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Resumen

Las bacterias enddfitas colonizan el interior de las plantas sin causar dafio alguno;
influyen directamente en el crecimiento de plantas por la sintesis de hormonas
vegetales o facilitando la absorcion de los nutrientes. Ademas, disminuyen el estrés
provocado por factores bioticos y abioticos al activar los sistemas de defensa de las
plantas. Jojoba (Simmondsia chinensis) es un arbusto didico, nativo del noroeste de
México y suroeste de Estados Unidos de América. En los Ultimos afios se ha
buscado aumentar la produccién de aceite de las semillas de jojoba, sin embargo,
su alta variabilidad genética por la polinizacidén cruzada y la separacion de sexos,
dan como resultado una alta diversidad en el contenido y produccion del aceite. Por
lo tanto la utilizacién de cultivos in vitro, generara plantaciones con individuos
seleccionados y las proporciones deseadas de plantas femeninas y masculinas, lo
cual incrementara las condiciones requeridas para la produccion; ademas, el uso de
bacterias benéficas mejorara el desarrollo de las plantas. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la micropropagacion de jojoba (S. chinensis) bajo la técnica
de biotizacion a través de bacterias endofitas promotoras de crecimiento vegetal en
cultivos in vitro y en la etapa de pre-aclimatacion. Para lo cual se aislaron bacterias
enddfitas de las raices secundarias de plantas de poblaciones silvestres de jojoba
en 27 sitios de Baja California Sur. Se aislaron un total de 101 cepas bacterianas.
Todas las bacterias aisladas presentaban al menos un mecanismo, de promocion
de crecimiento; se seleccionaron 8 cepas que presentaban el mayor niumero de
mecanismos de promocion de crecimiento. Estas fueron identificadas por
secuenciacion parcial del gen 16S rRNA vy resultando los géneros Bacillus sp.,
Methylobacterium  aminovorans, = Oceanobacillus  kimchi, Rhodococcus
pyridinivorans y Streptomyces sp. Posteriormente, se seleccionaron las cepas R.
pyridinivorans (JRR11) M. aminovorans (JRR22), las cuales presentaron las
mejores caracteristicas para promover el crecimiento en jojoba; se emple6 como
control positivo la cepa Azospirillum brasilense (Cd). Se inocularon plantas
femeninas y masculinas de jojoba, en etapa de enraizamiento y pre-aclimatacion.
Los resultados en estas etapas demostraron que las bacterias enddfitas
promovieron el crecimiento vegetal de las plantas, aumentaron la rizogenesis,
incrementaron la concentracion de clorofilas y carotenoides, y estimularon la
actividad enzimética, sugiriendo una respuesta sistémica inducida. También se
observaron cambios morfoldgicos en la epidermis y el parénquima. Por lo que se
concluye que las bacterias endofitas que se aislaron de las raices de jojoba,
promueven el crecimiento vegetal, mejorando los sistemas de defensa enzimatica
asi como promoviendo cambios morfolégicos que ayudan a las plantas a mitigar el
estrés al ser transferidas a condiciones de pre-aclimatacion.
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Abstract

Endophytic bacteria colonize the interior of plants without causing any damage; they
directly influence the growth of plants by synthesizing plant hormones or facilitating
the absorption of nutrients. They also reduce the stress caused by biotic and abiotic
factors when activating plant defense systems. Jojoba (Simmondsia chinensis) is a
dioecious shrub, native to northwestern Mexico and southwestern United States of
America. In recent years, we have sought to increase oil production of jojoba seeds;
however, its high genetic variability through cross-pollination and separation of the
sexes results in a high diversity in oil content and production. So the use of in vitro
crops will generate plantations with selected individuals and the desired proportions
of female and male plants, which will increase the conditions required for production;
In addition the use of beneficial bacteria improves plant development. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the micropropagation of jojoba (Simmondsia
chinensis) under the technique of bioethics through endophytic bacteria promoting
plant growth in vitro cultures and in the pre-acclimatization stage. For this purpose,
endophytic bacteria were isolated from secondary plant roots of wild populations of
jojoba at 27 sites in Baja California Sur. Bacterial strains (N=101) were isolated. All
isolated bacteria had at least one mechanism; eight strains that had the highest
number of growth promotion mechanisms were selected, which were identified by
partial sequencing of the 16S rDNA gene and belonged to the genera Bacillus sp.,
Methylobacterium  aminovorans, = Oceanobacillus  kimchi, = Rhodococcus
pyridinivorans and Streptomyces sp. Subsequently, the strains R. pyridinivorans
(JRR11) M. aminovorans (JRR22) were selected because they, showed the best
characteristics to promote growth in jojoba. The strain Azospirillum brasilense (Cd)
was used as positive control. Female and male jojoba plants were inoculated, in the
rooting and pre-acclimatization stage. The results in these stages demonstrated that
the endophytic bacteria promoted plant growth, increased the rhizogenesis,
chlorophyll concentration and carotenoids, and stimulated enzymatic activity,
suggesting an induced systemic response. Morphological changes were also
observed in the epidermis and parenchyma. In conclusion, endophytic bacteria
isolated from the roots of jojoba promote plant growth, improving enzymatic defense
systems as well as promoting morphological changes that help plants to mitigate
stress when transferred to pre-acclimatization.

Key words: Growth parameters, enzymatic activity, morphological changes.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias endofitas colonizan el interior de las plantas sin causar
aparentemente dafio alguno (El-Deeb et al.,, 2013; Rashid et al., 2012);
estableciendo una simbiosis mutualista con su hospedero, debido a que son
favorecidas selectivamente (Ardanov et al.,, 2012; Hardoim et al., 2012). Estas
bacterias ayudan a las plantas a través de varios mecanismos; como la fijacion de
nitrégeno, solubilizacién de fosfato inorgénico, produccion de sideréforos (Chen et
al., 2010; Rashid et al., 2012), suministro de micronutrientes, promocion de la
actividad fotosintética, fitoestimulacién (Belimov et al., 2005; Gaiero et al., 2013)
control de patégenos del suelo, produccion de antibioticos, produccion de
metabolitos secundarios, induccion del sistema de defensa de las plantas,
biotransformacion de metales pesados y la biodegradacién de los contaminantes
organicos (Ardanov et al., 2012; El-Deeb et al., 2013). De igual manera, se les han
atribuido otros beneficios que favorecen el crecimiento de las plantas, como ajuste
osmotico, regulacion de los estomas, modificacion en la morfologia de las raices y
el metabolismo (Xinxian et al., 2011). La inoculacién de bacterias enddfitas,
aumenta el crecimiento de las plantas (Kumar-Pandey et al., 2012), produccion de
metabolitos secundarios (Bafana, 2013), disminucion de la incidencia de
enfermedades (Ludueiia et al., 2012) y el incremento en la supervivencia de las
plantas (Faria et al., 2013).

Por otra parte, la planta de jojoba (Simmonsdia chinensis), nativa del
noroeste de México y del suroeste de Estados Unidos, crece en un ambiente con
temperaturas que oscilan desde los -5 hasta 54 °C, en suelos salinos y alcalinos
(Aly et al., 2008). El uso de esta planta es una alternativa para regiones aridas y
semiaridas, porque su semilla tiene un alto valor agregado, ya que produce una cera
liquida con diversas aplicaciones (Kumar et al., 2012). En los ultimos afios ha
disminuido la produccién de semillas de esta especie; causada por la gran

variabilidad genética de la jojoba, que contribuye a una alta diversidad en el



contenido y calidad del aceite, asi como la produccién de semillas (Aly et al., 2008).
Adicionalmente, el no poder distinguir el sexo a una edad temprana y el no poder
establecer plantaciones en una proporcion de 5 plantas femeninas: 1 planta
masculina, aumenta los costos de produccién (Hosseini et al., 2011; Kumar et al.,
2012). La técnica de cultivo in vitro es una alternativa para resolver estas
limitaciones; sin embargo, se presenta el desafio de la mortalidad de las plantas al

ser trasplantadas a condiciones ex vitro.

Una alternativa para disminuir esta mortalidad es la biotizacion que consiste
en la utilizacion de microorganismos benéficos (hongos o bacterias) en cultivos in
vitro (Nowak, 1998). Esta técnica induce cambios metabdlicos en las plantulas, las
cuales las hace mas tolerantes al estrés biotico y abiético al momento del trasplante
ex vitro (Chandra et al., 2010) ya que se disminuye la colonizacién de patégenos y
mejora el crecimiento y desarrollo de las plantas, debido a que se crea un
microambiente donde los microorganismos Yy las plantas interactian (Gianinazzi et
al., 2003; Gosal et al., 2010). Considerando lo anterior, es importante investigar la
micropropagacion de jojoba (S. chinensis) bajo la técnica de biotizacion a través de
bacterias endofitas promotoras de crecimiento vegetal en cultivos in vitro y en etapa

de aclimatacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Estudio de microorganismos benéficos

Los estudios sobre diversidad microbiana se han enfocado a microorganismos
cercanos a las raices de las plantas (rizosfera), superficie de raices y hojas
(rizoplano y filosfera) y en el interior de los tejidos de las plantas (enddsfera) (Lebeis
et al., 2012). Estas establecen asociaciones con diferentes comunidades
microbianas, donde algunos miembros contribuyen positivamente al crecimiento,
desarrollo y productividad de ésta (Lebeis et al., 2012). Ello genera una demanda
por encontrar genes, enzimas Yy compuestos que sean provistos de nichos
microbianos de las plantas (Schmeisser et al., 2007). Por lo tanto, es importante
conocer la distribucion y abundancia de las bacterias en las plantas (Van-Horn et
al., 2013).

El andlisis de poblaciones microbianas asociadas a plantas, ha sido a través
del crecimiento microbiano por medio de cultivos o la obtencion de colonias en
placas. Sin embargo, estos métodos tienen ciertas limitaciones, debido a que soélo
una fraccion de estos microorganismos pueden ser aislados (Van Elsas y Boersma,
2011). Ello ha generado que nuevas tecnologias como la metagendmica, a través
de la cual, se han podido demostrar nuevos filos de bacterias no cultivables. Por
ejemplo, el andlisis de una muestra de suelo revelé 150,000 secuencias, de las
cuales solo el 1% crece en medio de cultivo (Mendes et al., 2013). Con esta nueva
técnica se puede llegar a comprender mejor la ecologia de los microorganismos,
ademas de ser una herramienta para encontrar nuevos genes y biomoléculas
(Mocali y Benedetti, 2010) (Fig. 1). Lo anterior permite generar el conocimiento para
comprender la interaccion planta-microorganismo, lo cual es clave para la

inoculacion de bacterias en plantas (Lebeis et al., 2012).
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Figura 1. Estrategias de la interaccion planta-microorganismo. (1) Las primeras
investigaciones se basaron en microorganismos aislados a base de cultivos. (2) Las
nuevas herramientas de secuenciacion a traves de la deteccién de acidos nucleicos,
proteinas y metabolitos permiten caracterizar la interaccion planta-microorganismo
en forma independiente a cultivos. (3) El resultado de estas dos técnicas ha
generado el conocimiento para comprender la interaccion planta-microorganismo.
(Tomado de Lebeis et al., 2012).

2.2 Bacterias endofitas promotoras de crecimiento vegetal (BEPCV)

Generalmente las plantas son colonizadas por diversos microorganismos
(hongos y bacterias), denominados endoéfitos (Zeng-Zhang et al.,, 2011). Estos
organismos aparentemente no causan dafio alguno y se clasifican de tres maneras
de acuerdo a la estrategia en que habitan en las plantas; obligatorios, aquellos
incapaces de proliferar fuera de las plantas y se trasmiten probablemente a través
de la semilla (Hardoim et al., 2008); facultativos, se encuentran de forma libre en el
suelo y colonizan a las plantas cuando se presenta la oportunidad (Ardanov et al.,
2012), y enddfitos pasivos, los cuales no buscan colonizar las plantas; pero lo hacen

como resultado de eventos estocdasticos tales como heridas abiertas o lo largo de



pelos radicales, esta estrategia de vida es menos competitiva ya que es deficiente
en la colonizacién de tejido vegetal y, por lo tanto, puede ser menos apropiada para
estimular el crecimiento de la planta (Gaiero et al., 2013).

Las bacterias enddfitas que promueven el crecimiento vegetal (BEPCV),
ayudan a las plantas a través de varios mecanismos: fijacion de nutrientes (Chen et
al., 2010; Rashid et al., 2012), fitoestimulacion (Belimov et al., 2005; Gaiero et al.,
2013), produccidn de antibidticos, produccidon de metabolitos secundarios, induccion
del sistema de defensa de las plantas, biotransformacién de metales pesados y la
biodegradacion de los contaminantes organicos (Ardanov et al., 2012; El-Deeb et
al., 2013), por lo que conocer la diversidad y funcion de bacterias que se encuentran
en este nicho contribuiria positivamente a la disminucién de productos quimicos que

danan al ambiente (Puente et al., 2009a) (Fig. 2).

La comunidad de bacterias endodfitas puede ser influenciada por factores
biéticos (microbiota presente y etapa de crecimiento de las plantas) o abidéticos (tipo
de suelo, régimen de agua, pH, etc.) (Andreote et al., 2009; Puente et al., 2009b).
Actualmente se han aislado bacterias y actinomicetos endofitos de diferentes tejidos
(e.g. hoja, tallo, raiz, semillas) (Nissinen et al., 2012), en diferentes tipos de plantas
como trigo, arroz, tomate, platano, papaya y plantas medicinales (Li et al., 2012).
Sin embargo la poblacién de bacterias enddfitas es especifica para cada érgano de
las plantas; ya que se han encontrado diferentes bacterias enddfitas en diferentes

organos de la misma planta (Ardanov et al., 2012).
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Figura 2. Modelo de la interaccién planta-bacteria. El suelo es capaz de influir en la
composicién microbiana y en la fisiologia de las plantas (flecha café). Las plantas
seleccionan y reclutan a los enddfitos potenciales (flecha verde) a través de la raiz,
por medio de la sefializacidén bioquimica de los exudados radicales. Los enddfitos
potenciales cooperan y compiten por lo sitios de la raiz (flecha azul). Una vez
establecidos en el interior de la raiz de las plantas, algunos enddfitos pueden influir
en el crecimiento de las plantas (flecha morada) (Tomado de Gaiero et al., 2013).

En los dltimos afos, se ha incrementado el interés en el estudio de las
bacterias endodfitas y su importancia en las plantas, debido a que actian como
agentes de control biolégico en numerosas enfermedades, y como agentes de
biorremediacion de areas contaminadas (Souza et al., 2013). Sin embargo, son
pocos los estudios sobre diversidad microbiana en la endoésfera, encontrando que
el filo de las proteobacterias incluidos rizobios, bacterias del género Firmicutes, son
las que se encuentran mas representadas, principalmente las alfa, beta y

gammaproteobacterias, aunque los bacteroidetes y actinobacterias estan



ampliamente representadas con un 29% y 11% respectivamente (Park et al., 2013;
Reinhold-Hurek y Hurek, 2011).

2.2.1 Fitoestimulacioén

Las plantas requieren de 16 elementos esenciales como carbono, hidrogeno,
nitrogeno, oxigeno, fosforo y 11 mas, estos elementos son necesarios para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, los cuales son obtenidos de la atmdsfera,
suelo, agua y materia organica (Dini-Andreote y van-Else, 2013). Las bacterias
enddfitas juegan un papel importante en la absorcién de estos nutrientes (Nair y
Padmavathy, 2014). Por ejemplo, la fijacion biolégica del nitrégeno atmosférico
(FBN) es llevada a cabo por microorganismos que tienen la capacidad de reducir el
nitrégeno atmosférico (N2) a amonio (NH4*), mismo que puede ser utilizado por las
plantas (Mantilla-Paredes et al., 2009). La FBN es realizada a través de la enzima
nitrogenasa por microorganismos que se encuentran libres en su habitat natural y
aguellos que establecen simbiosis con leguminosas o con algunas especies
forestales (Dobbelaere et al., 2003). Algunos géneros de bacterias enddfitas tienen
la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, lo cual podria reducir el uso de
fertilizantes quimicos (lkeda et al., 2013).

El fésforo es uno de los nutrientes mas importantes y necesarios para las
plantas (Dobbelaere et al., 2003). Sin embargo, parte de este elemento aplicado
como fertilizante reacciona con el calcio, el hierro y el aluminio del suelo, quedando
inmovilizado, sin poder ser utilizado por las plantas (Hariprasad y Niranjana, 2009;
Jorquera et al., 2008). La solubilizacion natural del fésforo mineral es un fenémeno
gue realizan algunas bacterias endofitas (Pérez et al., 2007), los cuales llegan a
solubilizar componentes de fésforo inorganico, fosforo tricalcico, fésforo dicalcico,
hidroxiapatita y roca fosforica (Farzana et al., 2007). Las bacterias solubilizan fosfato
al producir acidos organicos como acido citrico, lactico, succinico y gluconico (la

acidificacion libera los fosfatos y cationes de Ca?*, Fe?* y Al** al suelo) (Hariprasad



y Niranjana, 2009). También se puede solubilizar el fosfato por medio de la enzimas

fitasa o fosfatasa que secretan algunas bacterias (Jha et al., 2009).

