM, DNA polimerasa Go Taq Flexi 1 U/25 uL (casa comercial) y 2
pmoles de cada uno de los oligonucledtidos antes mencionados. Las condiciones
usadas fueron: un paso de desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguido por 30
ciclos de 95°C por 30 s, alineamiento a 55 °C por 60 s, extension 72 °C por 1 min

30 s, para finalmente dar un paso de extension final de 72°C por 7 min.

Cuadro 1. Lista de secuencias utilizadas para amplificar el gen que codifica para
el RNA ribosomal 16S y la regiéon ITS (Internal Transcribed Space).

Oligo Secuencia
27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3
1492R 5-TACCTTGTTACGACTT-3
ITSF1 5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’
ITS4 5-“TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

(Lane, 1991; Deng et al., 2012).
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6.5.2 Reconstruccién filogenética

Los productos de PCR fueron enviados al Laboratorio de Genomica para la
Biodiversidad (LANGEBIO), Irapuato para su secuenciacion por el método de
Sanger et al. (1977).

Con las secuencias (Anexo X, Xl, Xl 'y Xll) se hizo un BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para comparar las secuencias reportadas en la base

de datos de la NCBI para conocer los grupos con mayor similitud. Se obtuvieron
las secuencias que presentaran un porcentaje superior a 95. Todas las secuencias

fueron alineadas usando el programa TCOFFEE (http://tcoffee.crg.cat/)

(Notredame et al., 2000). Concluido el alineamiento, se determinaron los grupos
con mayor similitud se construyd un arbol filogenético. con el programa MEGA 6.0
(Tamura et al., 2013) usando el método del mas probable, con el modelo Kimura
+G para medir las distancias evolutivas, con un bootstrap de 1000 réplicas
(Kimura, 1980).

6.6 Evaluacion de los cambios dela ASR de A. thaliana en presencia de Pb?

Se hicieron cinéticas de crecimiento para determinar la concentracién de Pb®* que
se usara para el sistema de interaccion in vitro planta-bacteria en MS al 0.5X. Las
concentraciones de Pb?" usadas fueron (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900 y 1000 uM Pb?*). Se evaluaron los cambios en los componentes del sistema
radical como la longitud de la raiz primaria (LRP), nimero de raices laterales. Se
tomaron datos a los 0, 3, 6, 9 y 12 dias después germinacion (DDG).
Adicionalmente se determinaron las condiciones de cultivo para las plantulas que

seran usadas en el sistema in vitro haciendo cambios de medio.

Posteriormente se capturaron los datos se obtuvieron las medias (X) y error
estdndar (+) para hacer el estadistico de Tukey con (P< 0.05). Para cada

experimento se hicieron dos réplicas independientes.
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6.7 Evaluacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal de las
rizobacterias.

Para el analisis de la interaccion in vitro planta-bacteria se us6 el sistema
propuesto por Castro et al. (2013) con modificaciones. Dicho sistema consta de
cocultivar el aislado bacteriano con A. thaliana en un medio de cultivo ‘MS
adicionado con Pb*". Dependiendo de la naturaleza de la interaccién, se inoculd
en la parte superior de la caja (por contacto) o en la parte inferior de la caja (a
distancia). La inoculacion se hizo en una campana con flujo laminar-horizontal en
condiciones asépticas, a partir de un precultivo en caldo nutritivo (DO 0.8) se
incubaron por 24 horas a temperatura 28 °C a 250 rpm. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se transfirieron a cajas de Petri las plantulas de 6 dias, fueron selladas
y se dejaron crecer por otros 12 dias mas para observar cambios en el desarrollo

vegetal.

Al término del ensayo se obtuvieron los datos y fotografias representativas
ademas se cuantificé la biomasa en fresco y seco de las plantulas en una balanza
analitica (Sartorius) con una precision de 0.1 mg. Se obtuvo el peso seco de las
plantulas, almacenadas y deshidratadas en un horno a 50 °C hasta llegar a peso

constante.

6.8 Evaluacidn fisiolégicay desarrollo del sistema radical de A. thaliana con
la linea transgénica DR5::GUS.

Para caracterizar las respuestas fisiolégicas en el desarrollo del sistema radical
usando el modelo in vitro planta-bacteria que ocurren durante la interaccion, se
uso la linea transgénica DR5 que es de respuesta a auxinas. Se hizo una cinética
de crecimiento con el aislado seleccionado Unicamente por contacto. El disefio
experimental consistio en tomar datos de LRP, NRLs y tefiir la linea marcadora a
los 0, 2, 4, 6, 8, 10 DDT (dias después de la transferencia). Al finalizar se

capturaron las fotografias representativas de cada tratamiento.

6.8.1 Tincion de GUS, técnica de clareo de plantulas y microscopia.
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Las plantulas fueron tefiidas con la solucion GUS que contiene: 20 mg/mL X-gluc,
fosfato monobésico de sodio 1M, fosfato dibasico de sodio 1M, buffer de fosfatos
pH 7 1M, EDTA pH 8 0.25M, triton 10%, ferrocianuro de potasio 100 mM,
ferricianuro de potasio 100 mM a una temperatura de 37 °C (Kosugi et al., 1990).
Con la finalidad de llevar a cabo las observaciones en el microscopio los tejidos
vegetales fueron clareados por el método de Malamy y Benfey (1997). Se
incubaron a 60 °C por una hora con la solucion 1 (0.24 N HCI, metanol 20%).
Posteriormente, se agregd la solucion 2 (etanol 60%, NaOH 7%). Fueron
rehidratadas secuencialmente con 40%, 20% y 10% de etanol. Los tejidos fueron
montados en portaobjetos con 50% de glicerol para hacer las observaciones en el
microscopio (Malamy y Benfey, 1997).
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VIl RESULTADOS

7.1 Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de plantas que crecen
en suelos contaminados con MPs.

De las muestras de suelo, filésfera, endosfera de raiz, endosfera de tallo.y
rizosfera colectadas en las salidas de campo, se aislaron un total de 135
microorganismos. El 16% de los microorganismos aislados proviene del suelo, el

18% de la filosfera, 33% de endosfera (tallo y raiz) y 33% rizésfera (Figura 2).

mSuelo

m Filosfera
= Endosfera
m Rizosfera

Figura 2. Microorganismos aislados del sitio de colecta. Total 135.

A todos los microorganismos aislados se les asigndé su clave (métodos seccion
6.3.2). Para los microorganismos aislados de suelo la nomenclatura MS (Anexo II).
Para los microorganismos aislados de filésfera MF (Anexo llIl). Para los aislados de
endosfera de tallos MT o de endosfera de raices MR (Anexo IV). Finalmente, para
los de rizésfera MZ (Anexo V).
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7.1.1 Caracterizaciéon de los microorganismos aislados.

De todos los microorganismos aislados se describié morfologia celular y colonial
de acuerdo a Holt et al. (1994) (Figura 3, Anexo Il a V).

m Cocos

m Cocobacilos

® Bacilos

® Levaduras

= Vibrio

® Fusobacterium

®m Gram positivos
= Gram negativos

Figura 3. A) Total de formas microscépicas delps microorganismos aislados. B) Total de Gram positivos
y negativos.



De los aislados, el 50% fueron bacilos, 23% cocos, 29% cocobacilos, el 5% fueron
levaduras (Figura 3A, Anexo Il a V). Dos terceras partes de la coleccién fueron
bacterias Gram negativos y un tercio Gram positivos (Figura 3A, Anexo Il a V).

Ademas, se hizo la caracterizacion de la colonia (Anexo Il y V).

7.1.2 Pruebas de resistencia a MPs de los microorganismos aislados.

Con la finalidad de determinar si los microorganismos aislados eran resistentes a
uno o mas MPs, se evalu6 su capacidad de crecer en medios adicionados con As
18 mM, Hg 2.5 mM y Pb 3 mM. Dichas concentraciones fueron determinadas con
base en la literatura (Anexo |) (Trevors et al., 1985; Nieto et al., 1987; Abou-
Shanab et al., 2007; Romaniuk et al., 2018). De los 135 microorganismos aislados,
9 no crecen en presencia de cualquiera de los' MPs usados, 70 crecen en As, Hg o
Pb y 32 crecen en al menos dos metales distintos (Figura 4, Anexo VI, VI, VIl 'y
1X).

De los aislados provenientes de suelo el 31% fueron resistentes a As, el 35% a Hg
y 34% a Pb (Figura 5A, Anexo VI). Los aislados provenientes de filésfera el 25%
fue resistentes As, 36% a Hgy 39% a Pb (Figura 5B, Anexo VIl). En aislados de
endosfera el 56% crecieron en As, 18% en Hg y 26% en Pb (Figura 5C, Anexo
VIII). Finalmente los aislados provenientes de rizésfera el 31% fue resistente a As,
34% a Hg y 35% a Pb (Figura 5D Anexo IX). Los aislados enddfitos crecen mas en
As seguido de Hg y Pb. Una vez aislados y caracterizados se criopreservaron para
formar parte de la colecciébn de microorganismos del Laboratorio de Gendmica

Evolutiva.
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Figura 5. Microorganismos resistentes a As, Hg y Pb en funcién del sitio de donde fueron
aislados A) Suelo, B) Filésfera, C) Endéfitas y D) Riz4sfera.

7.2 Modificaciones al sistema de interaccion in vitro planta-bacteria.

El sistema in vitro planta-bacteria fue modificado, consisti6 en cocultivar a A.

thaliana y al microorganismo aislado y temporalmente se evalGan los cambios en

sistema radical. El sistema permite hacer una busqueda rapida de
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microorganismos que sean capaces de promover el crecimiento en condiciones

controladas.

7.2.1 Seleccién de las condiciones de cultivo.

Primero se determind la concentracion del medio de cultivo para el Optimo
crecimiento de la planta, seguido a esto la concentracién del Pb** que se usara
para el cocultivo y finalmente se evaluara si la manipulacion de las plantulas

jovenes podria afectar el crecimiento de la planta.

Dado que el medio de cultivo MS fue formulado para el cultivo de tejidos, es un
medio rico en nutrimentos y se ha reportado que este exceso inhibe el crecimiento
del sistema radical (Murashige y Skoog, 1962; Gruber et-al., 2013) se hicieron
diluciones del medio MS (0.1, 0.2, 0.5). Se usaron semillas de Arabidopsis Col-0 y
Ws, se midio la longitud de la RP y se contaron las RLs cada 3 dias durante los 12

dias que duré el experimento (Figura 6).