El &cido indol-3-acético (AlA) puede ser producido por microorganismos del
suelo, el cual se conoce como estimulante de la elongacién, la division y la
diferenciacion celular (Farzana et al., 2007). La cantidad de AIA que producen las
bacterias puede estar influenciada por factores externos, como la estructura de la
rizosfera, el tipo de planta y su etapa fenoldgica, o la composicion microbiana de la
rizosfera (Vestergard et al., ,2007). La sintesis de auxinas es por medio de tres rutas
metabdlicas a partir de triptofano (Trp): la denominada via del indol 3-pirtvico (AIP),
la via indol 3-acetamida (AIM), y la via de la triptamina (Tam) (Hernandez-Mendoza
et al., 2008).

El hierro se encuentra en una forma no asimilable para las plantas; no
obstante, algunos microorganismos del suelo tienen la capacidad de hacer el hierro
disponible a través de la produccion de sideréforos; los sideréforos son compuestos
biol6gicamente activos con la funcién de quelar iones de hierro en organismos vivos,
los cuales han sido aplicados en la agricultura (Nair y Padmavathy, 2014). En
muchas ocasiones el secuestro de hierro por parte de algunas bacterias ayuda a

inhibir el crecimiento de hongos patégenos (Gull y Yusuf-Hafeez, 2012).

2.2.2 Actividad antagonista

La simbiosis que se establece entre los microrganismos endoéfitos con su
huésped, aumenta la produccion de compuestos bioactivos antagonistas a
patdgenos (Casella et al., 2013). Por ejemplo, bacterias enddfitas aisladas de Panax
notoginseng mostraban una actividad antagonista contra Fusarium oxysporum,

Ralstonia sp. y Meloidogyne hapla (Nair y Padmavathy, 2014).

Ademas, uno de los efectos positivos de las bacterias enddfitas es inducir la
resistencia sistémica (IRS), proteger a las plantas contra diferentes patégenos y

posiblemente contra algunos insectos (Pineda et al., 2010), a través de la



produccion de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) como la B-1,3-
glucanasa y la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL 4.3.1.5) y enzimas oxidativas
como peroxidasas (PO, EC 1.11.1.7) y polifenol oxidasas (PPO, EC 1.14.18.1) (Nga
et al., 2010). Sin embargo, el aumento de la actividad y la acumulacién de estas
enzimas dependen principalmente del etileno, (hormona vegetal). El etileno es el
primer emisor de respuesta de las plantas a un estrés, ademas de actuar como
sefal durante la interaccion planta microorganismo. Sin embargo, la emisién de
etileno es sintoma de enfermedad de las plantas. Un inhibidor de la biosintesis del
etleno es la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (ACCD)
(Indiragandhi et al., 2008; Nga et al., 2010).

En tejidos de las plantas, la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) es el
precursor inmediato del etileno y se sintetiza a partir de S-adenosil metionina por la
accion de la enzima ACC sintasa. En condiciones de estrés, la ACC sintasa es
inducida produciendo en mayor cantidad S-adenosil metionina transformandose en
ACC, aumentando en consecuencia el etileno (Varvara y Glick, 2001). La enzima
(ACC) desaminasa reduce el nivel de estrés por etileno y es capaz de mantener el
nivel de etileno suficiente para los procesos bioldgicos, lo que reduce los sintomas
de enfermedad en plantas (Fig. 3) (Indiragandhi et al., 2008; Lugtenberg y Kamilova,
2009; Nga et al., 2010).
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Figura 3. Modelo de reduccion de etileno por bacterias promotoras de crecimiento
vegetal. Modelo propuesto de reduccion del etileno por Methylobacterium oryzae,
gue conduce a un eventual aumento en las enzimas de defensa como consecuencia
de la induccion de la resistencia sistémica, contra un patégeno invasor. SAM = S-
adenosil metionina, AS = &cido salicilico, ACS = aminociclopropano-1-caboxilato
sintetasa, ACC = aminociclopropano-1-caboxilato, ACO = aminociclopropano-1-
caboxilato oxidasa, ACCD = aminociclopropano-1-caboxilato desaminasa, a-KB =
a-ketobuterano. (Tomado de Indiragandhi et al., 2008).
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2.3 Jojoba (Simmondsia chinensis [Link, Schneid])

La jojoba (S. chinensis L. [Schneider]) es un arbusto dioico perene, originario
del Noroeste de México y del Suroeste de Estados Unidos, esta zona presenta una
precipitacion pluvial de tan s6lo 80 mm al afio, con temperatura que oscilar desde -
5 °C a 54 °C y suelos con pH de 5 a 8; debido a su tolerancia a la sequia y altas
temperaturas, este arbusto es importante para la conservacioén del suelo y para
evitar la desertificacion (Hosseini et al., 2011; Xiao-fei et al., 2013). En este
ambiente, el déficit de agua es uno de los retos ambientales mas comunes que
limitan el crecimiento y desarrollo de las plantas, por lo que éstas desarrollan
multiples vias bioquimicas que facilitan la retenciébn o adquisicibn de agua y

mantienen la homeostasis de iones en las plantas (Geng et al., 2008).

Las flores masculinas y femeninas de jojoba son pequefias y carecen tanto
de nectario como de pétalos. Las flores femeninas se componen de uno a cuatro
bracteas, de cuatro a seis sépalos y un ovario superior coronado por tres estilos
largos; hay tres Ovulos por ovario anatropo, aunque también se pueden encontrar
cuatro 6vulos por ovario; aunque tres 6vulos se reproducen normalmente sélo uno
de los tres Gvulos fertilizados produce un fruto capsular (Geng et al., 2008). Las
flores masculinas se desarrollan en inflorescencias racemosas y cada una consta
de cuatro a seis sépalos y de 8 a 16 anteras (Coates y Ayerza, 2008). El periodo de
floracién puede variar de 30 a 45 dias dependiendo de la temperatura ambiental, ya
gue ésta tiene efecto sobre la reciprocidad del estigma; dependiendo de la
temperatura del ambiente, las flores femeninas son receptivas en un periodo de 3 a
6 dias; de igual manera la viabilidad del polen dependera de la temperatura del

ambiente y el porcentaje de humedad (Ince y Karaca, 2011).

Esta planta es Unica debido a que el 50% del peso de sus semilla es cera
liguida que estd compuesta principalmente por monoésteres de C: 20 y C: 22,
alcoholes de cadena lineal y acidos (Coates y Ayerza, 2008). Esta cera es diferente

a los aceites vegetales y grasas animales ya que se compone principalmente por
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ésteres (El-Mallah y EI-Shami, 2009). El consejo internacional de exportacion de
jojoba define varios estdndares de calidad universal para esta cera, cuya calidad es
modificada por varios factores relacionados con el proceso de extraccion y
condiciones de almacenamiento. Las principales reacciones de degradacion son la
hidrdlisis, la oxidacion quimica o enzimética, la polimerizacion y la descomposicion
(Gayol et al., 2009).

2.3.1 Importancia de la jojoba

En las ultimas décadas los estudios de jojoba se han enfocado principalmente
a los siguientes campos, (1) desarrollo de cultivos a través de la seleccién de clones
para el mayor rendimiento y adaptaciones al clima; (2) métodos fiables y sencillos
de cultivo de tejidos para la propagacion masiva in vitro; (3) caracteristicas fisicas y
quimicas del aceite de jojoba y su aplicacién industrial; (4) caracterizacién y
utilizacion de subproductos de las semillas después de la extraccion; (5)

caracterizacion y expresion de algunos genes (Geng et al., 2008).

La importancia de esta planta radica en la cera que produce su semilla, ya
que ésta tiene varias aplicaciones. Se ha utilizado para la elaboracion de productos
cosmeéticos (Gayol et al., 2009) asi, como reemplazo del aceite de esperma de
ballena en la fabricacion de tintas, barnices, ceras, detergentes, resinas y plasticos.
Recientemente se ha incorporado a férmulas que contienen compuestos activos
para mejorar la eficiencia de los farmacos (El-Mallah y EI-Shami, 2009). También
es utilizada como tratamiento para las heridas en entornos clinicos (Ranzato et al.,
2011) y como biocombustible alternativo (Bhardwaj et al., 2010). Los residuos de
las semillas, una vez extraida la cera, tienen la capacidad de absorber cadmio en

corrientes de aguas residuales (Allawzi et al., 2010).

2.3.2 Problematica de la produccion de jojoba

La planta de jojoba por ser una planta diéca y con polinizacién cruzada,

presenta una alta variabilidad en la produccién de semilla y contenido de aceite (Al-
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Sogeer et al.,, 2012). Adicionalmente, al no poder distinguir el sexo a una edad
temprana, ya que no se presentan diferencias morfoldgicas en la etapa juvenil; si no
hasta los tres o cuatro afios de edad, cuando este arbusto llega a la fase de floracion
(Hosseini et al., 2011). Lo anterior ha causado que la domesticacion, mejoramiento
agronémico y comercializacion esté rezagado. El uso de clones por propagacion
con esquejes para establecer plantaciones comerciales se enfrenta a problemas de
rendimiento de las semillas o semillas de bajo contenido de cera. Varios estudios
reportan formas para mejorar el rendimiento de la semilla de jojoba y de la cera (Ince
y Karaca, 2011).

Diferentes problemas de este cultivo se reflejan en plantaciones comerciales;
por ejemplo, en el Valle Hydey en Arizona y en Catamarca, Argentina, han
disminuido dramaticamente en tamafio y numero. En Arizona, de las 10,000 has
que habia en la década de 1980 actualmente quedan alrededor de 2,000 has de
3,000 has en Catamarca a finales de 1990 quedan aproximadamente 300 has. La
principal razén de esta reduccion se debe a rendimientos mas bajos de lo esperado
y como resultado el abandono de las plantaciones (Coates y Ayerza, 2008). En
Australia, el cultivo de jojoba inici6 en la década de 1980 y fue muy importante; no
obstante, debido a la gran variabilidad en el rendimiento de semillas, la mayor parte
de las plantaciones fueron abandonadas; actualmente cuentan con
aproximadamente 550 has. Desafortunadamente en Australia se ha desarrollado la
enfermedad de la costa negra causada por un hongo del género Elsinoég,

disminuyendo la produccion de semillas (Ash et al., 2012).

2.3.3 Cultivo in vitro de jojoba

La propagacion vegetativa es un método util para la seleccion de plantas con
caracteristicas deseables y que se propagan asexualmente en un periodo de tiempo
corto (Ince y Karaca, 2011). La propagacion vegetativa permite el establecimiento
de plantaciones con las proporciones deseadas de plantas femeninas y masculinas.

Ademas de crear uniformidad, altos rendimientos, produccion tempranay reduccion
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de costos de las operaciones de cultivo y de cosecha, los intentos de propagar
jojoba vegetativamente han sido a través de las técnicas de injertos, acodos,
esquejes y cultivo de tejidos (Bashir et al., 2009). Este ultimo método sirve para la
produccion masiva con fines de establecer plantaciones comerciales, libres de
patégenos con la proporcion deseada de plantas femeninas y masculinas (Llorente
y Apéstolo, 1998). En el caso de jojoba el proceso de enraizamiento ha sido uno de
los problemas méas comunes en cultivo in vitro (Apoéstolo et al., 2001; Llorente et al.,
2007).

2.3.4 Proceso de aclimatacién

La micropropagacion permite una alta produccion de plantas libres de
enfermedades y patdgenos, independientemente de la temporada y el clima; sin
embargo, una limitacién importante es la transferencia a condiciones ex vitro, debido
a que las plantas son expuestas a estrés bidtico (microbioma) o abibtico
(temperatura, intensidad luminosa y humedad). Se necesita un proceso de
aclimatacién exitoso para el establecimiento y supervivencia de las plantulas para
aumentar el crecimiento y reducir la mortalidad en esta etapa (Chandra et al., 2010).
Si no se realiza una adecuada aclimatacion las plantas estaran expuestas a
anomalias fisiol6gicas y anatomicas, debido a la baja densidad de flujo de fotones
(PFD) y baja humedad del aire causando una fotoinhibicion (Perveen et al., 2013).
La pérdida de agua y cierre de los estomas dan lugar a una disponibilidad reducida
de di6xido de carbono (Batkova et al., 2008; Geng et al., 2008).

Algunas actividades metabdlicas pueden aumentar la produccion de
radicales libres causando estrés oxidativo. En condiciones basales de crecimiento,
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) es generalmente baja, pero
aumenta cuando las plantas se encuentran bajo condiciones de estrés bidtico y
abibtico (Batkova et al., 2008). Las ERO pueden afectar negativamente algunas
funciones celulares al danar las bases del ADN, oxidando proteinas y provocando
la peroxidacion de lipidos (Xiao-fei et al., 2013).
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Para contrarrestar los efectos nocivos de las ERO, las plantas han
desarrollado un complejo sistema de defensa antioxidante, incluyendo la ascorbato
peroxidasa (APX), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation
reductasa (GR), y metabolitos como el ascorbato (ASA), tocoferoles, carotenoides,
glutation y vitamina E (Chakrabarty y Kumar-Datta, 2008; Xiao-fei et al., 2013). En
las plantas generadas en condiciones in vitro la mayor actividad de las enzimas
antioxidantes es debido a la APX (Habib et al., 2014).

La enzima SOD tiene un papel crucial en los sistemas antioxidantes, ya que
cataliza la dismutacion de Oz en H202 y Oz (Xiao-fei et al., 2013). Se han identificado
tres isoformas de SOD en plantas, con base en su cofactor metal Fe-SOD se
encuentran solo en plastidios, Mn-SOD se encuentran principalmente en
mitocondrias y peroxisomas y Cu/Zn-SOD est4 situada en los pléstidos, citosol,
apoplasto y peroxisomas. La conversion de H202 a agua es llevada a cabo en los
peroxisomas y es realizada por la CAT, mientras que en el citosol y cloroplastos
esta conversion se realiza a través del ciclo ascorbato-glutation, en el que
intervienen la APX, ASA y GR. La APX cataliza la conversién de H202 en agua
usando ASA como sustrato, la GR contribuye a la regeneracion de ASA
(Chakrabarty y Kumar-Datta, 2008).

2.4 Biotizacion

La utilizacién de microorganismos benéficos (hongos o bacterias) en cultivos
in vitro se conoce como biotizacion; esta técnica ayuda a las plantas a tener una
mejor aclimatacion cuando las plantas son trasladadas a condiciones ex vitro (Rai,
2001). Al crear una rizosfera benéfica en plantas micropropagadas, éstas se
adaptan mas rapido al estrés abiotico y bidtico (Vestberg et al., 2004). Por ejemplo,
al inocular Pseudomonas sp. en cultivos in vitro de papa, las bacterias estimulas el
crecimiento de las plantas mejorando la absorcion del agua, obteniendo una mayor
tolerancia a patégenos, lo cual probablemente se debe a que desarrolla una raiz

bien ramificada y con una mayor abundancia de pelos radicales, con tallos mas
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gruesos y con un mayor contenido de lignina, generando una mayor adaptabilidad

a condiciones ex vitro (Nowak, 1998).

Duffy et al. (1999) realizaron un estudio donde utilizaron Pseudomonas
fluorescens a una concentracion de 108 unidades formadoras de colonias (UFC) mL-
L en cultivo in vitro de papa y posteriormente fueron trasladadas a condiciones ex
vitro; las plantas que contenian la suspension bacteriana presentaron mayor peso
fresco en tallos, tubérculos mas grandes y mayor nimero de tubérculos. De igual
manera, Pious et al. (2007), encontraron que al inocular microorganismos endofitos
en papaya in vitro, las plantas presentaban un mejor desarrollo radicular,
aumentando asi el crecimiento de las plantas, demostrando que los
microorganismos son capaces de crecer en medios de cultivo in vitro, sin afectar el

desarrollo de las plantas inoculadas.