Se encontrd que las plantas (Col-0 yWs) que crecieron en MS 0.5X presentaron la
RP de mayor longitud (Figura 6A, C), con respecto al NRL no se observaron
diferencias entre los tratamientos usados (Figura 6B, D). Con base en los
resultados observados se €ligio el medio MS 0.5X porque tuvo mayor crecimiento

la RP en ambos ecotipos Col-0 y Ws y se uso en el sistema in vitro.
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Figura 6. Cinética de crecimiento de A. thaliana en ecotipos Col-0 y Ws en
distintas concentraciones de medio MS 0.1, 0.2, 0.5 y 1. A) longitud de la raiz
primeria de Col-0. B) Numero de raices laterales de Col-0. C) Longitud de la raiz
primaria de WS. D) Numero de raices laterales de WS. D.D.G: dias después de la
germinacioén. Barras indican error estandar.

Para seleccionar la concentracion de Pb?* en la cual el sistema radical de
Arabidopsis presente el fenotipo que se usara en el modelo in vitro planta-bacteria,
se hizo una cinética de crecimiento usando a A. thaliana en medio MS al 0.5X en
concentraciones crecientes de Pb®* (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, y 900
(1M), se tomaron datos de LRP, NRLs y DRLs (Figura 7).

Encontramos que a concentraciones de 100 a 300 pM de Pb?*, la LRP es menor
(hasta 20 %) y el NRL disminuye en un 50% (Figura 7A, B, C). Al incrementar las

concentraciéon hasta llegar a los 600 pM de Pb?*, la LRP es menor en un 45 %
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(Figura 7B) el NRLs incrementa de 6 a 8 por planta también la DRLs increment6
(Figura 7C, D).

Al incrementar las concentraciones desde 700 hasta 900 pM de Pb?* observamos
inhibicion del 75 al 90% en la longitud de la RP, el NRLs disminuye de forma
gradual (Figura 7 C, D). A concentraciones de 800 y 900 uM de Pb?* los fenotipos
del sistema radical mostraron RP corta indicando que a estas concentraciones de
Pb®" son las mas téxicas. La concentracién de 800 uM de Pb*" se seleccion6
porque presentd un fenotipo con RP corta y mayor nimero de RLS que servira
para evaluar si los aislados tienen la capacidad de recuperar el crecimiento

aunque el Pb?*" haya afectado el sistema radical.

Para saber si la transferencia de las plantulas modifica el desarrollo del sistema
radical se hicieron cambios de medio. A los 6 DDG las plantulas crecidas en
medios los medios de cultivo fueron transferidos a medios de cultivo nuevos con la
misma concentracién de Pb?* (Figura 8A). Cada tres dias se midié la raiz primaria
durante los 12 dias que dur6 el experimento. Se usaron como controles plantulas
sin transferir crecidas en 0 y 800 uM de Pb** (Figura 8A). Al comparar las plantulas
transferidas con aquellas que no, encontramos que la transferencia de las
plantulas a los 6 DDG (Figura 8A, flecha roja) no afecta la tasa de crecimiento del

sistema radical (Figura 8B, Cuadro 2).
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Figura 7. Respuesta del sistema radical de A. thaliana en presencia de distintas concentraciones de
Pb. A) Fenotipos del sistema radical con 12 D.D.G. B) Longitud de la raiz primaria. C) Numero de
raices laterales. D) Densidad de raices laterales. ESt. N=8. P<0.05. DDG: dias después de la
germinacion.

Con base en los resultados anteriores, se estandarizaron las condiciones para el
sistema de interaccion in vitro planta-microorganismo-Pb**, para evaluar la
capacidad de los microorganismos aislados para la promocion del crecimiento
vegetal en plantas estresadas por Pb?*. Las condiciones fueron medio'MS 0.5X
con 800 puM de Pb?*. Ademas, se determind que primero se inoculara la bacteria
en el medio se dejara crecer por 24 horas y posterior a esto se transferiran las
plantulas de A. thaliana ya sea en contacto directo con el aislado (contacto) o a

distancia.

8 Ym0 uM
=800 \M
0-0uM

»

800-800 pM

—H

Longitud de la raiz primaria
(cm)
NN
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0 F - ?
0 3 6 9 12
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Figura 8. Cinética de crecimiento pozsterior ala gransferencia ezn
medio MS 0.5X que contiene 0O yM Pb a0 uM Pb y 800 uM Pb

2+
a 800 uM Pb en plantulas de A. thaliana. A) Respuesta posterior
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Cuadro 2. Tasa de crecimiento por dia de las plantulas transferidas y sin

transferir.
Tratamientos uM Pb
D.D.G. cm /dia
0 800 0-0 800-800
0 0 0 0 0
3 0.19 0.04 0.33 0.10
6 0.66 0.14 0.93 0.10
9 1.27 0.17 1.43 0.10
12 1.89 0.22 1.87 0.10

Ademas de estandarizar las condiciones para la interaccién in vitro planta-
microorganismo-Pb?*, también se hizo para los'MPs arsenato (AsH,O.) y mercurio
(HgCl,) (Anexo Vil y IX).

De la colecciébn de microorganismos generada, seleccionamos al azar, cinco
aislados de endosfera de raiz, cuatro aislados de endosfera de tallo y uno de

rizosfera, para continuar con el trabajo experimental.

7.2.2 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC).

Puesto que es muy comun que los microorganismos sean resistentes a mas de un
MP, con los 10 microorganismos aislados se determinaron la concentracion
minima inhibitoria para los metales As V, As lll, Co, Cr, Cu, Zn, Cd, Pb y Hg. Se
encontro-que 5 de los 10 aislados se requirieron concentraciones mas altas de As
V, As lll'y Pb (en ese orden), para inhibir su crecimiento. Para los aislados MT 2-2,
MT 2-3, MR 2-7, MR 3-9 y MR 3-14 los MPs As V, As lll y Cu (en ese orden)
fueron los que inhibieron el crecimiento en mayor concentracion. Los aislados MT
2-1 (endosfera de tallo) y MR 3-5 (endosfera de raiz) fueron los que requirieron
mayor concentracion de Pb para que su crecimiento fuera inhibido (Cuadro 3).

Adicionalmente, se determiné el tiempo de crecimiento de los microorganismos
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aislados para ser evaluados en el sistema in vitro una vez determinadas sus MICs
(Anexo X).

Cuadro 3. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (mM)

Aislado As®  As*  co™ ¢ cu®* zn*  cd®  Pb*  Hg*
MT 2-1 140 30 1 0.3 5 2 0.5 40 0.1
MT 2-2 40 5 0.1 0.1 1 0.1 0.05 0.5 0.1
MT 2-3 100 10 0.2 0.2 4 1 0.5 2.5 0.1
MT 3-2 100 10 1 0.3 3 2 0.5 3 0.1
MR 2-7 120 5 1 0.5 4 2 0.5 3 0.2
MR 3-5 140 20 0.2 3 1 2 0.1 40 2

MR 3-9 100 20 0.2 1 5 2 1 0.5 0.1
MR 3-10 80 5 0.5 0.5 3 2 0.3 3 0.1
MR 3-14 140 5 0.2 0.3 6 4 2 3 0.1
MZ 3-2 80 5 0.7 0.2 4 2 0.5 3 0.1
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7.2.3 Evaluacién de los aislados con el sistema in vitro planta-bacteria.

Una vez estandarizadas las condiciones para el uso del sistema in vitro planta-
microorganismo-Pb. Se evalu6 la capacidad de los 10 microorganismos aislados
para promover el crecimiento de A. thaliana cuando crece en presencia de Pb?!
(800 uM). Se evalud tanto por contacto como a distancia (descrito en la seccion
métodos 6.4) (Figura 9).

Los microorganismos aislados MT 2-1, MR 3-14 (Figura 9C y G) promovieron un
sistema radical corto con mayor densidad de raices laterales tanto en contacto
como a distancia. Los aislados MZ 3-2, MR 2-7, MR 3-5 (Figura 9H, | y J)
Unicamente a distancia fueron capaces de inducir sistemas radicales con una alta
densidad de raices laterales. De manera opuesta los aislados MT 2-3, MT 3-2, MR
3-9, MR 3-10 (Figura 9D, E, F y K) afectaron el sistema radical.

Adicionalmente, el sistema también se estandariz6 para As o Hg por contacto y
distancia (Anexo Xl y Xll). Con base en los resultados de la evaluacion de la
promocion del crecimiento se eligio a MT 2-1, MR 3-5, MR 3-9 y MR 3-14 para

continuar con el trabajo experimental.
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800 M Pb

Figura 9. Evaluacion de los microorganismos aislados de endosfera y rizésfera para la
promocion del crecimiento vegetal en presencia de 800 uM Pb por contacto y distancia. A)
Mock. B) 800 uM Pb, mock. C) MT 2-1. D) MT 2-3. E) MT 3-2. F) MR 3-9. G) MR 3-14. H) MZ 3-
2. 1) MR 2-7. J) MR 3-5. K) MR 3-10. L) MT 2-2. Replica bioldgica n=8.
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7.2.4 Identificacién molecular de los aislados.

Los aislados evaluados en la promocién del crecimiento fueron identificados
molecularmente amplificando la region del gen que codifica para el RNA ribosomal
16S y la region ITS (Internal Transcribed Space). Obtenidos los resultados de la
secuenciacion, por el método Sanger las secuencias fueron comparadas con las
reportadas en la base de datos de la NCBI. Se hizo un BLAST por cada aislado
para poder comparar la similitud de las secuencias obtenidas.

Cuadro 4. Similitud de los aislados basados en el gen ribosomal 16S RNA y la
region ITS comparados con la base de datos de la NCBI.

Cepas reportadas en

Aislados Genbank (accession Similitud %
number)
MT 2-1 Naganishia globosa 98.41

(MH809978.1)

MR 3-5 Sphingomonas trueperi 100
(NR_026338.1)

MR 3-9 Sphingopyxis alaskensis 92
RB2256

(NR_074280.1)
MR 3-14 Sphingomonas melonis 99.23

strain DAPP-PG 224
(NR_028626.1)
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El andlisis revel6 que las secuencias de MT 2-1 es una levadura con similitud del
100% que desde ahora se mencionara como Naganishia globosa (MH809978.1)
(Cuadro 4). El aislado MR 3-5 y MR 3-14 tienen similitud al género de
Shingomonas trueperi (NR_026338.1) y Sphingomonas melonis (NR_028626.1)
100 y 92%, respetivamente. Para el aislado MR 3-9 mostrd similitud del 99% a
Sphingopyxis alaskesis (NR_074280.1) (Cuadro 4). El analisis permitié conocer el
grupo con mayor similitud y la reconstruccioén filogenética nos permitié ubicarlos en

los grupos previamente reportados (Figura 10).