Otro ejemplo fue al inocular Azospirillum brasilense y Azotobacter
chroococcum en cultivos in vitro de Photinia fraseri donde aumenté la elongacion y
namero de raices, mejoro el desarrollo de las hojas, ademas las hojas de las plantas
presentaron cuticulas mas gruesas y tricomas uniceluares lineales; resultando
plantas con mayor capacidad de adaptacién a condiciones ex vitro (Larraburu et al.,
2007; 2010). En cultivos in vitro de jojoba se ha inoculado A. brasilense estimulando
el enraizamiento y generando mayor niumero de raices, demostrando que algunas

bacterias son muy importantes para la rizésfera de jojoba (Carletti et al., 1998).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente, la produccion de la semilla de jojoba ha disminuido por su alta
variabilidad genética, ademas, el establecer plantaciones comerciales es un
problema, debido a que el sexo de las plantas se distingue hasta una edad de 3 a 4
anos, por lo que la utilizacion de cultivos in vitro puede ser una alternativa; ya que
con esta técnica, se pueden seleccionar plantas élite, mejorando la produccion. Sin
embargo, se presenta una alta tasa de mortalidad de las plantas, cuando son
transferidas de in vitro a pre-aclimatacion. Por lo tanto la utilizacién de bacterias
enddfitas (biotizacidén) podria ser una alternativa a esta problematica, ya que se ha
demostrado estudiado que las bacterias enddfitas benefician a las plantas a través
de la promocion de crecimiento, antagonismo contra patdégenos e induccion del
sistema de resistencia. Dado lo anterior, en este estudio se llevaron a cabo
asilamiento, seleccion e identificacion de bacterias enddfitas de raices de jojoba

para probar la técnica de biotizacién en cultivos in vitro y pre-aclimatacion.
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4. HIPOTESIS

Si las bacterias enddfitas intervienen en el desarrollo de las plantas, y las
protegen contra el estrés bittico y abidtico, entonces, las bacterias endofitas
aisladas de las raices de jojoba e inoculadas en cultivos in vitro de esta especie,
podrian incrementar el desarrollo de la jojoba y disminuirian la mortalidad provocada
por patdgenos y estrés abibtico, en el proceso de pre-aclimatacion para trasplante

a suelo.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la micropropagacion de jojoba (S. chinensis) bajo la técnica de biotizacion
a través de bacterias endofitas promotoras de crecimiento vegetal en cultivos in vitro

y etapa de pre-aclimatacion.

5.2 Objetivos particulares

e Aislar y caracterizar bacterias endoéfitas asociadas a la raices de jojoba (S.
chinensis).

e Evaluar morfolégica y fisiologicamente la jojoba (S. chinensis)
micropropagada bajo la técnica de biotizacion con bacterias enddfitas
promotoras de crecimiento vegetal.

e Evaluar morfolégica y fisiologicamente las plantas micropropagadas de

jojoba (S. chinensis) en la etapa de pre-aclimatacion.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Sitios de muestreo

Se localizaron 27 sitios donde se encuentran poblaciones silvestres de
jojoba, ubicadas en el estado de Baja California Sur, México (Fig. 4). De cada sitio
se muestrearon 4 plantas de jojoba (dos femeninas y dos masculinas); de cada
planta seleccionada se tomaron raices secundarias y se colocaron en bolsas de
plastico, se trasladaron al laboratorio del CIBNOR, para su posterior aislamiento y

analisis.

Localizacion

1. Frente a INIFAP

2. Pescadero

3. El palmar

4. Las matancitas

5. El zacatito

6. Los paredones

7.Km 72N

8.Km725N

9.Km83 N

10. Carrt La Paz- Cd. Cont. Km 5.1
11. Camino al conejo

12. Conejo

13. Carrt. San Juan de Costa Km 24.5
14. Carrt. San Juan de Costa Km 27
15. Frente al CIB

16. Filos

17. Guerrero Negro

18. Carrt. La Paz-Tecolote Km 1.2
19. Carrt. La Paz-Tecolote Km 5.7
20. Carrt. La Paz-Tecolote Km 5.9
21. Carrt. La Paz-Tecolote Km 11
22. El faro

23. Mulegue

24_Carrt. Loreto-Santa Rosalia

25. Carrt. San Juan de la Costa Km 7.5
26. Carrt. Cd. Constitucién-Loreto
27. Agua amarga

02040 80 120 160
e Kilometros

115 114 113 112 =111 -110

Figura 4. Localizacion geografica de las plantas de jojoba, sitios de muestreo.
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6.1.1 Analisis de suelo de los sitios de muestreo

En cada sitio de muestreo se colectaron 500 g del suelo a una profundidad
de 5a 10 cm de la rizésfera de jojoba, las muestras se almacenaron en refrigeracion

para su posterior analisis en laboratorio (El-Deeb et al., 2013).

La determinacion de pH se realizé haciendo mediciones directas, mediante
una dilucion de la muestra de suelo en agua en una proporcion de 1:1 (peso/vol). El
contenido de materia organica se realizo por el método de Walkley-Black (Walkley
y Black, 1965). La determinacion de fosforo soluble se determiné de acuerdo a la
metodologia descrita por Jackson (1973). La textura se determiné por el
autoanalizador laser (Horiba LA-950V2) de distribucion de particulas.

6.2 Aislamiento de bacterias endoéfitas

Las raices fueron lavadas con agua para retirar la mayor parte del suelo
adherido. Estas fueron higienizadas superficialmente con hipoclorito de sodio al
30% por 30 minutos y lavadas con agua destilada estéril cinco veces, para remover
todos los residuos y microorganismos exdégenos. Para comprobar que el proceso de
desinfeccién fue exitoso, las raices fueron colocadas en placas que contenian agar
nutritivo. Ninguna contaminacion fue observada. Las raices (10 g por sitio de
muestreo) fueron maceradas en una alicuota de 90 mL de agua destilada estéril. Se
realizaron diluciones seriales y fueron sembradas en agar nutritivo y en medio
Czapeck (KCI 1.5%; K2HPO4 0.1%; NaNOs 0.02%; sacarosa 3%) (Guang-Kai et al.,
2012), para el aislamiento de bacterias y actinomicetos respectivamente. Las placas
se incubaron a 28 °C por 7 dias y se revisaron cada 24 horas para su conteo. Una
vez obtenidos los datos de las unidades formadoras de colonias (U.F.C.), estos
fueron transformados a log'® para el mejor procesamiento de los datos. Las colonias
gue presentaron una morfologia diferente fueron purificadas, por el método de estria

cruzada.
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6.3 Caracterizacion de las bacterias endofitas

6.3.1 Caracterizacién microscoépica

Las cepas bacterianas aisladas y purificadas se caracterizaron por
morfologia celular mediante frotis preparados con una alicuota de biomasa celular
de cada una de las cepas y homogeneizadas con 100 pL de solucion salina al
0.85%, los cuales fueron tefidos utilizando la técnica de tinciéon de Gram. Las
muestras fueron observadas en el microscopio de contraste de fases con el objetivo
de inmersidén en aceite 100X (Leica). Se determin6é tamafo, forma de la célula

bacteriana, y tincion de Gram (El-Deeb et al., 2013).
6.3.2 Solubilizacion in vitro de fésforo

La solubilizacion de fésforo se determiné para cada una de las cepas
aisladas, midiendo el halo de solubilizacién de fésforo insoluble en placas de medio
Pikovskaya (glucosa 1%; Cas (POas)2 0.5%; (NH4)2SO4 0.05%; KCI 0.02%;
MgS0O4.7H20 0.01%; MnSOs4 0.0002%; FeSO4 0.0002%; extracto de levadura
0.05%) (Pikovskaya, 1948).

6.3.3 Fijacion de nitrogeno

Los aislamientos bacterianos fueron inoculados en viales que contenian 5 mL
de medio de cultivo JNFb semi-sdlido, sin fuente de nitrégeno (Ddbereiner et al.,
1995), después de 7 dias de incubacion a 28 °C, las bacterias que formaron una
pelicula, caracteristico de diazétroficos de vida libre, fueron sembradas en medio
JNFb suplementado con 20 mg L™ de extracto de levadura. Las cepas aisladas que
crecieron en medio solido fueron re-inoculadas en el medio JNFb semisolido. Las
cepas que formaron de nuevo la pelicula, fueron consideradas como positivas para

fijacion de nitrogeno (Ribeiro y Nogueira-Cardoso, 2012).
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6.3.4 Determinacion de &cido indol-acético mediante espectrofotometro

Cada una de las cepas fue cultivada por 4 dias en agitacion constante a 28
°C en tubos que contenian 10 mL de medio minimo (sacarosa 1%; (NH4)2SO4 0.1%;
K2HPO4 0.2%; MgS0Oa4 0.05%; NaCl 0.01%; extracto de levadura 0.05%; CaCO3
0.05% pH 7.2), suplementado con 0.5 mg mL* de triptéfano, en condiciones de
oscuridad. Después de la incubacion, la suspension celular fue centrifugada por 10
min a 10,000 rpm, se tomdé 1 mL del sobrenadante y se transfiri6 a un tubo que
contenia 4 mL del reactivo de Salkowski's (Gordon y Weber, 1951), se dejo reposar
por 20 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado el tiempo las muestras
fueron leidas en un espectrofotdbmetro a una absorbancia de 530 nm. La
concentracion de acido indol-acético (AlIA) se determiné con una curva de
calibracion, con AIA como estandar, a través de un analisis de regresion lineal por

el método de minimos cuadrados.
6.3.5 Produccién de sider6foros

Para la secrecion de sideroforos, las cepas fueron cultivadas en caldo
nutritivo (peptona de carne 0.5%, extracto de levadura 0.3%) en agitacién constante
por 48 h a 28 °C y se tomd 50 pL de la suspension celular y se inocul6 en placas
que contenian cromo azul (CAS) (Alexander y Zuberer, 1991) se tomé como
resultado positivo aquellas cepas que formaban un halo de color a su alrededor.

6.3.6 Actividad del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa

Las bacterias fueron sembradas en placas que contenian medio minimo DF
(KH2PO4 0.04%; Na2HPO4 0.06%; MgSO4.7H20 0.0002%; FeS0O4.7H20 0.0001%;
H3sBOs 0.0001%; MnSOs4 0.0001%; ZnSO 0.0007%; CuSO4 0.0005%; MoO
0.0001%, glucosa 0.02%; acido glucénico 0.02%; &cido citrico 0.02%) (Dworkin y
Foster, 1958) suplementado con 3mM de ACC (1-aminociclopropano-1-

carboxilasa), se tomd como resultado positivo aquellas cepas que tuvieron
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crecimiento; como control negativo se utilizaron placas con DF sin ACC y como
control positivo placas con DF y (NH4)2S04 (0.2%) como fuente de nitrégeno.

6.3.7 Actividad antagonista

Todas las bacterias aisladas fueron confrontadas contra Alternaria sp. para
determinar su comportamiento antifingico mediante la técnica de cultivo doble (Ma
et al., 2013); la presencia de una zona inhibitoria indica la actividad antifingica de

las cepas bacterianas probadas.
6.3.8 Identificacion de las cepas

Se seleccionaron 8 cepas, las cuales presentaron el mayor nimero de
mecanismos de promocioén de crecimiento en plantas. A cada una de las cepas se
le extrajo el ADN gendmico total, de acuerdo con el protocolo del kit DNeasy
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) con algunas modificaciones. Se tomaron tres colonias
por cepa a las cuales se afiadié buffer de lisis y se incub6d durante 24 h a 37 °C.
Después se agreg6 proteinasa K, la muestra se mantuvo durante 1 h a 70 °C. El
ADN gendmico se eluy6 en una columna, para posteriormente centrifugarlo con 100
uL de buffer de elucion para su uso inmediato. Los genes 16S rRNA fueron
amplificados a partir del ADN gendmico a través de PCR usando los primer
universales 27f (5-GAGTTTGATCCTGGCTCA-3') Y 1385 (5-
CGGTGTGT(A/G)CAAGGCCC-3) (Hentschel et al., 2001). La reaccién contenia:
1uL de ADN, 1 pL de cada oligonucleétido, 2.5 puL de 10X buffer PCR, 0.2 mM de
dNTP’S, 25 mM MgCI (Promega; Pharmacia Biotech), 1.25 U Taqg polymerasa
(Promega), 0.13 pL de cada oligonucleétido y agua Mili-Q para tener un volumen
final de 12.5 pL. La reaccion se inicié con la desnaturalizacion durante 2 min a 95
°C seguido por 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por un 1 min, la primera
alineacion (fue entre 50 y 54 °C dependiendo de la cepa, por 1 min) y una extensiéon
de 72 °C por 1 min. Seguida de una alineacion final de 72 °C (durante 5 a 10 min
dependiendo de la cepa) y se incubaron a 4 °C de manera infinita. El producto de

PCR se examind mediante electroforesis en gel de agarosa y se purificé usando el
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kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), la secuenciacion se
realizé en Genewiz, Inc. (South Plainfield, NJ, USA). La secuencia del 16s rRNA fue
comparado con la base de datos de GenBank usando el programa NCBI Blast. La
secuencia de alineacion y la construccion del arbol filogenético se realizé con el

programa MEGA version 5.2 (Tamura et al., 2011).
6.3.9 Cinéticas de crecimiento

Una vez identificadas las cepas se seleccionaron dos, las cuales fueron
cultivadas en medio minimo con metanol al 0.5% (Fedorov et al., 2013), durante 72
h a 120 rpm, y se cuantificaron por medio de espectrofotometria (600 nm) y por

cuenta viable.
6.3.10 Preparacion del indculo

Los indculos se realizaron con las siguientes cepas: A. brasilense (Cd)
(American Type Culture Colection; ATCC 29710) crecida en medio liquido de Okon
et al. (1977) como control positivo. M. aminovorans (JRR22) (KT964148) y R.
pyridinivorans (JRR11) (KT985910), aisladas de raices de jojoba (Perez-Rosales et
al., 2017) fueron cultivadas por separado en medio minimo con metanol al 0.5%
(Fedorov et al., 2013). Todas las cepas fueron incubadas a 28 °C + 1 en agitacién
(120 rpm) durante 72 horas, hasta obtener una concentraciéon de 10® U.F.C. mL™?,
esto se determiné por densidad Optica, a través de las cinéticas de crecimiento

estandarizadas anteriormente.

6.4 Cultivo in vitro de jojoba

Los cultivos in vitro fueron derivados de plantaciones de jojoba en etapa
adulta ubicadas en el Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste (24° 8'7”-
110° 25’38”) en La Paz, Baja California Sur; que posteriormente fueron establecidos
en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con bencil amino purina (BAP 0.1uM), 3%
de sacarosa y 0.8% de agar. Las plantas se transfirieron cada 3 meses.
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6.4.1 Multiplicacién

Una vez obtenidos los brotes de 2 cm aproximadamente fueron transferidos
a frascos que contenian medio Murashige y Skoog con vitaminas del medio B5
(Gamborg et al., 1968) (MSG), suplementado con 4.44 uM de BAP de acuerdo a
Llorente et al. (2007). Los brotes fueron mantenidos en este medio durante un

periodo de 8 semanas.
6.4.2 Induccion de enraizamiento

Para esta etapa se utilizaron explantes con un nodo y dos yemas axilares, y
fueron cultivados en medio de induccion de enraizamiento (RIM) el cual fue
preparado usando medio MSG a la mitad de sales, 0.6% de agar, suplementado
con 49.2 uM IBA (acido indol butirico), el pH del medio fue ajustado a 5.8. Los
explantes fueron cultivados en este medio RIM por 6 dias (Carletti et al., 1998).

6.4.3 Biotizacion

Después de los seis dias los explantes fueron transferidos a medio MSG a la
mitad de sales y libre de hormonas, en este paso se realizo6 la inoculacion. Para lo
cual se adicioné 0.1 mL de cada cultivo bacteriano (10° UFC mL™?) en la base de
cada explante. Tratamientos sin inoculacién fueron tomados como controles. Los
cultivos fueron incubados en cdmaras de crecimiento a 28+2 °C bajo fotoperiodo de
16 h luz por 8 h de oscuridad durante y 60 dias.

6.4.4 Pre-aclimatacion

Las plantas enraizadas se transfirieron a almacigos con sustrato estéril (peat
moss, perlita y suelo mezclado por partes iguales), las cuales fueron re-inoculadas
con 2 mL del cultivo bacteriano (10® UFC mL™?), dependiendo del tratamiento.
Posteriormente fueron colocadas en contenedores de plastico de 40 cm de largo,
20 cm de ancho y 15 cm de altura. Se incubaron en camaras de crecimiento a 28 +

2 °C bajo fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad por un periodo de 60 dias.
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6.5 Analisis de plantulas en etapa de enraizamiento y Pre-aclimatacion

6.5.1 Parametro de crecimiento

Durante la fase de multiplicacion se realizaron observaciones y evaluaciones
como altura de los explantes, niumero de brotes y coeficiente de multiplicacion (cm=

namero de brotes/nimero de plantas iniciales).