7.3 Plasticidad del PDPE en condiciones de Pb?" inducidos por los
microorganismos aislados de suelos con MPs.

Para describir de manera detallada el desarrollo postembrionario del sistema
radical con las bacterias seleccionadas S. trueperi, S, alaskensis, S. melonis, y la
levadura N. globosa, se hicieron cinéticas de crecimiento para evaluar el desarrollo
del sistema radical de A. thaliana ‘en presencia y ausencia de Pb?*. Se us6 a
Pseudomonas aeruginosa (Lasl, a partir de ahora) como control positivo (Castro et
al., 2013).
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En las condiciones sin adicién de Pb** los aislados fueron evaluados durante 12
DDT donde S. melonis mostré efecto de mayor crecimiento desde etapas
tempranas que los demas aislados con RLs de 10-12 RLs (Figura 11A, C;12F) con
peso fresco y seco similar que el control (Figura 11 E, G; 12A). S. trueperi
incrementd la RP en 50% y 25-30 RLs que fue la que presentd mas RLs
comparados con el resto de los aislados con peso fresco y seco similar que el
control (Figura 11A, C;12D). Por otro lado, N. globosa y S. alaskensis inhibieron el
crecimiento de la RP (Figura 11A,12C) con pocas RLs y presentaron peso fresco
mas bajo. S. alaskensis presentd peso fresco y seco similar que el control (Figura
11E, G;12E).

Continuando con el analisis, los aislados fueron evaluados en medios MS con 800
UM Pb?". S. alaskensis y S. trueperi mostraron mayor crecimiento y el NRLs fue de
3 a 4 (Figura 11B, D; 12 K,L). S. trueperi y N. globosa mostraron crecimiento
reducido de la RP en A. thaliana (Figura 12B;12l, J). S. trueperi desarroll6 mas
RLs que N. globosa (Figura 12D). En pesos fresco S. melonis fue mayor que el
resto de los aislados seguido de S. alaskensis y S. trueperi (Figura 11F, H;12J, K).
Cuando medimos el peso seco constante mostraron pesos similares (Figura 11H).
Estos resultados indican que las rizobacterias y levadura evaluadas modifican el
crecimiento en medios sin"Pb%", sin embargo en medios adicionados con Pb?*
(Figura 11) muestran crecimiento reducido en el desarrollo del sistema radical en
consecuencia diferentes fenotipos (Figura 11). Con base en los resultados de las
diferentes condiciones de Pb%* se seleccioné a S. trueperi para la evaluacién del

desarrollo del sistema radical en el sistema por contacto y distancia.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de 12 DDT d;: las rizobacterias y levadura evaluagas.
+

Crecimiento de la raiz primaria A) gln Pb . B) con Pb C)ZNumero de raices Iaterales sin Pb . D)

Numero de raices laterales con Pb E) Peso fresco sin Pb . F) Peso fresco con Pb G) Peso seco

sin Pb H) Peso seco con Pb ES+. N=7. Las letras indican diferencias significativas P<0.05. DDT:
dias después de la transferencia.

0 uM Pb?* Contacto

800 uM Pb?* Contacto

Figzura 12. Evaluacion del desarrollo en A. thaliana. Parte superior; tratamientos sin adicion de
Pb . A) Mock B) Lasl C) Naganishia globosa D) Shingomonas trueperi. E) Sgingopixis
alaskensis F) Sphingomonas melonis. Parte inferior; tratamientos adicionados con Pb . G) 800

UM Pb H) Lasl I) Naganishia globosa J) Shingomonas trueperi K) Shingopixis alaskensis L)
Sphingomonas melonis. Plantulas con 12 dias después de la transferencia.

7.4 Cambios en la arquitectura del sistema radical inducidos por S. trueperi
en A. thaliana.

Para la -caracterizacion del sistema radical inducidas por la rizobacteria
Sphingomonas sp., en funcién de la resistencia (40 mM de Pb?") que fue mayor
que los demas aislados y que también presentd diferentes fenotipos (Figura 11) se

hicieron cinéticas de crecimiento con inéculo por contacto y a distancia.

El crecimiento se evalu6 hasta los 12 DDT donde S. trueperi inoculado por
contacto muestra una inhibicién gradual desde la concentracién 100 uM Pb?*y al
incrementar la concentracion el crecimiento de la RP se inhibe (Cuadro 5, 14C). El
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NRLs incrementa y sin embargo al incrementar la concentracion hasta 500 uM
Pb** el NRLs se reduce hasta llegar a formar un sistema radical ramificado
(Cuadro 5, Figura 14G).

Cuadro 5. Evaluacion de la arquitectura del sistema radical de A. thaliana a los 12 dias
después de la transferencia inoculado con S. trueperi.

Contacto
(Tgatirg;e”tos RP (cm)* ESt’ RLs" ESt DRLs/cm® ~ES#?
Mock 4.08 03a 6 141g  1.26 0.36 C
0 2.68 0.48 bc 20.5 0.64 cdef 6.4 0.56 b
100 3.01 0.35 ab 27.5 1.84ab | 7.64 0.96 ab
200 2.64 0.46 bc 29 267a . 854 1.31 ab
300 1.96 0.089 bede  25.5 0.64abc 9.84 1.02 ab
400 2.26 0.23bcd  24.75 1.31'abcd 8.33 0.81 ab
500 1.56 0.04 cdef 20 147 cdef 8.33 1.27 ab
600 1.21 0.15def 185 1.19 def  9.36 1.57 ab
700 0.81 0.12 ef 22.25 0.62 bede 11.56 0.13a
800 0.64 0.04 ef 16.33 0.88ef  9.26 0.88 ab
900 0.73 0.09 ef 14.25 075f  10.6 0.47 ab
1000 0.11 0.02 f 3 0g 7.25 0.74 ab
Distancia

(lelf‘ﬂtirg;e”tos RP (cm)  ESt RLs ESt DRLs/cm  ESt
Mock 4.08 03a 6 14le  1.26 0.36 ¢
0 2.59 0.07b 19 147bc  5.42 0.5b
100 2.64 0.05b 24.25 075ab  6.72 0.26 ab
200 2.3 0.06 bc 26.75 13la 933 0.79 ab
300 2.38 0.12 be 21 1.35abc 7.4 0.48 ab
400 2.065  0.09 bc 21 1.58 abc  7.89 0.75 ab
500 2.14 0.04 bc 16.5 221cd 6.18 0.88 ab
600 1.84 0.08 cd 18.75 0.85bcd 7.8 0.37 ab
700 1.37 0.13 de 19.75 1.31abc 9.74 121a
800 0.95 0.034 ef 19 5 abcd 9.16 1.19 ab
900 0671  0.06f 10.25 0.85de  8.64 0.46 ab
1000 0147  0.002 f 3.5 05e 7.15 0.81 ab

*RP: raiz primaria.
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"RLs: raices laterales.

’DRLs: densidad de raices laterales.
"ES: error estandar.

’P<0.05.

Cuando S. trueperi fue inoculada por distancia se observé inhibicion del sistema
radical similar al observado inoculado por contacto (Cuadro 5, Figura 15). Cuando
las plantulas estan presentes (sin Pb®") no hay cambios en el crecimiento, al
incrementar la concentracién a 100 hasta 600 pM Pb?* ocurre una.inhibicién del
50% con respecto al tratamiento mock y 0 pM Pb?* (Cuadro 5; Figura 14D, H). Al
incrementar atin mas la concentracién de (800-900 pM Pb**) (Cuadro 5, Figura
15I1-K) donde muestra una inhibicion del 80 y 90% similar a lo observado en la
cinética inoculada por contacto en concentracion similar (Cuadro 5, 15J). La
formacién de RLs a bajas concentraciones (100-200 M Pb?*) se induce mas la
formacioén de las RLs. En concentraciones (300-700 pM Pb?*) aln se forman las
RLs (Cuadro 5) y a altas concentraciones (800 y 900 puM Pb?") la formacion
disminuye (Cuadro 5; Figura 16J-L).
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Figura 13. Plantulas representativas de 12 DDT de a cmetlca de creC|m|ento con la
rlzobacterla S. truepen por contacto. A) Mock. B) O pM Pb .C) 100 uM Pb . D) 200 uM
. E) 300 uM Pb . F) 400 .uM Pb . G) 500 pM Pb I;|) 600 uM Pb . 1) 700 uM Pb .

J) 800 uMm Pb . K) 900 um Pb . L) 1000 uM Pb . DDT: dias después de la
transferencia.
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Figura 14. Cinética de crecimiento con A. thaliana DR5::GUS en el sistema in vitro por contacto
con S. trueperi A) Mock. B) 0 uM Pb. C) 100 pM Pb. D) 200.uM Pb. E) 300 pM Pb. F) 400 uM Ph.
G) 500 pM Pb. H) 600 pM Ph. 1) 700 pM Pb. J) 800 uM Pb. K) 900 uM Pb. L) 1000 pM Pb. Dos
replicas biolégicas. Plantulas con 12 DDT. N=3.

En general la DRLs incrementa al cambiar la concentracion de Pb®" en orden
ascendente (Cuadro 5). Adicionalmente, al término de la cinética las plantulas
fueron tenidas con la solucion GUS para observar la actividad del gen reportero
GUS de la linea transgénica DR5 que es de respuesta a IAAs que al tefiir con la
solucién GUS nos indica-en donde se encuentra la distribucién de las IAA que
inducen a division celular y la formacion de RLs.(Figura 15, 17). Los resultados
nos sugieren que S. trueperi por contacto y distancia genera un fenotipo similar en
bajas, intermedias y altas concentraciones de Pb** ya que la tendencia fue similar
en ambas condiciones por contacto y distancia (Cuadro 5). Notablemente la
actividad de gen reportero GUS disminuye en el sistema por contacto y distancia
(Figura 15, 17). Las plantulas del sistema por distancia fueron mas afectadas con
una RP inhibida (Figura 17) que las del sistema por contacto (Figura 15). Los
resultados nos indican respuestas de crecimiento similar en la ASR, sin embargo
los fenotipos fueron diferentes y son mas drasticos en el sistema por contacto que

a distancia, ademés la desorganizacion del meristemo en el apice por contacto
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parece mas tolerante al Pb?*. Con base en los resultados se usé el sistema por

contacto para continuar con la parte experimental.

Figura 15. Plantulas representativas de 12 DDT de a cmetlca de creC|m|ento con la
rlzobacterla S. truepen por d|stanC|a2A) Mock. B) O uM Pb . C) 100 uM Pb . D) 200 uZM
Pb . E) 300 uM Pb . F) 400 uM Pb . G) 500 pM Pb H) 600 uM Pb .1) 700 ypM Pb .

J) 800 ‘uM Pb . K) 900 uM Pb . L) 1000 uM Pb . DDT: dias después de la
transferencia.
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Figura 16. Cinética de crecimiento con A. thaliana DR5::GUS en el sistema in vitro por distancia
con S. trueperi. A) Mock. B) 0 uM Pb. C) 100 uM Pb. D) 200 uM Pb. E) 300 uM Pb. F) 400 uM
Pb. G) 500 pM Pb. H) 600 uM Pb. I) 700 uM Pb. J)-800 uM Pb. K) 900 uM Pb. L) 1000 uM Pb.
Dos replicas bioldgicas. Plantulas con 12 DDT..N=3.

7.5 Induccién de cambios fisiologicos y expresidén génica en el PDPE con S.
trueperi en A. thaliana

Con base en los resultados de la caracterizacion del PDPE (14, 15, 16, 17) se us6
el sistema por contacto para caracterizar la respuesta fisiolégica y de desarrollo
gue induce S. trueperi en etapas tempranas. El crecimiento de la RP presentd una
inhibicién del 95% en tratamientos sin Pb®" (Figura 18A), la expresién del gen
reportero GUS mostré actividad hasta 4 DDT (Figura 19Z) posterior a los 6 DDT
en el tratamiento S. trueperi 0 UM Pb?* no se observé la expresién del gen
reportero en comparacion con Lasl y en el tratamiento con mock se mantuvo
activo hasta los 10 DDT (Figura 19M-Q, A-F).
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Figura 17. Caracterizacion fisioldgica y de desarrollo con la Imea transgénica DR5::GUS con Lasl|
y S. truepg:-n A) Longitud de raiz primaria sin adicionar Pb . B) Longitud de raiz primaria con
adicion Pb C) Numero de raices laterales sin adicionar Pb . D) Numero de raices laterales con

adicion Pb . N=9. DDT: dias' después de la transferencia. Las letras indican diferencias
significativas p<0.05.

69



Figura 18. Caracterizaciézn fisioldgica y de desarrgllo con la linea transgénicazDRS::GUS.
Mock (A-F). 800 uM Pb  (G-L). Lasl 0 uM Pb  (M-Q). Lasl 800 uM Pb  (R-X). S.
trueperi 0 pM Pb (Y-C’). S. trueperi 800 uM Pb  (D’-H’). N=3. DDT: dias después de la
transferencia. Color en azul indica la expresion del gen reportero GUS.



Sin embargo la formacion de las RLs fue incrementando conforme transcurrian los
dias, no fue hubo diferencias significativas con Lasl y S. trueperi. formaron un
NRLs similar (Figura 18C) y la expresion del gen reportero no fue afectada cuando
se analizaron las RLs en todos los tratamientos (Figura 20) lo que sugiere que el

transporte de las IAA esté activo para continuar con la formacion de RLs.

En la condicién adicionado con Pb®" observamos una inhibicién del 85% del
crecimiento de la RP en Lasl y S. trueperi en ambos tratamientos en comparacion
con el mock (Figura 18B). La actividad del gen reportero GUS maostré un
incremento a los 2 DDT en ambos tratamientos con Lasl y S. trueperi (Figura 19R-
S, D’-H’) en comparacién con el 800 uM Pb?* sin la presencia de la bacteria que no
hubo incremento durante los 10 DDT (Figura 19G-L). Interesantemente, a partir de
los dias 4 DDT en los tratamientos Lasl 800 uM Pb**y S. trueperi 800 pM Pb?*
(Figura 19T, E’) la expresion del gen reportero fue disminuyendo y se acumulé en
las periferias también se observé una desorganizacion en el apice de la RP
sugiriendo la inhibicion del transporte de I1AAs y la pérdida de division celular. La
formacién de RLs fue incrementando gradualmente y las RLs mostraron actividad
del gen reportero GUS en todos los tratamientos (Figura 20). En la caracterizacion
fisiolégica y de desarrollo se observaron cambios en el PDPE desde etapas
tempranas y la actividad del-gen GUS evidencio la modificacion de la RP
temporalmente y contrast6 los cambios fisiol6gicos que ocurren en los diferentes
tratamientos con Lasl y S. trueperi que sugiere que a presencia de Pb*" podria

estar reprimiendo la funcién patégena de los aislados.
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19 Ralces laterales con la Ilnea transgenlca DR5::GUS. Mock (A-F). 800 uMm Pb (G-L).

I 0 uM Pb (M-Q). Lasl 800 uM Pb (R-X). S. trueperi 0 pM Pb (Y-C’). S. trueperi 800 uM
(D-H’). N=3. DDT: dias después de la transferencia. Color en azul indica la expresion del

Q\K gen reportero GUS.
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VIl DISCUSION

8.1 Diversidad microbiana y los ambientes extremos como los jales mineros.

En nuestro estudio se obtuvieron un total de 135 aislados microbianos, se
describieron morfologicamente (Anexo VI, VIl 'y VIII). Los microorganismos aislados
mas numerosos fueron de endosfera y rizésfera. La diversidad de formas que
domin6é en nuestro estudio fueron los bacilos, cocos y cocobacilos y también
dominaron los Gram negativos (Figura 2, 3A, B). De los aislados microbianos
evaluados que atrajo nuestro interés en la determinacién de MICs y promocion del

crecimiento vegetal fueron los que tuvieron alta similitud al género Sphingomonas.

Los resultados son similares a los reportados por Kuffner et al. (2010) donde
aislaron microorganismos en suelos contaminados .con Zn?* y Cd*' los grupos
dominantes fueron Sphingomonas y Methylobacterium (Idris et al.,, 2004).
Adicionalmente, Kuffner et al. (2010) también reportaron que el grupo de las
proteobacterias, actinobacterias y bacteroidetes representan mayor proporcion de
la rizosfera de Salix caprea. En -otro estudio se demostr6 que el grupo y-
proteobacterias, bacteroidetes y actinobacterias representan el mayor numero de
comunidades bacterianas (Romaniuk et al., 2018). En sentido amplio, los géneros
de bacterias reportados que han sido aislados de suelos afectados por Pb?* son
Bradyrhizobium sp.,Variovorax sp., Sphingomonas sp., Janthinobacterium sp.,
Collimonas, Arthrobacter sp., Microbacterium sp., Flavobacterium sp.,

Methylobacterium sp., Ochrobactrum sp., Bacillus sp

La mayoria de las endofitas suelen colonizar tejidos de raiz en células
endodermales como se ha reportado para Serratia marcescens (Gyaneshwar et
al., 2001) y que ademas promueve el crecimiento en Oriza sativa. Las endofitas
podrian tener ventajas sobre las rizobacterias siendo mas competitivas las
enddfitas. Los aislados identificados como Shingomonas sp. en nuestro sitio de
estudio ademas de ser enddfitas podrian mantenerse sin dificultad en los tejidos

internos de las plantas (tallos y raices) y para las rizobacterias con los suelos
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enriquecidos con metal, carente en materia organica, altas concentraciones de
Pb?"y pH acido.

Interesantemente, un reporte hecho por (Jebara et al., 2015) observaron que en
suelos contaminados con Pb*" aislaron a Pseudomonas y Rhizobium reportan que
la actividad enzimatica de POX (Peroxidasa), CAT (Catalasa) y SOD (Superoxido
dismutasa) le confiere la capacidad para crecer facilmente en medios con Pb?".
Por lo que los microorganismos que fueron aislados algunos podrian tener activos

estos mecanismos.

8.2 Mecanismos moleculares de los microorganismos aislados de plantas
gue crecen en suelos contaminados con MPs

La filogenia de los microorganismos nos permite conocer su ubicacion dentro de
los taxones y su relacidbn con sus parientes mas cercanos. El andlisis de las
secuencias mostr6 que MT 2-1 es una levadura con 98.41% de similitud a
Naganishia globosa, MR 3-5 presentaron similitud de 100% a Sphingomonas
trueperi y MR 3-14 con 99.23% a Sphingomonas melonis. MR 3-9 que mostré 92%
de similitud a Sphingopyxis alaskensis (Cuadro 4). Los aislados evaluados en el
presente trabajo fueron-descritos como enddfitas ya que colonizan tejidos de

plantas ademas crecen en medios afectados con MPs.

El género de Sphingomonas sp. coloniza la endosfera de plantas reportadas en
Salix caprea (Kuffner et al., 2010). Cercano al grupo de Sphingomonas sp. esta el
género de Sphingopixis sp. (Figura 10) que forman la clase de a-proteobacterias,
se ~ha demostrado que tienen la capacidad para degradar variedad de
contaminantes organicos e inorganicos (Li et al., 2013). En nuestros resultados
(Cuadro 3) las enddéfitas resistieron altas concentraciones de As V, As lll, Pb** y
Hg** que fueron mas altas en comparacién (2-3 veces mas alto) con los
reportados por (Kuffner et al., 2010; Jebara et al., 2015; Romaniuk et al., 2018)

afirmando que las endofitas son resistentes a la mayoria de los MPs evaluados.
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La habilidad del microorganismo para resistir altas concentraciones de MPs reside
en su capacidad para inmovilizar el MP (Majumder et al., 2013). La probabilidad de
encontrar microorganismos resistentes a Pb?* incrementa cuando estos son
aislados en sitios contaminados por MPs (Jebara et al., 2015) aunque esto no es
un primer requisito para resistir la presencia de algunos MPs como ya se ha

observado para Escherichia coli y Sthaphylococcus aureus (Essa et al., 2018).

De esta manera las ATPsas tipo P-1B podrian estar participando en la exclusion
del Pb** ya que algunos de los microorganismos conservan en su_pldsmido el
operén UTRABCD que codifican a proteinas que participan desde la percepcion,
quelacion y hasta la exclusién de Pb®" (Roane, 1999; Taghavi et al., 2009). El Pb?*
se une a un dominio que funciona como un sitio de unién. Posteriormente, ocurre
una fosforilacion con un cambio conformacional en la estructura de la ATPasa y
esta reaccién expulsa al Pb?* funcionando como-una bomba que expulsa los iones
similar como se ha observado en la exclusién de iones de Cu?* (Argiello et al.,
2011). Aunque no se descarta que S. trueperi podria estar secretando
componentes que modifican y reducen la movilidad del Pb?* en el medio (Nieto et
al., 1987).