Al finalizar la etapa de enraizamiento (60 dias) y la etapa de pre-aclimatacion
(60 dias) se midié la longitud de tallo y longitud de raiz (ambas variables se midieron

con un vernier).
6.5.2 Clorofila a, B, total y carotenoides

Para la determinacion de pigmentos fotosintéticos se preparé un
homogeneizado de 0.3 g de hojas frescas con 10 mL de acetona al 80%,
posteriormente se centrifug6é a 12,000 x g por 10 min, y a continuacion se midié la
densidad o6ptica del sobrenadante a 480 y 510 nm para la cuantificacion de
carotenoides y a 645 y 663 nm para cuantificar el contenido de clorofila a, B y total
(Perveen et al., 2013). Todas las determinaciones se realizaron con el

espectrofotometro BioRad Modelo 550.
6.5.3 Actividad enzimatica

La determinacion de las enzimas se realiz6 en las etapas de in vitro y de pre-
aclimatacién; en hojas y raices. Para ello se seleccionaron tres plantas por
tratamiento para obtener un homogenizado. Para lo cual se tom6 0.5 g de cada
parte de las plantas y se agregaron 5 mL de la solucién amortiguadora de fosfatos
(0.1 M de fosfato (pH 7.0), 1.0 mM MgCl 10 mM EDTA) y 1% PVP
(polivinilpirrolidona). EI homogeneizado se centrifugd a 10,000 x g durante 15 min a
4 °C. El sobrenadante se utilizé para la determinacién de las proteinas totales y las
enzimas. La determinacion de proteinas totales solubles se realizé por el método de
Bradford (1976).
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6.5.3.1 Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)

La determinacion de SOD se realizo a través del sistema xantina/xantina
oxidasa. Se mezclaron 25 pL de la soluciéon de xantina oxidasa, 25 pL del extracto
de la muestra y 1450 uL de la solucion compuesta por 0.5 M de sodio carbonato
(pH 7.5), 0.1 mM de EDTA, 63 mM de nitroazul de tetrazolio (NBT), 1.5 mM de
xantina. La mezcla se leyé en un espectrofotometro a 560 nm (Jenway Modelo
6505) por 300 s. La actividad se expresé en U SOD.mg proteina® (Suzuki, 2000).

6.5.3.2 Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

Se determiné mediante la tasa de descomposicion del H202, cuantificando el
decremento de la absorbancia a 240 nm (Jenway Modelo 6505), para lo cual se
realiz6 una mezcla de 50 mM de amortiguador de fosfato (pH7.0) y 10 uL del
extracto de la muestra en un volumen total de 1.5 mL. La reaccion inici6 mediante
la adicién de 10 mM de H202. La actividad se expresé en U CAT.mg proteina (Aebi,
1974).

6.5.3.3 Peroxidasa (POX; EC 1.11.1.7)

La actividad se determiné mezclando 500 pL del extracto de las plantas con
1350 pL de agua destilada, 125 pL de 0.1 mM de buffer de fosfatos, 24.5 yL de H20:2
al 5% y 500 uL de 1 mM de pirogalol. La mezcla se ley6 en un espectrofotometro a
420 nm por 90 s (Jenway Modelo 6505) (Zhou y Leul, 1999). La actividad de POX
se expres6 en U POX.mg* proteina.

6.5.3.4 Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

La actividad se cuantifico6 monitoreando el decremento en la disminucion de
la absorbancia a 290 nm (Jenway Modelo 6505) durante 60 s, para lo cual se
preparé una mezcla que contenia 50 mM de buffer de fosfatos (pH 7.5), 0.5 mM de
ascorbato, 0.1 mM de H202, 0.1 mM de EDTA y 500 pL del extracto de la muestra.
El blanco se realizé adicionando buffer de fosfato en lugar de la muestra. La

actividad se expresé en U APX.mg proteina* (Chen y Asada, 1989).
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6.5.3.5 Fenilalanina amonio-liasa (PAL; EC 4.3.1.5)

La actividad de la PAL se realiz6 siguiendo el método descrito por Paynet et
al. (1971), mediante la medicion de la cantidad de acido trans-cinamico formado
leido a 290 nm (Beckman Couter Du 800). La reaccion se realiz6 con 100 pL del
extracto de la muestra, 900 uL de 6 mM de L- fenilalanina y 500 mM de Tris HCI (pH
8). La mezcla se colocé en un bafio de agua a 37 °C durante 70 min. La reaccion
se detuvo mediante la adicion de 50 uL de HCI 5 N. Se uso6 acido trans-cinamico (1
mg mL?) para la curva estandar, la actividad de PAL se expres6 como pg acido

trans-cindmico mint .mg proteina.
6.5.4 Andlisis de tejidos por microscopia Optica

Cinco plantas por tratamiento fueron fijadas en FAA (etanol 96°: agua
destilada: formaldehido: acido acético, 10:7:2:1). Las Hojas fueron deshidratadas e
incluidas en parafina. Se realizaron cortes transversales (40 um) con un micrétomo
LEICA® RM 2155 (Larraburu et al., 2010). Para eliminar la parafina, las muestras
fueron sumergidas en xilol al 100%, posteriormente fueron tefiidas con safranina-
verde rapido. Se realizaron mediciones de grosor de la epidermis adaxial y abaxial;
grosor del parénquima empalizado y parénquima esponjoso, por medio sistema de

analisis de imagenes (ImagePro-Plus Media, Cibernetics).

6.6 Disefio experimental

Se realizaron diferentes disefios experimentales, de acuerdo a cada etapa de

la investigacion, los cuales se describen a continuacion:

1. En cada sitio de muestro se seleccionaron 4 plantas al azar dos plantas
femeninas y dos plantas masculinas.

2. En la etapa de caracterizacion de las cepas aisladas, se establecié un disefio
experimental completamente al azar, donde cada caja de Petri fue

considerada como una unidad experimental con tres repeticiones cada una.
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3. El establecimiento de los cultivos in vitro, en las camaras de crecimiento, asi
como de los almacigos en la etapa de pre-aclimatacion; fue a través de un
disefio experimental de bloques al azar con arreglo factorial de 2X5X3, donde
los factores fueron: los dos genotipos de jojoba (plantas masculinas y
femeninas), la inoculacion de las cepas [A. brasilense (Cd), M. aminovorans
(JRR22) R. pyridinivorans (JRR11) y la combinacién de las dos ultimas] cuya
combinacion da un total de 10 tratamientos; cada tratamiento conté con 20
plantas y el experimento fue repetido tres veces.

Para el analisis de la concentraciébn de pigmentos y enzimas se tomaron cinco
plantas por tratamiento con el objetivo de realizar una mezcla, cada muestra conto
con tres repeticiones.

Las mediciones realizadas en los cortes histologicos, se realizaron cinco mediciones

al azar de cada laminilla y cinco mediciones por tratamiento

6.7 Andlisis estadistico

Primeramente, los datos fueron analizados para comprobar su distribucion
normal, a través de la prueba Shapiro Wilks con un nivel de significancia del 95% a
través del paquete estadistico STATISTICA 6.0 (Stat Soft, 1999).

Para determinar las diferencias significativas de la densidad de poblaciones de
bacterias endodfitas se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via y prueba
de comparacién de medias de Tukey (p< 0.05); a través del paquete estadistico
STATISTICA 6.0 (Stat Soft, 1999).

En la etapa in vitro, se realizd una prueba t de Student, con una significancia de p<
0.05; para las variables de altura de planta y nUmero de brotes; a través del paquete
estadistico STATISTICA 6.0 (Stat Soft, 1999).

En las variables, longitud de plantas y longitud de raiz en etapa de enraizamiento y

pre-aclimatacion, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via y prueba
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de comparacién de medias de Tukey (p< 0.05); a través del paquete estadistico
STATISTICA 6.0 (Stat Soft, 1999).

En las variables de concentraciéon de pigmentos, actividad enzimatica y analisis
morfologico, se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) de dos via (plantas
femeninas y masculinas) y prueba de comparacion de medias de Tukey (p< 0.05);
a través del paquete estadistico STATISTICA 6.0 (Stat Soft, 1999).
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7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacion de los sitios de muestreo

Los resultados obtenidos del pH del suelo mostraron, que los sitios 2 y 10
presentaron los mas bajos de pH (6.15 y 6.18, respectivamente), mientras que en
los sitios 5 y 20 se registraron los valores mas altos (9.11 y 9.19 respectivamente).
Asi mismo, la concentracién de fésforo en el suelo se registré en un rango de 0.8 a
23.3 mg.kg?. El porcentaje de materia organica varié desde 0.2 hasta 8.1. Lo que
indica que las plantas de jojoba pueden adaptarse a diferentes caracteristicas fisico-

quimicas del suelo (Tabla I).

Tabla I. Propiedades fisico-quimicas del suelo de los sitios de muestreo.

Sitio  pH Foésforo % Mf'nltgria Sitio  pH Fosforo % Mgtgria
(mg/kg P) orgénica (mg/kg P) orgénica

1 6.96 23.3 0.3 15 752 13.8 0.7
2 6.15 5.6 0.3 16 8.43 3.2 2.1
3 6.92 19.9 0.3 17 6.85 7.8 0.7
4 6.25 9.1 1 18 8.09 9.9 1
5 9.11 0.8 0.3 19 7.63 10.3 3.4
6 8.45 7.8 2 20 9.19 2.7 0.7
7 7.97 2 1.5 21 881 5.9 1.9
8 8.3 4.4 1.2 22 8.47 7.1 1.9
9 7.75 8.7 2.9 23 8.2 3.6 4.8
10 6.18 11.9 1.2 24 8.58 6.1 0.4
11 6.96 14 2.2 25 7.07 11.2 4.3
12 8.42 11.7 0.2 26 7.65 11.1 8.1
13 851 9.3 0.8 27 8.72 4.6 1
14 8.12 9.9 2.4

Los resultados de textura del suelo indicaron que los sitios 23, 25, 26 y 27 se
caracterizaron por tener mayor porcentaje de limo fino; el sitio 9 se caracterizé por
tener mayor porcentaje de limo mediano, mientras que el sitio 14 mayor porcentaje
de limo grueso. Los sitios 7 y 11 presentaron mayor porcentaje de arena muy fina;

mientras que sitios que se encontraban cerca de la costa, como es el caso de los
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sitios: 1, 12, 15, 18 y 24 presentaron mayor porcentaje de arena fina. Los sitios 2,
8, 10 y 13 presentaron mayor porcentaje de arena mediana. Los sitios 3, 4, 5, 6, 11,
16, 17 y 21 presentaron mayor porcentaje de arena gruesa, y los sitios 20 y 22

fueron los que mostraron mayor porcentaje de arena muy gruesa (Tabla II).

Tabla Il. Analisis de textura del suelo de los sitios de muestro, de acuerdo al
porcentaje de tamafio de particula

- _I_imo L"T‘O Limo Afe”a MUY ArenaFina  Arenamediana Arena Gruesa Arena muy
Sitio ﬂ”loGS a"g‘_";‘ﬁ) (ﬁr?%szi) f'rf;éfs T (125-250y)  (250-500) (500 - 1000}) gruezsoaoglu(;oo ;
1 6.35 4.48 9.18 17 20.23 16.62 15.34 2.57
2 8.16 5.65 6.9 13.97 19.43 20.43 15.6 4.56
3 5.04 3.57 5.07 10.47 14.73 20.94 25.64 7.88
4 15.63 5.94 3.71 6.38 10.44 18.62 22.16 2.39
5 12.11 8.56 6.91 8.41 9.00 13.17 20.67 12.34
6 14.73 11 12.98 13.64 9.27 12.32 15.86 1.38
7 13.27 10.87 13.02 17.56 16.39 12.97 8.6 1.59
8 6.22 5.51 6.11 10.72 19.95 20.62 13.68 11.04
9 14.47 18.03 17.98 10.69 5.39 5.42 9.26 11.38
10 7.35 8.15 13.54 17.59 15.75 17.67 15.59 0.42
11 8.04 8.77 10.85 10.78 8.91 12.02 22.82 10.04
12 5.12 3.11 4.31 12.35 32.97 32.88 6.96 0
13 6.53 5.98 9.03 15.5 19.13 21.36 16.85 1.41
14 16.17 19.69 21.04 15.35 10.18 11.18 2.3 0
15 8.17 7.13 10.2 16.04 20.44 20.29 12.23 0.4
16 3.55 2.93 341 5.11 7.65 13.81 30.99 20.54
17 3.12 2.77 3.72 4.99 6.56 10.45 41.54 13.67
18 10.06 11.86 15.77 17.01 21.11 17.2 2.61 0
19 12.34 12.38 14.18 14.47 11.65 12.09 13.72 2.67
20 2.3 2.43 3.99 5.43 10.05 16.16 20.31 25.22
21 3.69 2.74 2.69 2.63 3.79 9.68 31.88 26.79
22 5.38 5.45 5.76 6.51 7.12 6.85 12.71 31.97
23 20.67 15.55 13.56 11.76 7.97 5.76 8.7 4.37
24 6.67 6.74 11.59 19.15 26.97 18.53 6.88 0
25 15.58 15.31 15.29 11.09 6.5 8.0 12.88 6.57
26 17.64 14.82 17.77 16.17 8.49 6.6 7.33 2.32
27 35.99 23.53 11.39 7.06 6.38 2.87 0 0
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7.2 Poblacion de endoéfitos

Se encontré que las U.F.C., estuvieron en un rango de 3.04 a 5.33, en raices
de jojoba, encontrando diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios de
muestreo en base a la prueba de Tukey (Fig. 5). En los sitios 13 y 19 se registro la
mayor densidad de enddfitos, mientras que en los sitios 8 y 20 presentaron las

poblaciones mas baja de enddfitos.

(o]
1

N a
5 a
o5
© b
9 be cd be cd £
ef de € fgh
§4_efg g h ef Ch ifgh efg fgh fgh ghg
o i i ik
g,_ ki
o3
T
2
92
Q
o]
=
g1
L
=
0_
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Sitios de muestreo

Figura 5. Poblacion de bacterias endéfitas en los sitios de muestreo. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) prueba Tukey. Cada valor
representa tres repeticiones en cada sitio de muestreo. Barras de error + indican
desviacion estandar.

7.3 Aislamiento y caracterizacion de bacterias endoéfitas

Basados en la diferencia morfolégica colonial se obtuvo un total de 101
aislamientos diferentes, de los cuales 24 fueron identificados presuntivamente como
actinomicetos de acuerdo a las caracteristicas morfoldgica y tincion de Gram. En
relacion a la morfologia celular se encontraron principalmente bacilos y cocobacilos
de diferentes tamafios. Los resultados obtenidos de las pruebas para determinar si
las cepas aisladas presentaban algin mecanismo de promocion de crecimiento en
plantas, mostraron que todas las cepas presentaban al menos un mecanismo (Tabla

).
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Tabla lll. Caracterizacién de bacterias enddfitas aisladas de raices de jojoba.

Cepa Sitio de Forma Gram Solubi]izacién Fij_ac'i(’)n de AlA Sidersforos  ACCD Antagonism
colecta de fosforo nitrégeno  (ug/mL) o

Bacilos

JRP1 5 delgados - ++ - 0.1 - - +

JRP2 5 Bacilos cortos - + - - + - +
Bacilos

JRP3 5 delgados - + - - - - -

JRP4 4 Bacilos largos - + - - - - -
Bacilos

JRP5 4 delgados - + + 5.4 + - -
Bacilos

JRP6 3 delgados - + - - - - -
Bacilos

JRP7 3 delgados - + - - - - -
Bacilos

JRP8 3 delgados - + - - - - -
Bacilos cortos y

JRP9 2 delgados - + - - - - -
Bacilos

JRP10 2 delgados - + + 3.2 + + +

JRP11 2 Bacilos largos - + - - + - +

JRP12 1 Bacilos largos - + + 0.3 + + +
Bacilos

JRP13 1 medianos - + - - + - +
Bacilos

JRP14 1 delgados - + - - - - -
Bacilos

JRP15 7 delgados - + - - - - -

JRP16 8 Cocobacilos - + + - + + +
Bacilos

JRP17 8 medianos - + - - + - -
Bacilos

JRP18 9 medianos - + + 0.4 + + -
Bacilos largos y

JRP19 9 delgados - + - 4.25 + - +

JRP20 9 Bacilos cortos - + - 0.4 + - +
Bacilos

JRP21 11 pequefios - + - 0.6 - - -

JRP22 11 Bacilos largos - + + 0.19 + + -

JRP23 12 Bacilos largos - + + 0.1 + + +
Bacilos

JRP24 12 pequefios - + + 0.9 - + -

JRP25 12 Bacilos largos - + + 0.6 - + -
Bacilos

JRP26 9 pequefios - + + 0.1 - + +
Bacilos

JRP27 9 medianos - + + - - + +
Bacilos

JRP28 13 pequefios - ++ - 0.8 - - -
Bacilos

JRP29 13 pequefios - + - 0.1 - - +
Bacilos

JRP30 14 pequefios - + + - - + -
Bacilos

JRP31 14 pequefios - + + - - + -

JRP32 15 Bacilos largos - + - 0.18 - - -
Bacilos

JRP33 16 pequefios - + - 0.21 - - +
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Cepa Sitio de Forma Gram Solubijizacién Fij_ac’ic')n de AlA Sideréforos  ACCD Antagonism
colecta de fésforo nitrégeno  (ug/mL) o]
JRP34 16 Bacilos largos - + + 0.21 - + -
Bacilos
JRP35 17 medianos - + + 0.17 + + -
Bacilos
JRP36 18 medianos - + + 0.1 + + -
JRP37 18 Bacilos largos - + + 0.8 - + +
JRP38 19 Bacilos largos - + + 0.3 - + +
JRP39 20 Bacilos largos - ++ + 0.1 + + +
JRP40 20 Bacilos largos - + + - + + -
JRP41 21 Bacilos largos - + - - + - -
JRP42 22 Bacilos largos - + - - - - -
JRP43 22 Bacilos largos - + - - - - -
JRP44 25 Bacilos largos - + - - - - -
JRP45 25 Bacilos largos - + - - - - -
JRP46 27 Bacilos largos - + + - - + -
JRP47 27 Bacilos largos - + - - - - -
Bacilos
JRR1 2 pequefios - - + 0.3 + + +
Bacilos
JRR2 2 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR3 4 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR4 5 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR5 6 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR6 6 pequefios - + + 0.12 + - -
Bacilos
JRR7 6 pequefios - - + 0.3 - - +
Bacilos
JRR8 7 pequefios - + + 0.4 - - +
JRR9 8 Bacilos largos - - + - - + +
Bacilos
JRR10 9 pequefios - + + - + - +
Bacilos
JRR11 9 pequefios - + + 0.28 - + +
Bacilos
JRR12 10 delgados - + + 0.4 + - +
Bacilos
JRR13 12 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR14 14 delgados - - + - + - -
Bacilos
JRR15 15 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR16 15 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR17 16 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR18 17 pequefios - - + - - - -
Bacilos
JRR19 18 pequefios - - + - - - -
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Cepa Sitio de Forma Gram Solubijizacién Fij_ac’ic')n de AlA Sideréforos  ACCD Antagonism

colecta de fésforo nitrégeno  (ug/mL) o]
Bacilos

JRR20 20 pequefios - + + 0.1 - + -
Bacilos

JRR21 20 pequefios - - + - - - -
Bacilos

JRR22 20 pequefios - + + 0.3 + + +
Bacilos

JRR23 21 pequefios - - + - - - -
Bacilos

JRR24 22 pequefios - - + 0.12 - - -
Bacilos

JRR25 23 pequefios - - + 0.4 - - +
Bacilos

JRR26 24 pequefios - - + 0.7 + - +
Bacilos

JRR27 24 pequefios - + + - - - -
Bacilos

JRR28 24 pequefios - - + 0.8 - - +
Bacilos

JRR29 25 pequefios - + + 0.22 + - +
Bacilos

JRR30 26 pequefios - - + 0.5 - - -
Bacilos

JRA1 1 ramificados + + + 0.18 - + -
Bacilos

JRA2 1 ramificados + - - 0.7 - + -
Bacilos

JRA3 1 ramificados + + - 0.17 + - +
Bacilos

JRA4 1 ramificados + + + 0.6 + + -
Bacilos

JRAS5 1 ramificados + - - 0.13 - + -
Bacilos

JRAG6 5 ramificados + + - 0.8 - - -
Bacilos

JRA7 9 ramificados + + - 0.7 + - +
Bacilos

JRA8 10 ramificados + + + 0.3 - + -
Bacilos

JRA9 12 ramificados + + - 0.6 - - -
Bacilos

JRA10 12 ramificados + + + 0.21 - + +
Bacilos

JRA11 12 ramificados + - - 0.9 + + +
Bacilos

JRA12 14 ramificados + - - 0.8 - - -
Bacilos

JRA13 15 ramificados + - - - - - -
Bacilos

JRA-14 17 ramificados + + - 0.5 + - +
Bacilos

JRA15 16 ramificados + - - - - - -
Bacilos

JRA16 21 ramificados + + - - - - +
Bacilos

JR-17 21 ramificados + + - 0.4 - - +
Bacilos

JRA18 20 ramificados + - - 0.8 - - +
Bacilos

JRA19 21 ramificados + + - 0.1 - - +
Bacilos

JRA20 26 ramificados + + - 0.7 - - -
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Cepa Sitio de Forma Gram Solubi]izacién Fij_acjén de AlA Sider6foros ACCD Antagoni
colecta de fésforo nitrébgeno  (pg/mL) smo

Bacilos

JRA21 26 ramificados + - - - -
Bacilos

JRA22 27 ramificados + - - - -
Bacilos

JRA23 27 ramificados + + 0.4 - - -
Bacilos

JRA24 27 ramificados + 0.3 - - -

7.3.1 Solubilizacién de fosforo in vitro

Para determinar la capacidad de las cepas para solubilizar fosfato se utilizé

un medio que contenia Cas(PO4)2 como unica fuente de fosforo. De los 101

aislamientos sélo 56 bacterias y 10 actinomicetos crecieron bien en este medio,

formando un halo de solubilizacion alrededor de las colonias (Fig. 6), de las cuales

las cepas JRP1, JRP28 y JRP39 presentaron el mayor halo de solubilizacién (Tabla

).

Figura 6. Halo de solubilizacion producido por las cepas JRP1y JRP2.

7.3.2 Fijacion de nitrégeno

En la prueba de fijacion de nitrégeno solo 51 bacterias y 4 actinomicetos

fueron capaces de crecer y formar una pelicula en el medio libre de nitrégeno

semisolido afirmando su capacidad de fijar nitrégeno (Fig. 7, Tabla III).



38

Figura 7. Crecimiento de las cepas en medio semisolido libre de nitrogeno. Flechas
indican la formacién de una pelicula.

7.3.3 Produccién de AIA

La capacidad de produccion de auxinas, fue positiva en 37 cepas de bacterias
y 19 actinomicetos. Entre estas la mayor produccién fue observada en las cepas

JRP 5, JRP 10, JRP19 (Fig. 8, Tabla III).

Figura 8. Produccion de acido indol-acético; el color rosa muestra la produccion de
la hormona.

7.3.4 Produccién de sider6foros

La produccion de sideréfos se realizé en el medio CAS. Un total de 38 cepas

de bacterias y 5 actinomicetos, formaron un halo alrededor de las colonias en este
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medio, por lo que se considera como produccion de sideréforo positiva (Fig. 9, Tabla

).

Figura 9. Halo alrededor de la colonia indica que la bacteria produce sideroforos.

7.3.5 Actividad acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa

De un total de 101 cepas enddfitas asociadas a las raices de jojoba, so6lo 31
cepas de bacterias y 7 actinomicetos crecieron en medio de agar DF modificado con

ACC (Fig. 10), lo que indica que tienen la actividad de la enzima ACC desaminasa
(Tabla ).

Figura 10. Prueba de produccion de ACC-desaminasa, si la bacteria crece en el
medio se toma como positiva.
7.3.6 Actividad antagonista

En relacion a la actividad antagonista 39 cepas de bacterias y 9 actinomicetos
fueron capaces de inhibir el crecimiento de Alternaria sp. (Fig. 11) del total de
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bacterias solo 10 presentaron la mayor inhibicién en el crecimiento del hongo

patégeno (Tabla ).

Figura 11. Confrontacion de las bacterias endéfitas contra el hongo Alternaria sp.

7.4 ldentificacion de las cepas aisladas

De todos los aislamientos, s6lo ocho presentaron el mayor namero de

caracteristicas para estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas. La

identificacion se realizd a través de 16S rRNA. Los aislamientos bacterianos fueron

identificados como especies de los géneros Bacillus,

Rhodococcus, Streptomyces y Oceanobacillus (Tabla IV).

Methylobacterium,

Tabla IV. Identificacién de 8 cepas bacterianas aisladas en raices de jojoba. Se
utilizé la secuenciacion parcial de la region 16S rRNA.

GenBank

Cepa Orden Identificacion _
Accession No.

JRP5 Bacillales Bacillus sp. KT964149
JRP12 Bacillales Bacillus sp. KR815510
JRP19 Bacillales Bacillus sp. KT964150
JRP39 Bacillales Bacillus sp. KR815511
JRR22 Rhizobiales Methylobacterium aminovorans KT964148
JRR11  Actinimycetales Rhodococcus pyridinivorans KT985910
JRA3 Actinimycetales Streptomyces sp. KT964152
JRAS8 Bacillales Oceanobacillus kimchii KT964151



http://en.wikipedia.org/wiki/Rhizobiales
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El andlisis filogenético ubicaron a los aislados JRP5, JRP12, JRP19 y JRP39,
en el clado de los Bacillus, con un valor soportado de hasta el 97%, mientras que la
cepa JRR22 presento mayor similitud con Methylobacterium aminovorans. Las
cepas JRR11 y JRA 3 pertenecen al orden de los Actinimycetales, la cepa JRAS,
pertenece al género Oceanobacillus, mismo que se encontrd cerca al clado de los

Bacillus (Fig. 12). Asi mismo se observa la formacion de 6 grupos.

ao— Methylobacterium aminovorans (HF570079.1)
1001 Methylobacterium aminovorans strain UPYWIMM3 (KP186141.1)
JRR 22 (KT964148)

3g| JRP12 (KR§15510)
Bacillus licheniformis strain B37 (JX105529.1)
Bacillus licheniformis strain KA2 (KF424263.1)
— I JRP19 (KT964150)
Bacillus cereus strain KAVKS (KP792776.1)

kTl Bacillus cereus strain TF3-5 (KJ127229.1)
97| JRP 39 (KR815511)
) JRP 5 (KT964149)

Oceanobacillus kimchii strain M10 (KR606391.1)
Oceanobacillus kimchii (LN558418.1)
L JRA 8 (KT964151)
79, JRR 11 (KT985910)
Rhodococcus pyridinivorans strain APJ (KP055054.1)

100 JRA 3 (KT964152)
aq|; Streptomyces africanus strain NBRC 101005 (NR 112600.1)

611 Streptomyces africanus strain CPJVR-H (NR 025722.1)

0.1

Figura 12. Filogenia de bacterias enddfitas de S. chinensis por secuencias de 16S
rRNA. Los nimeros en los nodos indican el nivel de apoyo de arranque, con base
en el andlisis de vecino mas cercano. La barra de escala indica 0.1 tasas de cambio.

7.5 Cinéticas de crecimiento

Cada una de las 8 cepas seleccionadas con el mayor numero de
caracteristicas de promocion de crecimiento en plantas; fueron inoculadas en
cultivos in vitro de jojoba, para observar su efecto en las plantas, pero sélo dos de

estas cepas presentaron resultados positivos en el crecimiento de las plantas. A
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estas dos cepas, se les realizaron cinéticas de crecimiento. Los resultados
obtenidos mostraron que la cepa M. aminovorans (JRR 22) a las 12 h mostré un
crecimiento acelerado, pero hasta las 56 h su crecimiento disminuyo, a las 72 h su
crecimiento fue minimo (Fig. 13 A). La cepa R. pyridinivorans (JRR11), present6 un
crecimiento mas rapido que JRR22, aunque también su crecimiento disminuyo a las
56 h, a las 72h fue minimo (Fig. 13 B).
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Figura 13. Cinéticas de crecimiento. Cepas cultivadas en medio minimo con 0.5%
de metanol A) M. aminovorans (JRR22), B) R. pyridinivorans (JRR11).

7.6 Etapa in vitro de jojoba

En relacién a la altura de planta en los cultivos in vitro de jojoba, se observé
gue en plantas femeninas y masculinas no se encontraron diferencias significativas
de acuerdo a la prueba t (p<0.05) (Fig. 14). Sin embargo, en el nimero de brotes
por explante, las plantas de sexo masculino presentaron el mayor namero de brotes
por planta (4.3+0.48), encontrando diferencias significativas de acuerdo a la prueba

t, con respecto a las plantas femeninas (2.1+0.56) (p<0.05) (Fig. 14).
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Figura 14. Cultivos in vitro de jojoba en la etapa de multiplicacion. n=10 plantas,
letras mindsculas diferencias estadisticas significativas (p< 0.05), de altura de
planta, de acuerdo a la prueba t de Student en altura de plantas; letras mayusculas
diferencias significativas (p< 0.05), de niumero de brotes, de acuerdo a la prueba de
t de Student en numero de brotes.

7.6.1 Etapa de enraizamiento

A los 45 dias, cuando se obtuvo el mayor niumero de brotes, las plantas
fueron colocadas en el medio de enraizamiento (RIM), fue en este paso donde se
realizé la inoculacion de las cepas seleccionadas. Después de 60 dias se evaluo la
altura de la planta y longitud de raiz. Los resultados obtenidos demostraron que la
inoculaciéon con las cepas A. brasilense (Cd) M. aminovorans (JRR 22) y R.
pyridinivorans (JRR 11) y la combinacion entre JRR11 y JRR22, incrementaron el
crecimiento en plantas y la longitud de raices de jojobas con respecto al control,

tanto en plantas del sexo femenino como el sexo masculino (Tabla V).
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Tabla V. Altura de brotes y raices de plantas femeninas y masculinas de jojoba
inoculadas con suspension de bacterias en condiciones in vitro.

Sexo Tratamientos  Altura de las plantas (cm) Longitud de la raiz (cm)

Masculino Control 2.4+0.22b 24+021b
Cd 402+043a 4.02+0.18a
JRR22+JRR11 412+0.25a 4.12+0.13a
JRR22 424+0.32a 4.38+£0.08 a
JRRb11 4.38+0.27 a 4.24 +0.08 a

Femenino Control 3.2+0.13B 412+0.13C
Cd 486+0.11A 454+0.118B
JRR22+JRR11 438+ 0.18 A 5+0.18A
JRR22 5+02A 52+02A
JRR11 492+ 0.30 A 504030 A

Letras mindsculas indican diferencias significativas entre tratamientos del sexo masculino y letras mayusculas
indican diferencias significativas entre tratamientos del sexo femenino (p< 0.05 por Tukey).

7.6.2 Clorofila a, B, total y carotenoides en etapa de enraizamiento

En la etapa de enraizamiento in vitro, en los andlisis de clorofila a se
encontraron diferencias significativas (p< 0.05 de acuerdo con la prueba Tukey),
entre las plantas que fueron inoculadas y el control; asi mismo, la mayor
concentracion de clorofilas fue en plantas masculinas inoculadas con la cepa R.
pyridinivorans (JRR11) (Figs. 15 A, By C). En relacion a la concentracion de clorofila
B vy clorofila total, las plantas masculinas inoculadas con la cepa R. pyridinivorans
(JRR11) presentaron mayor concentracién de estos pigmentos en comparacion con

el control (Figs.15 By C) (p< 0.05 de acuerdo con la prueba Tukey).

Los carotenoides en plantas inoculadas presentaron mayor concentracion en
comparacion con el control (p< 0.05 de acuerdo con la prueba Tukey), sin embargo
las plantas femeninas co-inoculas con la cepa M. aminovorans y R. pyridinivorans,

(JRR22 y JRR11) presentaron la mayor concentracion (Fig.15 D).
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Figura 15. Datos de la concentracion de clorofila a (A), clorofila B (B), clorofila total
(C), carotenoides (D) en etapa de enraizamiento inoculadas con bacterias endofitas.
Los valores son las medias + D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (p<0.05).

7.6.3 Actividad enzimatica en la etapa de enraizamiento

La actividad de la enzima SOD en hojas de plantas inoculadas con la cepa
M. aminovorans (JRR22) presentaron mayor actividad en comparacién con el
control, tanto en plantas femeninas como en masculinas (de acuerdo con la prueba
Tukey p<0.05) (Fig. 16 A). En raices, el tratamiento control de las plantas femeninas
presentd la mayor actividad de esta enzima, encontrando diferencias significativas
con respecto a los otros tratamientos (de acuerdo con la prueba Tukey p< 0.05) (Fig.
16 B).
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Figura 16. Actividad de superoxido dismutasa (SOD) de plantas femeninas y
masculinas de jojoba en etapa de enraizamiento, inoculadas con bacterias
enddfitas. A) andlisis en hojas, B) analisis en raices. Los valores son las medias +
D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey (p=< 0.05).

La actividad de la enzima CAT fue mas alta en hojas que en raices (Fig. 17
Ay 17 B). En hojas la mayor actividad de esta enzima se presentd en el tratamiento
inoculado con la cepa de A. brasilense (Cd) de plantas femeninas, encontrando
diferencias significativas (p<0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey. Mientas que
la menor actividad se present6 en el tratamiento donde se realiz6 co- inoculacién en
plantas de ambos sexos. En raices la actividad enzimatica fue mayor en plantas
femeninas que en masculinas, excepto en el tratamiento donde se inoculé la cepa
M. aminovorans (JRR22) encontrando diferencias significativas de acuerdo con la
prueba de Tukey (p< 0.05) (Fig. 17 B).



a7

[
[=4
(=}

A) B)

® Masculinas ® Femeninas

B Masculinas ® Femeninas

1000

800 -

proteina 1)
[=2)
(=1
(=]

400

de de

Actividad especifica CAT U (mg

200 4

N a \! 2 \ o o A o AN
o ¢ ww“‘ R o™ ‘&xﬁ‘" e o
W ‘A
W N

Figura 17. Actividad de la enzima catalasa (CAT) en plantas femeninas y
masculinas de jojoba en etapa de enraizamiento inoculadas con bacterias enddfitas.
A) analisis en hojas, B) analisis en raices. Los valores son las medias + D.E. (n=5).
Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p<
0.05).