También el Pb?* puede ser almacenado en el periplasma (espacio intermembranal)
de Providencia vermicola. Observaciones de Sharma et al. (2017) sugieren que la
acumulacion de Pb** se -debe a su baja movilidad. En este sentido S. trueperi
podria estar excluyendo el Pb?* por medio de esta bomba de ATPasa una vez que
ingresa en 'su citoplasma y esto le permite mantenerse en el ambiente. Este
género también ha sido reportado que presenta resistencia a Hg?* resisten
concentraciones mas altas (34.95 mg/L Hg®*) comparadas con las reportadas para
Pseudomonas putida que fue de 2.3 mg/L de Hg?" (Xiao et al., 2011; Mahbub et
al., 2017) por lo que los resultados observados en la resistencia a Hg®" en el
cuadro 3 podrian deberse a mecanismos de exclusién y volatilizacion propias de
los aislados que ademas presentan gran similitud con los genes Mer (Taghavi et
al., 2009). Este mecanismo se sefala en la Figura 21 donde los mecanismos

descritos podrian estar activos.
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Por otro lado, el aislado MT 2-1 presento una similitud a N. globosa, la presencia
de este microorganismo no se descarta en nuestro sitio de estudio, ha sido aislada
de suelos con alta salinidad y su mecanismos genéticos ha sido descritos
(Mokhtarnejad et al., 2016). Se ha reportado que conforme transcurre el tiempo la
comunidad cambia y las especies claves se mantienen (Banerjee et al., 2019). En
nuestros resultados esta levadura podria formar parte de las especies residentes
(Yurkov et al., 2012). Los aislados reportados han sido encontrados en diferentes
ambientes afectados por MPs y/o alta salinidad lo que nos sugiere que los
mecanismos moleculares y la relacion evolutiva de cada aislado los mantiene en la
endosfera de las plantas (Deng et al., 2012) que podrian estar excluyendo o
translocado el Pb*" de acuerdo a su afinidad por el MP en plantas que crecen en

ambientes contaminados con MPs.

8.3 Efectos del Pb*" en la arquitectura del sistema radical de A. thaliana

Las plantas toman el Pb%" en su sistema radical y lo almacenan en sus organelos.
La toxicidad del Pb** afecta el desarrollo de la plantas inhibiendo el crecimiento de
la RP (Morel et al., 2009). En nuestros resultados (Figura 7) la cinética de
crecimiento en presencia. de. Pb** (0-1000 pM Pb*") nos permitié evaluar los
efectos que ocasiona el incremento en la concentracion de Pb®* observando que la
RP fue inhibiendo gradualmente al incrementar las concentraciones de Pb?
(Figura 7B). Estos efectos téxicos se han relacionado con la inhibiciéon de una
division celular completa en el MAR donde se ha observado que la linea
marcadora DR5 deja de tener actividad que en consecuencia ocasiona una
desorganizacion del MAR (Sabatini et al., 1999; Wang et al., 2015).

Otro aporte hecho por Eun et al. (2000) sugiere que la inhibicion de la longitud de
la RP se debe a una baja tasa de division celular en el MAR donde los
microtibulos son afectados por el incremento de la concentracién de Pb*". La

concentracién toxica reportada de Pb®* es de 500 pM en A. thaliana, estos
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resultados nos sugiere que a 500 uM Pb* inician los sintomas severos de
toxicidad y no a 800 pM Pb*".

Sin embargo, el incremento en la formacion de RLs y DRLs en la concentracion de
500 uM Pb*" mostro un SR ramificado que también sugieren sintomas de toxicidad
ocasionadas por el Pb®* (Figura 7C,D). Este incremento en la formacién de._las
RLs en A. thaliana también se observé en plantulas de Oriza sativa L. En esta
ocasion la formacion de las raices adventicias (RAs) que son generadas durante el
estrés por Pb?* y son més resistentes que las formadas antes de la transferencia
de medios con Pb?" (Yang et al., 2000). Esta respuesta podria tener una
explicacion, en Arabidopsis las RLs que se generan podrian estar secretando
componentes que inmovilizan el Pb?* desde etapas tempranas de su desarrollo
dejandolo al Pb?* bioindisponible, posteriormente las nuevas RLs que emergen ya
no pueden tomar el Pb?* debido a que no esta disponible para su toma (Yang et
al., 2000).

El Pb* puede adherirse en la membrana formando precipitados con los grupos
PO4, COO, NOj3 N, S (Peralta-Videa et al.,, 2009). Se ha observado que el
oxalato tiene la capacidad de reducir la movilidad el Pb?. Este mecanismo
comparte relacion descrito para el Aluminio (Al) donde la sintesis de acidos
organicos como (citrato, malato, oxalato) que se unen al metal reducen su
movilidad y no permiten la entrada de iones de Pb*" en los tejidos internos de

Arabidopsis.

Por otro lado, una familia de proteinas de membrana (HMA3) dependientes de
ATP que participan en el transporte de iones como el Zn®* también podrian estar
secuestrando los iones Pb?* (Hussain et al., 2004) (Figura 7). HMA3 se expresa en
el 4pice de la RP y en el haz vascular de A. thaliana secuestrando los iones de
Pb?* (Morel et al., 2009). En otro tipo silvestre Wassileskija (Ws) se reportd que la
concentracién de 750 uM Pb*" mostro que la RP esta ligeramente inhibida ademas
con una sobreexpresion de HMA3 que confiere tolerancia a Arabidopsis en
presencia de Pb?* (Morel et al., 2009).
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Las mutantes en HMA3 lo hacen mas sensible que el tipo silvestre Ws y los
niveles de expresion son bajos en Ws y completamente ausentes en Col-0. En las
plantas metalofitas como A. halleri este gen muestra niveles altos de expresion
(100 veces) (Talke et al., 2006). La descripcion de HMA3 como un pseudogen se
ha especulado que podria estar actuando con su similar HMA2 y algunos otros
componentes de detoxificacion de MPs como CAT (Catalasa) (Morel et al., 2009).
El transporte de Pb** desde el SR puede ser mediado por HMA3 que secuestra'y
almacena directamente los iones en las vacuolas, de esta manera no- permite la

translocacién de Pb?* hacia la parte aérea.

Sin embargo se ha descrito otro mecanismo que involucra la participacion de las
fitoquelatinas AtPCS1 que codifica a una proteina que forma complejo con el Pb?".
Ademas se ha descrito que el gen AtPDR12 tiene una funcion similar que AtPCS1.
La formacion de este complejo facilita el transporte hacia la parte aérea y su
acumulacion en las vacuolas (Lee et al., 2005; Fischer et al., 2014). Las plantulas
que presentan toxicidad del Pb desde 500 uM Pb*" se debe a la ausencia de
HMAS en Col-0 por lo que no se es posible secuestrarlos (Figura 7A). Los posibles
mecanismos moleculares involucrados se muestran en la Figura 20 en el punto 1

gue le estaria permitiendo a la planta mantener en estos ambientes contaminados.

(:':A AtHMA3
Abidtico PO, L s AtPD8

AtPDR12
PCs Ambiente

contaminado por

Quelacién del Pb Pb
Acumulacién de Pb

en periplasma por

MTs
Exclusion de la Pb
UTRABCDy
ATP-asas tipo-P

Bidtico 1 °
Microorganismos

Estrés

Figura 20. 1) Mecanismos activados en plantas en presencia de Pb. 2) Mecanismos
activados en bacterias en presencia de Pb.
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8.4 Mecanismos de la promocidn del crecimiento en A. thaliana

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal favorecen el crecimiento y
desarrollo directa e indirectamente y confiere tolerancia al estrés abidtico (Glick,
1995; Haney et al., 2015). En nuestros resultados los aislados evaluados con el
sistema por contacto en ausencia y presencia de Pb?" mostraron cambios en la
ASR en ambos tratamientos, sin embargo la RP tuvo mas desarrollo en el
tratamiento sin Pb?" y la formacién de RL fue mayor que en el tratamiento

adicionado con Pb®* con menor ndmero de RLs (Figura 11, 12).

La inhibicién de la RP en A. thaliana ya ha sido reportada por (Zamioudis et al.,
2013; Asari et al., 2017) donde observo que Bacillus. amyloliquefaciens y
Pseudomonas sp. inhiben el crecimiento de la RP y en consecuencia incrementan
las RLs, sin embargo aun no se han descrito los mecanismos involucrados. En la
evaluacion los tratamientos adicionados con Pb?* el crecimiento de la RP fue
inhibido (Figura 11A), sin embargo la formacion de RLs continua (Figura 11B)
similar a lo reportado por (Lopez-Bucio et al., 2007; Zamioudis et al., 2013; Asari et
al., 2017) interesantemente nuestras condiciones estan con Pb?* cuando se da
este efecto, entonces las vias de repuesta que activan esta sefal podrian estar

relacionadas al momento de enviar la sefial de inhibicion y genera més RLs.

En algunas condiciones se observé incremento en la formacién de PRs similar a lo
observado por (Asari-et al., 2017) donde observaron un incremento en la densidad
de PRs y RLs en diferentes lineas mutagenizadas. Las transferencias de las
plantulas en los experimentos usando el sistema in vitro planta-bacteria no
tuvieron cambios significativos en el desarrollo de la RP (Figura 9) nos sugiere que
la manipulacion no afecta el crecimiento de la RP como también se ha reportado
en estudios hechos por (Lopez-Bucio et al., 2007; Castro et al., 2013; Asari et al.,
2017).

Se ha demostrado que gran cantidad de rizobacterias promueven el crecimiento
en A. thaliana ademas modifican la ASR (Palacio-Rodriguez et al., 2017). Los

mecanismos de promocion del crecimiento vegetal en presencia de estrés salino y

79



Pb®" podrian estar relacionados con mecanismos similares e interactuando con
otros factores y esto mejora el crecimiento de las plantas (Viehweger, 2014;
Sharma et al.,, 2016). Uno de los mecanismos usados por las bacterias
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. es la capacidad de sintetizar IAA que esto modula

el desarrollo de la ASR en A. thaliana (Palacio-Rodriguez et al., 2017).

En Arachis hypogaea L. se observd promocién del crecimiento en condiciones
salinas (100 mM) inoculadas con Agrobaterium tumefaciens, Klebsiella sp.,
Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas sp. (Sharma et al., 2016). Los aislados
ademas de conferir proteccion a A. hypogaea tienen mecanismos. adicionales
como la capacidad de solubilizar fésforo, sintetizar IAA y degradar ACC ademas
también incrementan la actividad de la CAT en interaccién con estos mecanismos
tienen mejor desempefio para promover el crecimiento (Nabti et al., 2015; Sharma
et al., 2016).

En la caracterizacion del desarrollo se hizo una cinética de crecimiento con un
barrido de concentraciones de Pb?* usando a'S. trueperi. por contacto y distancia.
El incremento de la concentraciéon de Pb* inhibi6 el crecimiento de la RP en
ambos tratamientos (contacto vy distancia). Al termino del experimento las
longitudes no fueron estadisticamente diferentes p<0.05 (Cuadro 4). Aunque en
algunos estudios hay relacién con el volumen del inoculo depositado que podria
estar inhibiendo la RP en nuestro sistema el uso de S. trueperi falla en incrementar
el alargamiento de la ' RP con Pb* aunque si mantiene la formacién de RLs
(Cordovez et al., 2017).

Los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal en presencia de estrés
salino. y Pb* podrian estar relacionados con mecanismos similares e

interactuando con otros factores y esto mejora el crecimiento de las plantas.
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8.5 Desarrollo del sistema radical mediado por S trueperi.

El PDPE es esta determinado genéticamente, la participacion de los genes (WOX,
SCR, PLT, CLA) median procesos de division celular, elongacion celular y
diferenciacion celular en el MAR (Sarkar et al., 2007; Bennett y Scheres, 2010).
Una correcta distribucion de las IAA son requeridas para mantener el MAR
organizado y para la generacion de nuevos 6rganos como las RLs implicadas en
el desarrollo del SR (Sabatini et al., 1999). El uso de la linea transgénica DR5
como herramienta para estudiar los cambios fisiolégicos que ocurren durante la

interaccién planta-bacteria permitié seguir espacio temporal (Figura 18).

En nuestros resultados en presencia de Pb?* se observé un incremento en la
actividad de DR5 a los 2 y 4 DDT (Figura 19 R-S, D’-E") sin embargo al transcurso
de los dias fue reduciendo la actividad hasta la perdida de la actividad (Punto 1,
Figura 21). También ocurrié una desorganizacién en los tratamientos adicionados
con Pb?" con el aislado (Figura 19). Estos resultados son diferentes a los descritos
por (Pérez-Flores et al., 2017) en A. thaliana donde la respuesta de DR5
incrementa y se mantiene cuando la bacteria esta presente. Otro aporte indica que
no es una respuesta aislada ya que en Pseudomonas WCS417 induce la actividad
del gen reportero DR5 (Zamioudis et al., 2013).

El incremento en la actividad de DR5 puede ser por la participacion de las IAA, sin
embargo en algunas rizobacterias como Pseudomonas spp. WCS417 aunque
tienen la capacidad de sintetizar IAA no promueven el crecimiento en A. thaliana,
esto sugiere que esta involucrado otra via de sefalizacion para mediar el
desarrollo del SR. Adicionalmente a la participacion de las IAA se ha sugerido la
participacion del etileno y el acido jasmonico para mediar esta respuesta (Pieterse
etal., 2012).

Las diketopiperazinas (DKPs) pudieran ser las responsables de ocasionar los
cambios en la ASR (Ortiz-Castro et al., 2011). Se ha observado que Pseudomonas
WCS417 podria estar sintetizando este compuesto que se difunde en el medio y

reactiva la formacion de RLs y PRs imitando al funcion de las IAA que ademas
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podrian estar sufriendo un transporte polar (Zamioudis et al., 2013). EI mecanismo

de respuesta se indica en el punto 3 de la figura 21.

Adicionalmente, el alargamiento de la RP inoculado por contacto podria ser un
mecanismo de escape del SR de la zona donde se deposité el inoculo bacteriano
en consecuencia la RP se alarga como se observo en A. thaliana inoculado con un
patdgeno Rhizoctonia solani (Cordovez et al., 2017). Este mecanismo se indica en

el punto 2 de la figura 21.

La desorganizacién observada en el MAR (Figura 19) en los tratamientos con 800
UM Pb%*" Gnicamente fue en los inoculados con Lasl y S. trueperi La
desorganizacion del MAR podria deberse a la inhibicion del transporte de las IAA 0
las DKPs como se observé con NPA (acido naftiltalamico) lo que ocasiona que la

distribucién de las IAA sean desplazados a la periferias.

Los resultados observados muestran similitud reportados por Miller et al. (2015)
donde la respuesta de diferenciacion del MAR se debe a la deposicion de callosa
gue afecta la comunicacién celular. Esta deposicion de callosa podria estar
afectando la organizacion del MAR con las membranas celulares afectadas asi
como el transporte polar de IAA. La formacion de RLs y la actividad de DR5
sugieren que el transporte polar esta activo Unicamente en la zona de elongacion y

diferenciacion (Punto 6, Figura 19, 21).

Ademas, se observé-que los PRs tienen una deformaciéon con forma globosa
(Sabatini et-al., 1999). Sin embargo los estudios reportados no se encuentran en
condiciones de estrés de Pb?*, con nuestros resultados sugiere que la toxicidad de

Pb?* tienen un efecto similar en la desorganizacion del meristemo.

Los tratamientos inoculados con S. trueperi a partir del dia 6 DDT en las raices se
observo lignificacion en los tejidos de la endodermis y haz vascular sugiriendo que
la RP deja de crecer en esta etapa (Punto 5, Figura 21). S. trueperi a pesar de ser
endofita con mayores mecanismos para para poder colonizar el tejido vegetal de A

thaliana en medio adicionado con Pb*" es incapaz de promover el crecimiento en
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A. thaliana lo que sugiere que S. trueperi Gnicamente excluye el Pb®* de la zona de

contacto donde colonizo S. trueperi y el metal restante afecta el crecimiento RP.
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o7 |
|

Estrés del Pb

Divisién celular

Alargamiento de
la RP por offspring

faster

Figura 21. Respuestas y. mecanismos hipotéticos activados durante la interacciéon entre
plantas y microorganismos en presencia de Pb.

A manera.de resumen en el sistema in vitro planta-bacteria con las condiciones
establecidas, la falta de promocion del crecimiento de A. thaliana con S. trueperi
en presencia de Pb®" podria ser que los mecanismos de A. thaliana Col-0 al tener
inactivo HMA3 sea incapaz de expulsar los iones de Pb?" en la concentracién de
800 UM Pb*" por esta razén la inhibicién de la RP es mayor, aunque al presencia
de Sphingomonas sp. (por contacto y distancia) mejora la tolerancia a Pb?* a bajas
concentraciones, en concentraciones de 700 pM Pb*" es mayor la toxicidad, de
esta manera S. trueperi en altas concentraciones de Pb** es incapaz de rescatar
el crecimiento de la RP.
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Otros efectos observados cuando hay ausencia de Pb?* tienen mejor crecimiento.
Sugiere que la concentracién de 800 uM Pb** es inadecuada para estudiar la
promocién del crecimiento. Sin embargo, en altas concentraciones de Pb*" se
observaron cambios en el MAR diferentes a los observados a concentraciones
bajas indicando que las respuestas podrian variar en cada barrido de
concentraciones y el desempefio del aislado para la promocion del crecimiento no
depende de manera directa con los MICs determinados sino de los mecanismos
moleculares de la bacteria por lo que la cuantificacion de MPs podria-a elucidar
estos mecanismos ademas de los entender los mecanismos moleculares 'y vias de

sefializacion que usan las rizobacterias.
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IX CONCLUSIONES

En total se aislaron 126 microorganismos resistentes a As, Hg y Pb de los jales
mineros. De los cuales el 80% presento resistencia siendo la mayoria endofitas. El
sistema in vitro planta-bacteria por contacto y distancia permitié seleccionar
aguellos aislados capaces de modificar la ASR de A. thaliana en presencia de
Pb?*. Los aislados microbianos seleccionados para evaluacién del desarrollo del
SR en ausencia de Pb* mejoran el crecimiento y en presencia de Pb" muestran
sintomas de toxicidad severos. Un barrido de concentraciones de Pb* permiti6
caracterizar el desarrollo del SR de una mejor manera con la bacteria
Sphingomonas trueperi ampliando nuestro conocimiento en la respuesta general
de Pb?. En ambos, en el sistema por contacto .y distancia se observaron
longitudes y numero de RLs similares. En la caracterizacion fisiolégica del SR con
el sistema in vitro por contacto en ausencia y-presencia de Pb?* mostraron
respuestas diferentes y donde la acumulacion de callosa se debe a una
consecuencia de la toxicidad del Pb?* que bloquea el transporte polar de IAA en

consecuencia ocurre una desorganizacion en el MAR.
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Anexo |. Concentraciones de metales pesados usadas frecuentemente para
evaluar la resistencia de los microorganismos.

Concentraciones de metales pesados usadas frecuentemente
para evaluar la resistencia de los microorganismos.

As 20mi Abou-Shanab et al.
2007
20 mM MNieto et al. 1987
12 mi Trevors et al. 1985.
10 m Romaniuk et al.
2018.
Hg 2 mM Ashraf etal 2017.
0.1 mi Abou-Shanab et al.
2007
0.1 mi Romaniuk et al.
2018.
005 mM Mieto et al. 1987
001 mi Trevors et al. 1985,
Pb 20 mM Ashraf et al. 2017
20 mM MNieto et al. 1987
15 mM Abou-Shanab et al.
2007

99



Anexo ll.- Caracterizaciéon de los microorganismos aislados de suelo.

Caracterizacion de los microorganismos aislados de suelo.