La actividad de la enzima POX en hojas, presentd mayor actividad en el
tratamiento donde se realizé la co-inoculacion en plantas de ambos sexos, mientras
que el control de plantas masculinas presenté la menor actividad enziméatica
encontrando diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p< 0.05)
(Fig. 18 A). En raices, las plantas femeninas que fueron co-inoculadas presentaron
la mayor actividad enzimatica, mientras que, las plantas inoculadas con las cepas
JRR11 y JRR22 por separado, presentaron la actividad enzimaticas mas baja;
encontrando diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (p< 0.05).
En plantas masculinas la actividad més alta fue en el control, y los tratamientos
donde se inocularon las cepas A. brasilense (Cd) y M. aminovorans (JRR22); la
actividad mas baja se registrdo en el tratamiento donde se inocul6 la cepa R.
pyridinivorans (JRR11) (Fig. 18 B).
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Figura 18. Actividad de la enzima peroxidasa (POX) en plantas femeninas y
masculinas de jojoba en etapa de enraizamiento inoculadas con bacterias enddfitas.
A) andlisis en hojas, B) andlisis en raices. Los valores son las medias + D.E. (n=5).
Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey
(p=<0.05).

En hojas y raices de jojoba, se encontrd que la actividad de la enzima APX,
fue mayor en plantas masculinas que en plantas femeninas, encontrando
diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey (Fig. 19 Ay
19 B). En hojas, el tratamiento donde se realizé la co-inoculacion presento la mayor
actividad de esta enzima en plantas de ambos sexos, encontrando diferencias
significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey (Fig. 19 B). Mientras que
en raices de plantas masculinas mostraron mayor actividad enzimatica en el
tratamiento donde se realizé la co-inoculacién, encontrando diferencias
significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey. En plantas femeninas el
tratamiento donde se inoculé la cepa A. brasilense (Cd) se observo la mayor
concentracion, encontrando diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la
prueba Tukey (Fig. 19 B).



49

45 A) a 'Masculinas ®Femeninas | = B) H Masculinas ®Femeninas

APx puM min - mg! proteina

» d \ 1 \!
o’ ¢ 3?3‘\ 3?31 3?3‘\

vf(
)

Figura 19. Actividad de la enzima ascorbato peroxidasa (APx) en plantas femeninas
y masculinas de jojoba en etapa de enraizamiento inoculadas con bacterias
enddfitas. A) analisis en hojas, B) andlisis en raices. Los valores son las medias +
D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey (p< 0.05).

La actividad de la enzima PAL en hojas fue menor en los tratamientos en los
cuales se inoculd alguna bacteria, excepto en plantas femeninas inoculadas con la
cepa M. aminovorans (JRR22) (Fig. 20 A). En raices, las plantas femeninas que
fueron inoculadas tuvieron una mayor actividad de la enzima PAL, excepto las
plantas donde se realiz6 la co-inoculacion (Fig. 20 B), mientras que en plantas
masculinas el tratamiento donde se realiz6 la co-inoculacion registré la mayor
actividad encontrando diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba
Tukey.
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Figura 20. Actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantas
femeninas y masculinas de jojoba en etapa de enraizamiento inoculadas con
bacterias enddfitas. A) analisis en hojas, B) analisis en raices. Los valores son las
medias = D.E. (n = 5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p< 0.05).

7.7 Etapa de pre-aclimatacion

Después de un periodo de 60 dias de cultivo in vitro las plantas fueron
transferidas a la etapa de pre-aclimatacion, donde se evalud altura de las plantas y
longitud de raiz (Fig. 21).

Figura 21. Plantas de jojoba en etapa de pre-aclimatacion.
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7.7.1 Parametros de crecimiento

Los resultados obtenidos en la altura de las plantas, confirmaron que la
inoculacion de bacterias endéfitas aumento el crecimiento de jojoba, encontrando
diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey; entre el control
y las plantas inoculadas, tanto en plantas femeninas como masculinas. La longitud
de raiz aumento en plantas inoculadas, en comparacion con plantas no inoculadas,
encontrando diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey
(Tabla VI). En el tratamiento donde se realiz6 la co-inoculacion se observo la mayor

altura de las plantas y longitud de raiz de plantas de ambos sexos.

Tabla VI. Altura de plantas y raices de plantas femeninas y masculinas de jojoba
inoculadas con suspension de bacterias en condiciones de pre-aclimatacion.

Altura de las Longitud de la raiz
Sexo Tratamientos plantas (cm) (cm)
Masculino Control 42+0.21b 48+0.35c
Cd 5.24 +0.27 a 5.62+0.08b
JRR11+JRR22 548x+0.13 a 6.37 £ 0.06 a
JRR22 5.14+0.38 a 5.78+0.08 b
JRR11 512+0.10a 59+0.2b
Femenino Control 422+0.22B 5.58+0.13D
Cd 4.62+0.23B 5.94+0.08 C
JRR11+JRR22 5.38+0.35A 6.7+0.12 A
JRR22 516+ 0.15A 6.44+0.13B
JRR11 52+0.18 A 6.5+0.12 AB

Letras minusculas indican diferencias significativas entre tratamientos del sexo masculino y letras mayusculas
indican diferencias significativas entre tratamientos del sexo femenino (p< 0.05 por prueba Tukey).

7.7.2 Clorofila a, B total y carotenoides en etapa de pre-aclimatacion

De acuerdo a los resultados obtenidos en la concentracion de clorofila a, B y
total se observo que las plantas masculinas presentaban mayor concentracion en
comparacion con las plantas femeninas, encontrando diferencias significativas (p<
0.05) de acuerdo con la prueba Tukey. En el analisis de la clorofila a, las plantas co-

inoculadas presentaron mayor concentracion de este pigmento en comparacion con
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el control (Fig. 22 A). El tratamiento donde se realiz6 la co-inoculacion registro los

valores mas altos en clorofila 8, de plantas masculinas (Fig. 15 A).

En relacion a la clorofila total, los tratamientos donde fueron inoculados por
bacterias presentaron los valores mas altos en comparaciéon con el control,
encontrando diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey. En
plantas femeninas y masculinas, el tratamiento donde se realiz6 la co-inoculacion
de las cepas JRR11 y JRR22 obtuvieron la mayor concentracidbn en comparacion
con el control (Fig. 22 C). En relacién a la concentracion de carotenoides, las plantas
inoculadas presentaron mayor concentracibn en comparacion con el control,
encontrando diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey
(Fig. 22 D). En plantas masculinas las plantas inoculadas con la cepa JRR11
registro el valor mas alto, mientras que en plantas femeninas, el tratamiento donde

se realizo la co-inoculacion registré el valor mas alto.
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Figura 22. Andlisis en la concentracion de clorofila a (A), clorofila B (B), clorofila
total (C), carotenoides (D) en etapa de pre-aclimatacion inoculados con bacterias
enddfitas. Los valores son las medias + D.E. (n=5). Letras diferentes indican
diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p< 0.05).
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7.7.3 Actividad enzimatica en la etapa de pre-aclimatacion

La actividad de la enzima SOD disminuyé en comparacion a la etapa de
enraizamiento, tanto en hojas como en raices. En la etapa de pre-aclimatacion los
tratamientos que registraron la mayor actividad enzimatica en hojas fueron donde
se realiz6 la co-inoculacién en plantas de ambos sexos; el tratamiento que fue
inoculado con la cepa M. aminovorans (JRR22) en plantas femeninas y los
tratamientos controles de ambos sexos; encontrando diferencias significativas (p<
0.05) de acuerdo con la prueba Tukey con los otros tratamientos (Fig. 23 A). En
raices, las plantas masculinas presentaron mayor actividad. Mientras que el
tratamiento control de plantas masculinas presenté la mayor actividad, encontrando
diferencias significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey. No obstante,
dentro de los tratamientos inoculados de plantas masculinas, el tratamiento donde

se realizo la co-inoculacion registré la mayor actividad (Fig. 23 B).
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Figura 23. Actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) de plantas
femeninas y masculinas de jojoba en etapa de pre-aclimatacion, inoculadas con
bacterias enddfitas. A) analisis en hojas, B) analisis en raices. Los valores son las
medias + D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p< 0.05).

De igual manera como sucedio en la etapa de enraizamiento, la actividad de

la CAT fue mas alta en hojas que en raices. Ademas los tratamientos: control, y los
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inoculados por las cepa A. brasilense (Cd) y M. aminovorans (JRR22) de plantas
masculinas presentaron mayor actividad en hojas tanto en las etapas de pre-
aclimatacion y de enraizamiento (Fig. 24 A). En raices la actividad de la enzima CAT
fue menor en comparacion con hojas, los tratamientos inoculados con A. brasilense
(Cd) y donde se realizd la co-inoculacién de plantas masculinas presentaron la
mayor actividad, encontrando diferencias significativas en los otros tratamientos
(p=<0.05) de acuerdo con la prueba Tukey (Fig. 24 B).
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Figura 24. Actividad de la enzima catalasa (CAT) de plantas femeninas y
masculinas de jojoba en etapa de pre-aclimatacion, inoculadas con bacterias
enddfitas. A) analisis en hojas, B) andlisis en raices. Los valores son las medias +
D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey (p<0.05).

La actividad de la enzima POX en hojas fue mayor en plantas masculinas
que en plantas femeninas; el tratamiento donde se inocul6 la cepa R. pyridinivorans
(JRR11), registro la mayor actividad, encontrando diferencias significativas (p< 0.05)
de acuerdo con la prueba Tukey, en comparacion con los otros tratamientos (Fig.
25 A). En raices la actividad enziméatica fue menor en comparacion con hojas; sin
embargo el tratamiento donde se realiz6 la co-inoculacion de plantas de ambos
sexos presentd la mayor actividad, encontrando diferencias significativas (p<0.05)

con respecto a los otros tratamientos de acuerdo con la prueba Tukey (Fig. 25 B).
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Figura 25. Actividad de la enzima peroxidasa (POX) de plantas femeninas y
masculinas de jojoba en etapa de pre-aclimatacion, inoculadas con bacterias
enddfitas. A) analisis en hojas, B) andlisis en raices. Los valores son las medias +
D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey (p= <0.05). Entre la inoculacion de bacterias por cada 6rgano analizado.

La actividad de la APx, disminuy6 en la etapa de pre-aclimatacién comparado
con la etapa de enraizamiento. En hojas, la actividad de esta enzima fue mayor en
plantas del sexo masculino que femenino, encontrando diferencias significativas (p<
0.05) de acuerdo con la prueba Tukey. Sin embargo, el tratamiento donde se inoculé
la cepa R. pyridinivorans (JRR11) presento la mayor actividad (Fig. 26 A). En raices
la actividad de la APx fue mayor en plantas de sexo masculino que femenino. El
tratamiento control fue donde se encontré la mayor actividad con diferencias

significativas (p< 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey (Fig. 26 B).
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Figura 26. Actividad de la enzima ascorbato peroxidasa (APX), de plantas
femeninas y masculinas de jojoba en etapa de pre-aclimatacion inoculadas con
bacterias enddfitas. A) andlisis en hojas, B) analisis en raices. Los valores son las
medias + D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p< 0.05).

En la actividad de la enzima PAL en hojas, se encontré que las plantas
masculinas inoculadas con las cepas A. brasilense (Cd) y R. pyridinivorans (JRR11),
fue la mayor actividad; mientras que en plantas femeninas con los mismos
tratamientos la actividad de esta enzima fue la menor registrada, encontrando
diferencias significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey (Fig. 27 A). En
raices la actividad fue menor en comparacion con hojas; el tratamiento control de
plantas masculinas, presenté mayor actividad, observando diferencias significativas
con respecto a los otros tratamientos (p < 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey
(Fig. 27 B).
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Figura 27. Actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) de plantas
femeninas y masculinas de jojoba en etapa de pre-aclimatacién, inoculadas con
bacterias enddfitas. A) analisis en hojas, B) analisis en raices. Los valores son las
medias £ D.E. (n=5). Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p< 0.05).

7.8 Cortes histologicos de etapa in vitro y pre-aclimatacion

Las plantas de jojoba en etapa de enraizamiento in vitro, presentaron una
longitud de la epidermis adaxial con valores de 10. 22 a 15.21 ym (Tabla VII). Las
plantas femeninas inoculadas presentaron mayor longitud de la epidermis adaxial,
en comparacion con plantas masculinas, encontrando diferencias significativas (p <
0.05) de acuerdo con la prueba Tukey (Fig. 28). Plantas masculinas y femeninas
inoculadas con la cepa R. pyridinivorans (JRR11) registraron el valor mas alto en
este parametro. En la longitud de la epidermis abaxial, no se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey entre plantas masculinas y
femeninas. En plantas masculinas se encontraron diferencias significativas entre el
tratamiento con JRR22 y control (p < 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey (Tabla
VII). Sin embargo, en plantas femeninas donde se realiz6 la co-inoculacion,
presento la mayor longitud de la epidermis abaxial, observando diferencias
significativas con respecto al control (p < 0.05) de acuerdo con la prueba Tukey (Fig.
29).
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Tabla VII. Analisis morfométrico de cortes histoldgicos de hojas de plantas de jojoba
en etapa de enraizamiento in vitro y pre-aclimatacion: control e inoculadas con
bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Epidermis

Epidermis

Parénquima

Parénquima

Etapa Sexo Tratamientos adaxial (um)? abaxial (um) @ empalizgdo (um) esponjoso (um) @
Control 11.87 £1.52 cde 12.58 £ 1.38ab 108.01 + 5.944a 145.23 £ 5.58a
é Cd 11.42 +1.34de 12.28 + 1.84ab 91.52 +5.54d 115.88 £ 4.10c
.% % JRR11+JRR22 11.70 £1.39cde 12.07 £ 1.58ab 68.99 + 5.48f 66.21 £ 4.59¢g
£ = |JRR22 10.22 + 1.26f 10.79 + 1.49d 96.71 + 4.07bc 91.28 +5.90e
% JRR11 12.53 +1.49c 11.59 £ 1.21bcd 99.86 £ 5.57b 97.23 £5.0d
% Control 11.163 + 1.32ef 10.65+1.32d 55.47 +3.13g 61.45 + 3.84h
'g o Cd 12.43 £+ 0.87cd 12.98 + 1.53a 83.45 + 4.32¢ 84.57 + 3.0f
LICJ g JRR11+JRR22 15.21+1.12a 13.03 £ 1.76a 99.58 + 4.09b 128.55 + 4.89b
% JRR22 12.09 + 1.84cde  10.94 + 1.50cd 92.75+6.74cd  100.052 + 6.66d
L | JRR11 14.07 £ 1.00b 12.27 + 1.54ab 71.80 + 4.16f 98.08 +4.19d
Control 9.10 £ 1.44E 9.53 £ 1.87F 71.60 £ 6.35F 77.40 £ 6.8E
é Cd 12.45 £ 1.92AB 14.27 £ 1.41A 98.09 £5.63C 105.71 + 3.86B
c g JRR11+JRR22 11.17 £ 1.44CD 10.30 £ 1.24EF 76.43 £ 3.22E 73.67 = 3.34EF
:§ = |JRR22 13.59 + 1.52A 12.79 £ 1.87BC 67.44 £ 5.06G 99.94 +5.91C
g JRR11 12.44 +1.27B 11.70 £ 1.5CD 120.27 £ 4.58A 100.32 £5.34C
3 Control 11.94 £ 1.05BC 13.45 £ 1.82AB 74.42 + 3.88EF 65.88 £4.77G
r;_é _% Cd 10.30 £ 1.28D 11.23 + 1.66DE 56.51 + 5.63H 56.44 £ 5.21H
g JRR11+JRR22 11.86 £1.11BC 13.17 + 1.54AB 64.37 £ 3.52G 70.52 £ 4.61F
i JRR22 11.61 +1.27BC 11.44 +1.97CDE 89.68 +5.27D 92.69 + 6.24D
JRR11 12.00 + 1.48BC 11.33 + 1.45DE 109.02 + 4.48B 111.46 + 5.85A

Letras minusculas indican diferencias significativas entre etapa de enraizamiento in vitro y letras mayusculas

indican diferencias significativas entre etapa de pre-aclimatacién (ANOVA de dos vias, p< 0.05 por prueba
Tukey).

En la etapa de pre-aclimatacion; la longitud de la epidermis adaxial, en
plantas masculinas el tratamiento donde se inocul6 la cepa M. aminovorans (JRR
22), presento el valor mas alto (13.59 £1.52) encontrando diferencias significativas
(p < 0.05) con respecto al control de acuerdo con la prueba Tukey (Tabla VII). En
plantas femeninas el tratamiento donde se inocul6 la cepa R. pyridinivorans (JRR11)
(Figs. 30-31) registro el valor mas alto (12.00 £1.48) (Figs. 30-31). En la epidermis
abaxial en las plantas masculinas se observo, que el tratamiento inoculado con la

cepa A. brasilense (Cd) presentd la mayor longitud (14.27+1. 41) (Tabla VII),
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mientras que en plantas femeninas se observo menor longitud en plantas inoculadas
con A. brasilense (Cd), M. aminovorans (JRR22) y R. pyridinivorans (JRR11) (Figs.
30-31).