Aislado Color Elevacion Margen Forma T;;:;lnrz_::n Microscopia
MSs 11 Crema Convexa Redondeado Irregular Megativa Cocobacilos
M5 1.2 Blanco Acuminada Filamentoso  Filamentosa  Positiva Streptobacilos
MS 21 Cristalino Plana Redondeado Irregular Megativa Cocos
MS 2.3 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Streptobacilos
MS 24 Crema Convexa Redondeado Circular Positiva Bacilos
MS 2.6 Crema Convexa Redondeado Circular Megativa Streptobacilos
MS 31 Blanco Planoconvexa Cndulado Irregular Positiva Streptobacilos
Ms 3.3 Crema Convexa Redondeado Circular Positiva Bacilos
MS 34 Crema Convexa Cndulado Irregular Fositiva Diplobacilos
MS 3-5  Cristalino Acuminada Cndulado Irregular Megativa Bacilos
M5 3-6 Blanco Papilada Ondulado Irregular Megativa Bacilos
M5 37 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
M5 3-8 Blanco Plana Filamentosa Irregular Fositiva Streptobacilos
Mms 39 Crema Convexa Filamentosa Circular Megativa Diplococos
Mms 310 Crema Plana Ondulado Irregular MNegativa Bacilos
Mms 3-1 Blanco Convexa Filamentosa Circular MNegativa Cocobacilos
Mms 312 Blanco Convexa Redondeado Circular MNegativa Streptobacilos
MS 313 Blanco Planoconvexa Lobulada Circular Fositiva Cocobacilos
MS 3-14 Blanco Convexa Redondeado Circular Positiva Cocobacilos
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Anexo lll.- Caracterizacién de los microorganismos aislados de filosfera.

Caracterizacion de los microorganismos aislados de filosfera.

Aislado Color Elevacion Margen Forma T;;:g'n{:" Microscopia
MF 11 Beige Convexa Redondeado Circular Megativa Diplacedgy
encapsulados
MF 1-3 Amarillo Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
MF 14 Amarillo Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MF 2.2  Cristalino Convexa Redondeado Circular Megativa Diplobacilos
MF 2.3 Amarillo Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MF 24 Blanco Convexa Redondeado Circular Positiva Diplobacilos
MF 2.5 Amarillo Acuminada Redondeado Circular Megativa Bacilos
MF 26 Rosa Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MF 27 Blanco Acuminada Redondeado Circular Positiva Cocobacilos
MF 2-8 Rosa Acuminada Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MF 31 iTeannleD Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MF 3-2 iTeannleD Acuminada Redondeado Circular Megativa Bacilos
MF 3-3 Blanco Planoconvexa Ondulado Irregular Positiva Bacilos
MF 34  Crstalino Convexa Redondeado Circular MNegativa Cocobacilos
MF 3-5 Crema Fapilada Ondulado Irregular MNegativa Vibrio
MF 3.6 Crema Convexa Redondeado Circular MNegativa Cocobacilos
MF 3-7 Blanco Convexa Ondulado Circular MNegativa Diplococos
MF 3-8 Amarillo Acuminada Redondeado  Puntiforme  Megativa Cocobacilos
MF 39 FRosa palido Convexa Redondeado Circular MNegativa Streptococos
MF 3-10 Crema Acuminada Ondulado Irregular MNegativa Cocobacilos
MF 3-11 Crema Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MF 312  Amarillo Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
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Anexo |V.- Caracterizacion de los microorganismos aislados de endosfera.

Caracterizacion de los microorganismos aislados de endosfera.

Aislado Color Elevacion Margen Forma Tincion gram  Microscopia
MT 11 Crema Convexa Ondulado Circular MNegativa Estreptococo
MT1-2 Blanco Papilada Filamentoso Rizoide Positiva Bacilo
MT 1-3 Crema Convexa Ondulado Circular Positiva Estreptococo
MT 14 Crema Convexa Redondeado Circular Positiva Bacilo
MT 15 Crema Convexa Rizoide Circular Positiva Bacilo
MT 21 Cristalino Convexa Ondulado [rregular Positiva Levadura
MT 2-2  Cristalino  Planoconvexa Ondulado Irregular MNegativa Bacilos
MT 2.3 Crema Convexa Ondulado Circular Positiva Levadura
MT 24 Crema Papilada Filamentoso Filamentosa Positiva Levadura
MT 31 Crema Convexa Ondulado Circular MNegativa Estreptococo
MT 3-2  Cristalino Convexa Ondulado Circular MNegativa Cocobacilos
MR 11 Cr;eanr’:ﬁ;a Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilo
MR 2-2 Crema Convexa Ondulado Circular Positiva Levadura
MR 2.3 Blanco Fapilada Cindulado Irregular MNegativa Cocobacilos
MR 24 Blanco Convexa Redondeado Circular Positiva Levadura
MR 29 Crema Convexa Redondeado Circular Positiva Levadura
MR 31 Cr:-IEar:ﬁ;E Convexa Ondulado Circular Megativa Bacilo
MR 3-2 Crema Convexa Ondulado Circular MNegativa Estreptococo
MR 33 Cristalino Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
MR 34 Crema Convexa Ondulado Circular Megativa Estreptococo
MR 35  Amarillo Convexa Ondulado Circular MNegativa Estreptococo
MR 36 CFE”.”E' Planoconvexa Rizaide Circular Megativa Bacilo

amarillo
MR 3-7 CFE”.“E' Convexa Redondeado Circular Megativa Fusobacteriu
amarillo m
MR 3-8 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
Crema
MR 39 amarillent Planoconvexa Redondeado Circular MNegativa Estreptococo
o
Crema
MR 310 amarillent Convexa Ondulado Circular MNegativa Bacilo
o

MR 314 Amarillo Convexa Ondulado Circular Megativa Bacilo
MR 3-15  Cristalino Convexa Redondeado Circular
MR 3-16 Blanco Acuminado Redondeado Circular Fositiva Cocos
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Anexo V.- Caracterizacion de los microorganismos aislados de rizosfera.

Caracterizacion de los microorganismos aislados de rizdsfera.

Aislado Color Elevacion Margen Forma T;;:;lnrz_::n Microscopia
MZ 11 Crema Papilada Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
Mz 1-2 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
MZ 1.3 (1) Amarillo Convexa Cndulado Irregular Positiva Streptococos
MZ 1.3 (2) Blanco Convexa Filamentosa Irregular Megativa Streptobacilos
MZ 21 Crema Convexa Redondeado Irregular Megativa Bacilos
Mz 2.2 Blanco Planoconvexa Cndulado Irregular Megativa Bacilos
Mz 2.3 Blanco Convexa Redondeado Irregular Megativa Streptococos
MZ24 Blanco Planoconvexa Cndulado Circular Megativa Bacilos
MZ 25 Crema Convexa Redondeado Irregular Megativa Bacilos
MZ 3-2 Blanco Plano Cndulado Irregular Megativa Bacilos
MZ 33 Cristalino/a C . .
- marillo onvexa Redondeado Irregular Megativa Bacilos
Mz 34 Elllancln.f Plano Cndulado Irregular Megativa Streptococos
cristalino
MZ 3-5  Cristalino Acuminada Redondeado Circular Megativa Bacilos
MZ 3-8 Amarillo Acuminada Redondeado Circular MNegativa Bacilos
MZ 3.9 El.lan':.n"f Acuminada Cindulado Irregular Megativa Cocos
cristalino
MZ 3-10 El.lan':.':'"f Plano Cndulado Irregular Megativa Streptococos
cristalino
MZ 311 Cristalino Acuminada Ondulado Irregular MNegativa Diplococos
MZ 312  Amarillo Convexa Ondulado Irregular MNegativa Streotococos
MZ 313 Amarillo Acuminada Redondeado Circular MNegativa Streptococos
MZ 3-14 Blanco Convexa Redondeado Circular MNegativa Cocobacilos
MZ 315  Cristalino Flano Lobulada Irregular MNegativa Bacilos
MZ 316 EI_Ianu:_Df Acuminada Cindulado Irregular Megativa Bacilos
cristalino
MZ 317 Crema Convexa Filamentoso  Filamentosa Megativa Cocobacilos
MZ 319 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Streptococos
MZ 3-20 Crema Convexa Redondeado Circular Megativa Streptococos
Mz 3-21 Blanco Convexa Cndulado Irregular Megativa Diplococos
MZ 322  Amarillo Acuminada Redondeado Circular Megativa Streptococos
MZ 3-23 . Cristalino Plana Filamentoso  Filamentosa  Megativa Streptococos
MZ 3-24  Amarillo Convexa Lobulada Circular Megativa Bacilos
MZ 3-25 Crema Planoconvexa Lobulada Circular Megativa Bacilos
MZ 3-26 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
MZ 3-27 Amarillo Convexa Redondeado Irregular Megativa Streptobacilo
MZ 3-28 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
MZ 3-29 Blanco Convexa Redondeado Circular Megativa Bacilos
MZ 3-30 Blanco Convexa Redondeado Irregular Megativa Bacilos
MZ 3-31  Cristalino Convexa Redondeado Circular Megativa Cocobacilos
MZ 3-32 Blanco Convexa Redondeado Circular MNegativa Cocobacilos
MZ 3-33 Blanco Convexa Fedondeado Circular MNegativa Bacilos
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Anexo VI.- Microorganismos aislados de suelo probados en As, Hg y Pb.

Microorganismos aislados de suelo probados en As, Hg Microorganismos aislados de filosfera probados en As,
y Pb. Hg y Pb.
Aislado  As 18 mM Hg 2.5 mi Pb 3 mi Aislado  As18mM  Hg 2.5 mM Pk 3 mM
MS 1-1 1 1 1 MF 1-1 1 1 1
MS 1-2 1 1 1 MF 1-2 0 0 1
MS 2-1 1 1 1 MF 1-3 1 1 1
MS 2-2 1 1 1 MF 14 1 1 1
MS 2-3 0 1 1 MF 2-1 0 1 1
MS 24 1 1 1 MF 2-2 1 1 1
MS 2-5 1 1 1 MF 2-3 1 1 1
MS 2-6 1 1 1 MF 2-4 1 1 1
MS 3-1 1 1 1 MF 2-5 1 1 1
MS 3-2 1 1 1 MF 2-6 0 1 1
MS 3-3 1 1 1 MF 2-7 1 1 1
MS 3-4 1 1 1 MF 2-8 1 1 1
MS 3-5 1 1 1 MF 3-1 1 1 1
MS 3-6 1 1 1 MF 3-2 1 1 1
MS 3-7 1 1 1 MF 3-3 0 1 1
MS 3-8 1 1 1 MF 34 1 1 1
MS 3-9 1 1 1 MF 35 1 1 1
MS 3-10 1 1 1 MF-3-6 1 1 1
MS 3-11 0 1 1 MF 3-7 0 1 1
MS 3-12 1 1 1 MF 3-8 1 1 1
MS 3-13 1 1 1 MF 3-9 0 1 1
MS 3-14 1 1 1 MF 3-10 0 1 1
MF 3-11 0 0 1
MF 3-12 0 1 1
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Anexo VIl.- Microorganismos aislados de endosferay rizosfera probados en
As, Hg y Pb.
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Microorganismos aislados de endosfera probados Microorganismos aislados de nizosfera. probados en As,