En etapa de enraizamiento in vitro el parénquima empalizado presento
longitudes entre 108.01 pum en el control masculino de 55.47 um en el control
femenino; en plantas masculinas se observo la mayor longitud al inocularlas con las
bacterias JRR11 y la mayor longitud en plantas femeninas en el tratamiento donde
se realizd la co-inoculacion, encontrando diferencias significativas (p < 0.05)
acuerdo con la prueba Tukey (Tabla VII, Fig. 29). En el parénquima esponjoso se
observo, que el control de las plantas masculinas registré la mayor longitud, seguido
por el tratamiento inoculado con la cepa A. brasilense (Cd). En plantas femeninas
se observo un fenomeno diferente, ya que el control registré el valor mas bajo en
comparacion con los trataientos inoculados, siendo el tratamiento donde se realizé
la co-inoculacion el que obtuvo la mayor longitud en el paréngquima esponjoso
(128.55+4.89) (Figs. 28-31).

En etapa de pre-aclimatacién, la mayor longitud en el parénquima
empalizado fue en las plantas inoculadas con la cepa R. pyridinivorans (JRR11)
(120.27+ 4.58; 109. 02 +4.48) encontrando diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto al control de acuerdo con la prueba Tukey (Tabla VII). En el parénquima
esponjoso de plantas masculinas inoculadas con la cepa A. brasilense (Cd) registré
la mayor longitud (105.71+3.86), seguido de plantas inoculadas con la cepa R.
pyridinivorans (JRR11) (100.32+5.34), encontrando diferencias significativas (p <
0.05) con respecto al control de acuerdo con la prueba Tukey (Tabla VII); en tanto
que en plantas femeninas que fueron inoculadas con la cepa R. pyridinivorans
(JRR11) registro la mayor longitud (111.46+5.85) (Tabla VII). Aparte es importante
considerar que tanto el parénquima empalizado y el parénquima esponjoso,
disminuyeron su longitud de la etapa de enraizamiento in vitro a la etapa de pre-

aclimatacién (Figs. 28-31).
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Figura 28. Corte transversal de hoja de jojoba (S. chinensis). Plantas masculinas
en etapa de enraizamiento. A) control, B) A. brasilense (Cd) C) cepas
JRR22+JRR11, D) M. aminovorans (JRR22), E) R. pyridinivorans (JRR11). HZ haz
vascular, EAD epidermis adaxial, EAB epidermis abaxial.



Figura 29. Corte transversal de hoja de jojoba (S. chinensis). Plantas femeninas en
etapa de enraizamiento. A) control, B) A. brasilense (Cd) C) cepas JRR22+JRR11,
D) M. aminovorans (JRR22), E) R. pyridinivorans (JRR11). HZ haz vascular, EAD
epidermis adaxial, EAB epidermis abaxial.
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Figura 30. Corte transversal de hoja de jojoba (S. chinensis). Plantas masculinas
en etapa de pre-aclimatacion. A) control, B) A. brasilense (Cd) C) cepas
JRR22+JRR11, D) M. aminovorans (JRR22), E) R. pyridinivorans (JRR11). HZ haz
vascular, EAD epidermis adaxial, EAB epidermis abaxial.
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Figura 31.Corte transversal de hoja de jojoba (S. chinensis). Plantas femeninas en
etapa de pre-aclimatacion. A) control, B) A. brasilense (Cd) C) cepas
JRR22+JRR11, D) M. aminovorans (JRR22), E) R. pyridinivorans (JRR11). HZ haz
vascular, EAD epidermis adaxial, EAB epidermis abaxial.
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8. DISCUSION

8.1 Caracterizacion de los sitios de muestreo

De acuerdo a la bibliografia jojoba es un arbusto que se encuentra en zonas
aridas y semiéridas donde la precipitacion es de 80 a 120 mm por afio y la
temperatura de -5 a 54 °C y suelos con pH de 5 a 8 (Hosseini et al., 2011). Sin
embargo, nuestros resultados demostraron que esta planta puede crecer en lugares
donde el pH es de 6.1 a 9.19; lo cual puede estar asociado a que en ambientes tan
hostiles las plantas tienden a asociarse con bacterias enddfitas, para mejorar el
desarrollo y crecimiento vegetal (Sun et al.,, 2013), mientras que, las plantas

proporcionan los nutrientes y hospedaje a las bacterias (Knoth et al., 2013).

8.2 Densidad de bacterias endo6fitas en los sitios de muestreo

En relacién a los resultados obtenidos de densidad de bacterias enddfitas a
través de las UFC no excedieron 10° UFC g . Lo que es comUn en poblaciones de
bacterias endodfitas de plantas (Krishna et al.,, 2012). El-Deeb et al. (2013)
encontraron que la poblacion de bacterias endofitas de plantas de zonas desérticas
son mas bajas (1.1 x 10%2- 1.5 x 102 UFC g *!) en comparacién con plantas que
crecen en otras condiciones ambientales (5.2 x 106 UFC g ). De igual manera en
este estudio la abundancia de bacterias endofitas fue diferente en cada uno de los
sitios de muestreo, lo cual puede deberse a que en cada uno de los sitios de
muestreo las variables ambientales y fisico-quimicas del suelo fueron diferentes; y
de acuerdo con Andrew et al. (2012), variables ambientales y tipo de suelo tienen
una fuerte influencia en la abundancia y la composicién de bacterias enddfitas de
las plantas. De igual manera las variables ambientales estan estrechamente
relacionadas con la produccion de exudados radicales, los cuales son sefales
qguimicas para atraer a las bacterias enddfitas. En este estudio por ejemplo, el pHy
la materia organica influyeron en la menor abundancia de bacterias endofitas del
sitio 19 (con el valor mas alto de pH y un valor de 0.7% de materia organica). Lo

cual nos confirma gue estas variables pueden afectar en la densidad de bacterias
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endofitas, aunque hay otros factores que influyen en la densidad de este tipo de
bacterias (tipo de 6rgano analizado, suelo, edad de la planta etc.).

8.3 Potencialidad de los aislamientos bacterianos como promotores de
crecimiento en plantas

Generalmente, se aislan bacterias enddfitas que tienen la capacidad de
secretar metabolitos secundarios, los cuales influyen en el crecimiento y desarrollo
de las plantas (El-Deeb et al., 2013). En este estudio se logr6 aislar un total de 77
bacterias Gram negativas y 24 actinobacterias Gram positivas, que presentan
caracteristicas que probablemente influyen en el crecimiento y desarrollo de la

jojoba. Para corroborar lo anterior se realizaron diferentes pruebas.

Por ejemplo, la solubilizacién de fosfato se realiz6 en placas de medio
Pikovskaya, la cual se basa en la formacion de halos visibles en este medio, como
resultado de la produccion de acidos organicos (Gaiero et al.,, 2013). En esta
investigacion se logro aislar un total de 66 endofitos capaces de solubilizar fosfatos.
Las cepas JRP1, JRP28 y JRP39 mostraron la mayor capacidad de solubilizar
fésforo, lo que el uso de estos microorganismos probablemente aumentaria la
absorcién de fésforo por las plantas. Esto es importante ya que en zonas aridas y
semiaridas el fosforo es limitado (Dias et al., 2009).

La capacidad de las bacterias enddfitas de fijar nitrégeno se realizé
cualitativamente a través del cultivo en un medio libre de nitrégeno (IJNFb). El
crecimiento de las bacterias en este medio sugiere que tienen la capacidad de
producir la enzima nitrogenasa reductasa (Ngamau et al., 2012), sin embargo se
tiene que realizar un estudio para analizar el gen nifH. En este trabajo se lograron
aislar e identificar diferentes géneros (Bacillus, Methylobacterium, Rhodococcus,
Oceanobacillus, y Streptomyces) que crecieron en el medio JNFb indicando que
presentan la habilidad de fijar nitrégeno. Recientes estudios demuestran que
especies de Bacillus (Ngamau et al., 2012) y Methylobacterium (Ardanov et al.,

2012) tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico. No obstante, son pocos los
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estudios al respecto (Valdés et al., 2005) que demuestren que el género de
actinomicetos presentan esta caracteristica; por lo que el aislamiento de
actinomicetos es muy importantes. Por otra parte, este es el primer reporte donde

R. pyridinivorans (JRR11) demostro la capacidad de fijar nitrégeno.

La auxina mejor caracterizada y fisiolégicamente mas activa en las plantas
es la AIA (Li et al., 2012). La cual esta relacionada en la fisiologia de las plantas,
por ejemplo, en la division celular, la iniciacion de la raiz y la tasa de crecimiento
(Faria et al., 2013). Para determinar si las bacterias aisladas producian esta
fitohormona se utiliz6 como precursor el L-Tript6fano, teniendo como resultado que,
37 cepas de bacterias y 19 actinomicetos sintetizaron AIA. En relacién a la
produccion de AIA estd en los rangos reportados (0.1 a 4.25 pg/mL?) en
comparacion con otros estudios realizados donde reportan que especies de
bacterias endofitas producen niveles de 1.0 a 20.0 pg/ml? (Dias et al., 2009). Lo
cual se debe a que la produccion de AIA por bacterias puede variar entre las
diferentes especies y cepas, ademas de las condiciones de cultivo, y etapa de
crecimiento de las plantas (Kumar et al.,, 2012). Se ha reportado que, una baja
produccion de AlA (2.01 ug mL1) promueve la elongacion de la raiz primaria (Chen
et al., 2010). Considerando estos resultados, las cepas aisladas que producen AIA

pueden ser capaces de estimular el desarrollo de las plantas.

Las bacterias producen Ila enzima desaminasa del &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) la cual mitiga el estrés (bi6tico o abi6tico)
de las plantas reduciendo los niveles de etileno (Senthilkumar et al., 2008). En este
estudio, 38 cepas aisladas tienen la capacidad de producir esta ACC-desaminasa
(31 bacterias y 4 actinomicetos); de estas bacterias solo 25 presentaban la
capacidad de sintetizar AlIA, lo cual es muy importante ya que como mencionan
Biswas et al. 2012, las bacterias que se encuentran adheridas a las raices, emplean
el triptéfano que se encuentra en los exudados para sintetizar AlA (antagonico del
etileno), éste unido con el AlA gque se encuentra en las plantas estimula la division

celular y sintetizan la enzima ACC sintasa que transforma al s-adenosilmetionina en
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ACC. Finalmente, el ACC presente en los exudados es hidrolizado en a-
ketobuterano y amonio y este Ultimo es utilizado por las plantas y bacterias como
fuente de nitrégeno. Es por esto que las cepas que presentan ambas caracteristicas

son Utiles para el desarrollo de las plantas.

La determinacion de sideroforos, se realizo a través del medio de cromo-azul,
el cual se basa en la afinidad por el hierro (lll) (Gull y Hafez, 2012), donde el
complejo cromo azurol, el hierro (Ill) y el bromuro de hexadeciltrimetilamonio son
utilizados como indicadores (Alexander y Zuberer, 1991). En otras palabras la fuente
quelante, que en este caso es el siderdforo elimina el hierro del complejo cromo
azurol del medio y cambia de color azul a naranja. Por lo tanto los halos naranja de
las colonias bacterianas son indicativos de la excrecién de sider6foros (Ngamau et
al., 2012). Halos de color naranja se observaron en 43 cepas aisladas (38 bacterias
y 5 actinomicetos). El aislamiento y utilizacion de cepas con esta capacidad pueden
mejorar la nutricion asimilando hierro en las plantas, ya que los sideréforo son
responsables de la disolucion, la quelaciéon y el transporte de hierro (I1l) (Colombo
etal., 2014). Asi mismo, estos compuestos influyen en la absorcién de otros metales
como el Zn y Cu, ademas estimulan la biosintesis de otros compuestos por los
microrganismos, mediante el aumento de la disponibilidad de estos minerales (Hye
etal., 2014). Por lo que los sideréforos aparte de transformar el hierro pueden inhibir
el crecimiento de antagonistas, debido al secuestro de hierro del ambiente y por lo

tanto restringiendo el crecimiento de patégenos (Gull y Yusuf-Hefeez, 2012).

El aislamiento e identificacion de bacterias con capacidad de inhibir el
crecimiento de hongos patégenos, es una alternativa Util para reducir pérdidas
econdémicas causadas por los hongos. La prueba de cultivo doble se utiliza para una
deteccién preliminar de agentes de control bioldégico, aunque los resultado
dependeran del medio de cultivo y la produccion de los metabolitos secundarios
(Gull y Hafeez, 2012). De acuerdo a trabajos reportados por otros autores, esta
técnica ha demostrado que muchas rizobacterias aisladas, tienen efectos

antagonicos contra hongos del suelo como: F. oxysporum (Ma et al., 2013). En este
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estudio se demostroé que algunas cepas enddfitas de jojoba 39 cepas de bacterias
y 9 actinomicetos presentaban la capacidad de inhibir el crecimiento de Alternaria
sp., lo cual se ha reportado en este tipo de bacterias, como lo demuestra el trabajo
de Lietal. (2012), donde encontraron que 12 bacterias endofitas tenian la capacidad
de inhibir el crecimiento del micelio de hongos F. oxysporum y R. solani. Ardonov et
al. (2012), encontraron que cepas del género Methylobacterium han sido
caracterizadas por producir biofilms y la capacidad de inducir el sistema de defensa,
lo cual fortalece nuestros resultados ya que nosotros encontramos que M.
aminovorans (JRR22) inhibi6 el crecimiento de Alternaria sp. Este estudio también
demostré que la cepa R. pyridinivorans (JRR11) inhibio el crecimiento del patégeno,
aungue solo se habia reportado por su habilidad de degradar micotoxinas (Cserhati
et al., 2013)

8.3.1 Identificacion de bacterias endo6fitas

De las cepas aisladas, 8 fueron identificadas a través del 16s rADN, se
seleccionaron porque presentaban el mayor numero de mecanismos de promocién
de crecimiento en plantas. Las cuales mostraban un metabolismo versétil, y un corto
tiempo de generacion, son competitivas y no requieren muchos factores de

crecimiento, siendo ideales para la produccion de bioproductos.

De las 8 cepas, 4 cepas fueron identificadas como Bacillus sp. 1 M.
aminovorans, 1 R. pyridinivorans, 1 Streptomyces sp. y 1 O. kimchii. Estas especies
de bacterias han sido estudiadas, por ejemplo el género Bacillus es reportado como
bacteria endodfita de plantas de zonas aridas (El-Deeb et al., 2013; Senthilkumar et
al., 2008). Por otra parte el género Methylobacterium es cominmente clasificada
como endofita, capaz de producir biopeliculas y tolerante a metales pesados
(Ardanov et al., 2012). Mientras que algunas cepas de Streptomyces se han
clasificado como actinobacterias endéfitas productoras de metabolitos secundarios
gue se encuentran en plantas medicinales como Plectranthus tenuiflorus (El-Deeb

et al., 2013). Sin embargo, R. pyridinivorans y O. kimchii no han sido reportadas
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como endofitas de plantas, y R. pyridinivorans es considerada como
biodegradadora y se ha encontrado principalmente en suelos contaminados
(Cserhéti et al., 2013).

8.4 Desarrollo de explantes in vitro de jojoba

En la actualidad, se tienen protocolos establecidos para la multiplicacion in
vitro de jojoba (Apéstolo et al., 2001; Llorente et al., 2007); utilizando principalmente
citoquininas (BAP, KN, y 2-ip) a diferentes concentraciones, demostrando efectos
en la induccion de brotes (Naz et al.,, 2015). Sin embargo, en estos trabajos
generalmente no especifican el sexo de las plantas con las que trabajan. Lo que
observamos es que la brotacion para el caso de plantas masculinas es muy efectivo,
y la tasa de brotacion fue menor para plantas femeninas. Lo cual es similar a lo
reportado por Kumar-Rai et al. (2012) donde encontraron que la tasa de
multiplicacion de plantas femeninas de Momordica dioica fue menor en comparacion
con plantas masculinas, ellos mencionan que a bajas concentraciones de BAP (0.9-
2.2 uM) las plantas femeninas tienen una mejor tasa de brotacion. El sexo de las
plantas es un punto muy importante ya que para establecer un protocolo de cultivo

in vitro de jojoba es un factor limitante al querer regenerar esta planta.