en As, Hg v Pb. Hg v Ph.
Aislado As18mM Hg25mM  Pb3mM Aislade  As 18 mM Hg 2.5 mM Pb 3 mM
MT 1-1 1 0 0 Mz 11 1 0 0
VT 1.2 MZ 1-2 1 1 1
) 1 0 1 MZ 1-3 (1) 1 1 1
MT 1-3 1 0 y MZ 1-3 (2) 1 1 1
MT 14 ' 0 0 MZ 1-4 1 1 1
MT 1.5 MZ 2-1 1 1 1
1 1 1 MZ 2-2 1 1 1
MT 2-1 0 1 1 MZ 2-3 0 1 1
MT 2.2 1 1 ’ MZ 24 0 1 1
uT23 1 1 a0 ; :
MT 2-4 1 0 1 MZ 3-2 1 0 1
MT 3-1 0 0 0 MZ 3-3 0 0 0
MT 3-2 1 ; ) MZ 3-4 0 0 0
MZ 35 0 0 0
MR 1-1 0 0 1 MZ 3-6 0 0 0
MR 1-2 1 0 1 MZ 3-7 1 1 1
MR 1-3 1 0 1 MZ 3-8 1 1 1
MZ 3-9 1 1 1
MR 2-1
1 0 0 MZ 310 1 1 .
MR 2-2 1 0 1 MZ 3-11 1 1 1
MR 2-3 0 0 0 MZ 3412 1 1 1
MR 2-4 0 0 0 MZ 313 1 1 1
MR 2.5 MZ 314 1 1 1
1 0 0 MZ 3-15 1 1 1
MR 2-6 1 1 0 MZ 3-16 0 1 1
MR 2-7 1 0 0 MZ 317 1 1 1
MZ 3-18 1 1 1
MR 2-8 1 0 0 MZ 3-19 1 1 1
MR 2-3 1 0 1 MZ 3-20 1 1 1
MR2-10 1 0 0 MZ 3-21 1 1 1
MZ 3-22 1 1 1
MR2-11 0 0 J MZ 3-23 0 1 1
MR2-12 0 0 1 MZ 3-24 0 1 1
MR2-13 1 0 0 MZ 3-25 1 1 1
MR 3-1 1 ’ 0 MZ 3-26 0 1 1
MR 3.2 MZ 3-27 1 1 1
1 0 0 MZ 3-28 1 1 1
MR 3-3 1 1 0 MZ 3-29 1 1 1
MR 3-4 1 0 0 MZ 3-30 1 1 1
MR 3-5 ] 0 ) MZ 3-31 1 1 1
MZ 3-32 1 1 1
MR 3-6 1 0 0 MZ 3-33 1 1 1
MR 3-7 1 0 0
MR 3-8 1 1 0
MR.3-9 1 0 0
MR 3-10 1 0 1
MR 3-11 1 0 0
MR 3-12 1 0 0
MR 3-13 1 1 1
MR 3-14 1 1 0
MR 3-15 1 0 1
MR 3-16 1 0 0
MR3-17 1 0 0
MR3-18 1 0 0
MR3-19 1 1 1




Anexo VIII. Estandarizaciéon de las condiciones de As con cinética de
crecimiento en A. thaliana.
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Anexo |IX. Estandarizacién de las condiciones de Hg con cinética de
crecimiento en A. thaliana.
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Anexo X. Determinacion del tiempo de crecimiento de los microorganismos
aislados de suelos contaminados por MPs
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Determinacidn del tiempo de crecimiento de los aislados en medios de cultivo

liguido en ausencia de MPs.
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Anexo Xl. Evaluacién de los microorganismos aislados de endosfera para la
promocion del crecimiento vegetal en presencia de 80 UM As por contacto y
distancia.

80 As pM

/,,_7;? * ¥y

Evaluacion de los microorganismos aislados de endosfera para la promocion del crecimiento vegetal en
presencia de 80 M As por contactoy distancia. A) Mock. B) 80 pM As. C) MT 2-1. D) MT 2-3. E) MT 3-2. F) MR
3-9. G) MR 3-14. H) MR 3-5. 1) MR 3-10. J) MT 2-2. Replica bioldgica.
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Anexo Xll. Evaluacién de los microorganismos aislados de endosfera para la
promocion del crecimiento vegetal en presencia de 20 uM As por contacto y
distancia.

Evaluacion de los microorganismos aislados de endosfera para la promocion del crecimiento vegetal en
presencia de 20 pM Hg por contacto y distancia. A) Mock B) 20 pM Hg. C) MT 2-31 D) MT 2-3. E) MT 3-2. F)
MR 3-9. G) MR 3-14.. Replica bioldgica.
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Anexo Xlll. Secuencias del aislado MR 3-5.

AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGETAGTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGGG
CACTTGGTGCTTGGEGTEGCGCAGCTAAC GCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGCCGLA
AGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGECCTGCACAAGCGGTEGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGC GCAGAACCTTACCAGCGTTTGACATGGTAGGACGACTGGCAGAGATGCCTTT
CTTCCCTTCGGGGACCTACACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACTTTAGTTACCATCATTAAGTTGGGTACT
TTAAAGTAACCGCCGGTGATAAGCCGGAGGAAGG TG GGGAT GACGTCAAGTCCTCATGGCCC
TTACGCGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAAGTACAGTGGGCAGCAATCCCGCGAGGG
TGAGCTAATCTCCAAAACTTGTCTCAGTTCGGATTGTTCTCTGCAACTC GAGAGCATGAAGEC
GGAATCGCTAGTAATCGLCGGATCAGCATGCCGLGGTGAATACGTTCCCAGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGEGAGTTGGGTTCACCCGAAGGCGTTGCGCTAACTCAGCAATGAGA
GGCAGGCGACCAC

Anexo XIV. Secuencias del aislado.

TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAATGAAT
ACAGATGCCTGTCGAGCTTGCTCACGGGCTTTCTATCATATCCATAACACCTGTGCACTTGTTG
GATGTTCTAGAGACTAAATGCTTACAGCTGTGGTCAATAGTCATCCACTTACACTAAACAATAAT
GTAACAAATGTAGTCTTATTATAACATAATAAAACTTTCAACAAC GGATCTCTTGGCTCTCGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TITGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAAACC
CTCAACCTTAGATTGGTTATTTGACCTTTCTITGGCTTGGATTTGGACGTTTGCCGATGTCAAGT
CGGCTCGTCTTAAAAGTAATAGCTGGATCTGTCTCGCGACATGGTTTGACTTGGCGTAATAAGT
ATTTCGCTAAGGACATCTTCGGATGGCCCTGTTGCAGGACTAAAGAACCGCTTTCTAATCCATT
GATCTTCGGATTAATATTCATAACATCTGGCCTCAAATCAG

GTAGGACA

Anexo XV. Secuencias del aislado.

CEGTGAACTGACTT GATCCTGACTAGAGTGAGACCTTCGGTTCTAGTGGCGCACGGGTGCGT
AACGCGTEGEAATCTGCCCTTG GG TACGGAATAACTCAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATA
ATGACTTCGGTCCAAAAATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAAGATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAAAATTCTACCAAGGCGACTATCTTTAGCTGGTGGLCGAG GAAGACCCTGACACTGGGAC
TGACAGCGATCACAGATGGCAACCCTCATCGCTACGTGGAACCTGCCACAATTCTTCAAATAG
AGAATCGGCTGCTTCCGAGTTCGGCAACCGGCTTAGTGTCGTTACGCTAATACCCGAAGCGC
TTCGGEGCGEGCTTGGE LG GTAGTAACAGGGTAACTCTCGAATGCGCCCGGCTCTAAAAATAT
AT
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Anexo XVI. Secuencias del aislado.

GGCGTGGATGCTCGGATACTGGGE GTAAGCGCACGTAGGCGGCTTTGTAAGTTAGAGGTGAAG
CCTGGAGCTCAACTCCAGAATTGCCTTTAAGACTGCATCGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGG
AATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCA
CTGGACTGGTATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGEGEGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCCGGGGACTTGGTCTTTGEGTGGLGCAG CTAAC
GCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT GACGGLGGET
CTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGEGTTTGA
CATGTCCGGACGGTTTCCAGAGATGGACTCCTTCCCTTC GGG GACTGGAACACAGGTGETGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCC
TTTAGTTACCATCATTTAGTTGGGGACTCTAAAG GAACCGCCGGTEATAAGCCGGAGGAAGGTG
GGEGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGCGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTG
ACAGTGGGCAGCAAACTCGCGAGAGTGCGCTAATCTCCAALAGCCGTCTCAGTTCGGATTGTTC
TCTGCAACTCGAGAGCATGALAAGGCEGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCAGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAGTTGGETTCACCCGAAGGCGTT
GCGCTAACTCAGCAATGAGAGGCACGCGACCACGGTAGGGCTTAGCCGACTGGTGTGGAGTCGT
ACAGGGGTAAGCCGTAAGATAGCCGAGCTATCTCCCGGTACTGTCATATCATCCCGGTAAAGAL
CTTACATCCTTATGCTCAGTCACTCAGGC GGCCATTGCTGGAATCAGGCTTTCGCATGTC GATAT
GCCCACTGCTGCCTTCCGGTAAGGAAGTCTTGG GG

C
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ANEXO XVII. Microorganismos perdidos durante la caracterizacion.

Microorganismos perdidos durante la caracterizacion.

. . Tincién . .
Aislado Color Elevacion Margen Forma gram Microscopia

MS 2-2 - - - - - -
MS 2-5 - - - - - -
MS 3-2 - - - - - -

MF 1-2 - - - - - -
MF 2-1 . . . . . :

MR 1-2 - - - - - -

MR 1-3 - - - - - -
MR 2-1 - - - - R -

MR 2-5 - - - - - -

MR 2-6 - - - . - -

MR 2-7 - - - - - -
MR 2-8 - - - - - -
MR 3-11 - - - - - -
MR 3-12 - - - - - -
MR 3-13 - - - - - -
MZ 1-4 - - - - - -

MZ 3-1 - - - - - -

MZ 3-6 - - - - - -
MZ 3-7 - - - - - -
MZ 3-18 - - - - - -
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