8.5 Inoculacién de bacterias endofitas en etapa de enraizamiento in vitro de
jojoba

8.5.1 Crecimiento y enraizamiento de jojoba

Las bacterias enddfitas tienen efecto sobre el crecimiento de las plantas,
especialmente bajo condiciones de estrés, ademas desempefian un papel
importante en la fisiologia de las plantas, a través de una combinacion de
mecanismos directos e indirectos (Gaiero et al., 2013). En este trabajo se utilizaron
las cepas M. aminovorans (JRR 22), R. pyridinivorans (JRR11) las cuales fueron
aisladas de jojoba, ademas se utiliz6 la cepa A. brasilense (Cd) como control
positivo, ampliamente estudiada por ser promotora de crecimiento vegetal en

plantas (Larraburu y Llorente 2015). Se observé que la inoculacién con las cepas
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de A. brasilense, M. aminovorans y R. pyridinivorans incrementaron la altura de las
planta y la longitud de las raices de jojobas, tanto en plantas del sexo femenino
como del sexo masculino. Se ha reportado que cepas de bacterias capaces de
sintetizar AlA incrementan la rizogénesis en condiciones in vitro (Ngoma et al.,
2013). El desarrollo y el crecimiento de las plantas fueron claramente estimulados
por la inoculacion de las bacterias; lo que nos demuestra que esta técnica es

efectiva para incrementar el area de superficie de la raiz.

8.5.2 Clorofila a, B, total y carotenoides

Estudios anteriores sugieren una relacion entre la actividad fotosintética y la
incorporacion de nitrogeno, que contribuye a la formacién de la clorofila (Lucas et
al., 2014), nuestros resultados en la etapa de enraizamiento, mostraron aumento en
la concentracion de pigmentos, de plantas inoculadas, en comparacion con el
control. De acuerdo con Stefan et al. (2013) la utilizacion de cepas con capacidad
de fijar nitrégeno aumenta la concentracién de clorofila en plantas, lo que ocurrié en
este trabajo ya que las cepas utilizadas presentan la capacidad de fijar nitrégeno.
Benson et al. (2014) encontraron resultados similares en plantas in vitro de
Naravelia zeylanica inoculadas con Achromobacter xylosoxidans, mostrando un

aumento en la concentraciéon de clorofila.

Un incremento en la concentracion de carotenoides protegen a la clorofila de
la degradacién, por lo que las plantas inoculadas que presentaron altos niveles de
carotenoides reciben fotoproteccién y eliminacion de ROS (Dias et al., 2014),
ayudando a adaptarse a las plantas a tolerar las condiciones de estrés en la etapa
de pre-aclimatacion. También se observo que, la tasa fotosintética fue diferente
entre plantas femeninas y masculinas, lo cual puede no estar relacionado con la

inoculacién por bacterias, sino por la genética de las plantas.
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8.5.3 Actividad enzimatica de plantas de jojoba en etapa de enraizamiento

Algunos mecanismos asociados al estrés oxidativo son regulados por la
interaccion planta-huésped (Araujo et al., 2015; Ruuhola et al., 2013). Por ejemplo,
al inocular plantas de Arabidopsis thaliana con Methylobacterium extorquens se
producen varios reguladores antioxidantes y se expresan genes asociados al estrés
(PhyR) cuando la bacteria se asocia con las plantas (Gourion et al., 2006). El
sistema antioxidante, actia como un sistema de control de dafios, proporcionando
proteccion contra el estrés oxidativo, que de otro modo podria causar la
peroxidacién de lipidos, que resulta en dafios a la membrana celular, organelos,
proteinas y la estructura del ADN, inhibiendo la fotosintesis y la actividad de algunas

enzimas (Jha y Subramanian, 2013).

La eliminacion de radicales libres es un mecanismo en el que varias enzimas
antioxidantes juegan un papel importante como parte de la respuesta de defensa de
las plantas (Helepciuc et al., 2014). En este caso la primera linea de defensa es la
superoxido dismutasa (SOD) la cual transforma Oz en agua (Perveen et al., 2013).
En el presente trabajo la actividad de la enzima SOD en hojas, fue mayor en plantas
femeninas en comparacion con plantas masculinas, lo cual se puede deber a que
las plantas femeninas son mas sensibles al estrés bidtico y abiético (Feng et al.,
2014) y por lo tanto hay mayor actividad de esta enzima. Las plantas inoculadas con
la cepa M. aminovorans (JRR22) presentaron mayor actividad en comparacién con
el control, tanto en plantas femeninas como masculinas. ElI género
Methylobacterium se ha utilizado con éxito en la tolerancia a metales pesados,
promocién de crecimiento vegetal y tolerancia a enfermedades (Joe et al., 2013), se
ha reportado que el género Methylobacterium tiene la capacidad de incrementar la
produccion de SOD cuando se encuentra bajo estrés, esta enzima puede ser
tomada por las plantas y disminuir la produccion de radicales de oxigeno

disminuyendo el estrés de la planta (Giri et al., 2013).
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Por otra parte, en raices, el control de las plantas femeninas present6 la
mayor actividad enzimética, asi mismo, en los tratamientos donde se realiz6 la co-
inoculacion (JRR11y JRR22) también present6 una alta actividad enzimatica de las
plantas inoculadas. Se ha observado que la co-inoculacion de Methylobacterium
con alguna otra bacteria que produzca la enzima ACC desaminasa, tiene la
capacidad de reducir el estrés en plantas (Joe et al., 2013) como fue en este caso,
cuando se utiliz6 M. aminovorans (JRR22) y R. pyridinivorans (JRR11) las cuales

son cepas capaces de sintetizar esta enzima.

Después de que actla la enzima SOD, la enzima CAT elimina el peréxido de
hidrégeno, al descomponer este en H20 (Jhay Subramanian, 2013), ésta se localiza
en los peroxisomas y por lo tanto proporciona a las células vegetales un
mecanismos eficiente para eliminar el peréxido de hidrégeno (Patel y Saraf, 2013).
En el presente trabajo, la CAT en hojas, produjo la mayor actividad en el tratamiento
inoculado con la cepa de A. brasilense (Cd). Se ha reportado que algunas bacterias
promotoras de crecimiento vegetal tienen la capacidad de sintetizar CAT, la cual ha
demostrado tener una interaccion benéfica al ser inoculadas en plantas
disminuyendo un posible estrés (Bagir-Hussain et al., 2014); asi mismo se ha
observado que cepas de Azospirillum, induce algunos mecanismos a las plantas
para aumentar los sistemas de defensa, a través de la activacion de las enzimas
de defensa, facilitAindose a adaptarse a algun tipo de estrés (Arzanesh et al., 2011),
lo cual pudo observase en este trabajo donde se inocul6 la cepa A. brasilense (Cd)
presentd la mayor actividad enzimatica en hojas y raices, por lo tanto la inoculacién
de bacterias enddfitas aument6 la CAT confiriéndole una sefializacion adecuada

para la desintoxicacion de H20: a las plantas de jojoba.

La enzima POX esta vinculada en la biosintesis de lignina por la oxidacion de
los compuestos fendlicos fortaleciendo asi la pared celular (Daros-Salla et al., 2014).
Asi mismo esta enzima se encarga de eliminar radicales libres y peroxido de
hidrogeno (Indiragandhi et al., 2008). Los resultados obtenidos de la enzima POX

en hojas y raices mostraron un aumento significativo en el tratamiento donde se
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realizé la co-inoculacion, tanto en plantas femeninas como masculinas de ambos
sexos. Daros-Salla et al. (2014), observaron que la inoculacion de bacterias
promotoras de crecimiento vegetal producen una mayor actividad en las enzimas
PPO (polifenol oxidasa) y POX, de igual manera, Indiragandhi et al. (2008),
demostraron que la inoculacion de cepas de Methylobacterium en plantas de tomate
aumentan la actividad POx, confiriéndole a las plantas tolerancia a hongos

patogenos.

La enzima ascorbato peroxidasa (APx) juega un papel importante en la
eliminacion de peroxido de hidrogeno en el cloroplasto y citosol de las células
vegetales, esta enzima cataliza la oxidacion del ascorbato por el peréxido de
hidrogeno, generando monodehidroascorbato radical, sin embargo, si ho se reduce
rapidamente se transforma en ascorbato y deshidroascorbato, y cuando se reduce
a ascorbato por la reductasa de dehidroascorbato genera glutation oxidado (GSSG)
(Jain et al., 2013; Karatas et al., 2014). En la presente investigacion, la APx, se
observé con una mayor actividad en plantas masculinas que en plantas femeninas,
tanto en hojas como en raices; asi mismo, se observo que el tratamiento donde se
realizé la co-inoculacion presentd la mayor actividad de esta enzima. En raices, los
tratamientos donde solo se inoculd una cepa presentd menor actividad enzimatica
en comparacion con el control, de acuerdo con Jha y Subramanian (2013) la
disminucién de la enzima APx proporciona mayor estabilidad a la membrana celular,

mostrando menor perdida de agua por la transpiracion.

La enzima PAL es una de las enzimas de defensa de mayor interés, debido
a que fluctua significativamente en intervalos cortos de tiempo como respuesta a
una variedad de estimulos (Mishra et al., 2014). Estudios con diferentes especies
de plantas mostraron que la actividad de la PAL aumenta con el estrés bibtico
incluyendo infeccion bacteriana (Jain et al., 2013). En este trabajo la actividad de la
PAL en hojas fue menor en plantas inoculadas en comparacion con el control,
excepto las plantas femeninas inoculadas con la cepa M. aminovorans (JRR22), lo

gue puede ser una respuesta de defensa de las plantas y prepararse a una potencial
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infeccion de algun patogeno. Sin embargo, Figueredo et al. (2014), reportan lo
contrario a lo que ocurrié en este trabajo, ya que ellos encontraron mayor actividad
de la enzima PAL en hojas de cacahuate al ser inoculado con Bradyrhizobium sp.
en comparacion con plantas no inoculadas. En raices las plantas femeninas
inoculadas tuvieron una mayor estimulacion de la PAL, excepto con el tratamiento
donde se realiz6 la co-inoculacion, la interaccion planta-bacteria muestra un reflejo
del sistema inmune de las plantas ya que se ha demostrado que la actividad de PAL
aumenta con el estrés biotico, incluyendo la inoculacion de bacterias benéficas
como Pseudomonas aeruginosa (PJHU15) y Bacillus subtilis (BHHU1) (Jain et al.,
2013).

8.6 Inoculacion de bacterias endoéfitas en etapa de pre-aclimataciéon de jojoba

8.6.1 Crecimiento y desarrollo de raices en plantas de jojoba

Los resultados obtenidos de esta investigacion, confirmaron que las cepas
probadas utilizadas promovieron el crecimiento de las plantas, esto se determiné a
través de la altura de las plantas y la longitud de las raices. Los resultados obtenidos
demostraron que la inoculacion de cepas aisladas de la jojoba, M. aminovorans
(JRR22) y R. pyridinivorans (JRR11), presentaron mejores resultados que la
inoculaciéon de una cepa comercial promotora de crecimiento vegetal, como es el
caso de A. brasilense (Cd), lo cual concuerda con los resultados encontrados por
Dias et al. (2009) quienes encontraron que la inoculacion de cepas aisladas de la
misma planta promovian mejor el crecimiento en comparacién con las cepas ajenas
a las plantas. Aunque se ha observado que la inoculacién de cepas de A. brasilense
en combinacién con otras cepas indigenas de las plantas, promueven el crecimiento
y ademas es compatible con otros microorganismos de la rizésfera (Madhaiyan et
al., 2010).

En el presente trabajo, en el tratamiento donde se realizo la co-inoculacion
se observé el mayor crecimiento de las plantas; lo cual coincide con el trabajo

realizado por Kim et al. (2014) donde encontraron que el tratamiento donde se
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realizé la co-inoculacion de B. iodinum (RS16) y M. oryzae (CBMB20), present6
mayor crecimiento de las plantas. Lo cual se puede deber a un sinergismo que se
encontré entre ambas cepas capaces de mejorar el crecimiento de las plantas, lo
gue se observa en las cepas R. pyridinivorans (JRR11) y M. aminovorans (JRR22)
que fueron compartibles, generando un mayor efecto beneficioso sobre el
crecimiento de las plantas de jojoba.

Los microorganismos capaces de producir indol, especialmente aquellos que
producen AIA tienen la capacidad de aumentar el nimero de raices, lo que puede
dar lugar a un aumento del crecimiento de las plantas (Madhaiyan et al., 2010); en
este trabajo se encontr6 que la inoculacion de cepas con capacidad de producir AIA
aumentaron la longitud de raiz; aunque los valores registrados en este estudio estan
por debajo de los observados por Faria et al. (2013) de bacterias enddfitas aisladas
de plantas de orquideas; esto se puede deber a la cantidad de L-triptéfano que
afiadieron al medio. Sin embargo, el aumento de la longitud de la raiz es mayor en

comparacioén con el control.

El uso de bacterias con diferentes mecanismos de promocion de crecimiento,
como la capacidad de fijar nitrégeno o sintesis de AlA y solubilizacién de fosfatos,
presentan un resultado positivo en la promocién del crecimiento de las plantas. Ya
gue como menciona Ribeiro y Nogueira-Cardoso (2012) cepas con mudltiples
mecanismos de promocién de crecimiento, presentan mejores resultados que cepas

que tienen sélo un mecanismo.

8.6.2 Clorofila a, B, total y carotenoides

El tratamiento donde se realizé la co-inoculacién, en la etapa de pre-
aclimatacién produjo un efecto sinérgico que origind un aumenté en la longitud de
la raiz y la longitud de las plantas, lo cual se puede deber a un aumento en la
nutricion de las plantas que conduce a un aumento en la concentracion de las

clorofilas a, B y total. Asi mismo, un aumento en la concentracion de pigmentos es
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una medida indirecta del buen funcionamiento del aparato fotosintético (Vafadar et
al., 2014).

Se observd un aumento en la concentracion de pigmentos desde la etapa de
enraizamiento hasta pre-aclimatacion. Los resultados concuerdan con Perveen et
al. (2013), donde indican que plantulas de Abrus precatorius muestran un aumento
en la contenido de clorofila a, B y carotenoides, después de ser transferidas a etapa
de aclimatacion. Este aumento de pigmentos ayuda a las plantas a hacer frente al
posible estrés foto-oxidativo y proteger la maquinaria fotosintética (Osério et al.,
2013). Resultados similares se han encontrado en Cassia occidentalis (Naz et al.,
2015), donde se encontré un aumento en el contenido de clorofila y carotenoides
durante la aclimatacion. La otra posible razén para un aumento constante del
contenido de clorofila podria ser el endurecimiento de las plantulas provocando un

mejor crecimiento en invernadero.

8.6.3 Actividad enzimatica

Después de la trasferencia de in vitro a condiciones ex vitro; las plantas estan
expuestas a mayor radiacion solar, generando una fotoinhibicibn y como
consecuencia generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). En el presente
trabajo, en la etapa de pre-aclimatacion, la actividad de la SOD en hojas, disminuyo
en comparacion con la etapa de enraizamiento; se ha observado que la actividad
de esta enzima en un principio es elevada, sin embargo, en un periodo mas largo
de aclimatacién disminuye (Ahmed y Anis, 2014b). Por otra parte la actividad de
esta enzima, en raices de plantas masculinas aumentdé; sin embargo en las plantas
gue fueron inoculadas, la actividad de esta enzima fue menor en comparacién con
el control; se ha reportado que en plantas inoculadas con rizobacterias, la actividad
de la enzima SOD disminuye (Joe et al., 2013); esto es importante ya que el O%
reduce el ion férrico a ion ferroso, que reacciona con el H202 para formar radicales
hidroxilo reactivos de ADN, que se encuentra en todos los compartimentos

subcelulares de las células, el buen funcionamiento de la enzima SOD causa
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dismutacion de radicales 0% en H202, los cuales son menos reactivos que los
radicales hidroxilo (Ahmed y Anis, 2014b).

La CAT es muy importante para el mantenimiento de los procesos celulares,
ya que se encarga de eliminar los radicales libres que se pueden producir (Ahmed
y Anis, 2014a). En la etapa de pre-aclimatacion la actividad fue mayor en hojas que
en raices; normalmente, se encuentra una mayor actividad en hojas en comparacién
con tallo y raiz (Habib et al., 2014). Esto se debe a que mientras las plantas se
desarrollan, se activa la via metabdlica de los tejidos y por lo tanto un aumento en
la produccion de H202 y el sistema antioxidante enzimatico, indicando un buen
funcionamiento de esta enzima. Asi mismo se registrO mayor actividad enzimatica
en plantas masculinas que en femeninas, indicando que hay una mayor produccion
de H20:2 en plantas masculinas, éste aumento en la actividad CAT sugiere una
regulacion positiva de los mecanismos de proteccion de plantas contra el estrés
oxidativo por medio de la eliminacion de H202 mediante su transformacion a Oz y
H20 en los peroxisomas (Ahmed y Anis, 2014a). Sin embargo, el tratamiento donde
se realiz6 la co-inoculacién, la actividad enzimatica disminuyd, en comparacion con
el control, esto se puede deber a un sinergismo que se encuentra planta-bacteria

confiriéendole mayor tolerancia en la etapa de aclimatacion (Arzanesh et al., 2011).

La POX es una enzima que se encarga de la tolerancia de las plantas, a
reacciones de hipersensibilidad, el proceso de lignificacién, sintesis de fenoles,
glicoproteinas, suberizacion y produccion de fitoalexinas (Yanti, 2015). En este
trabajo se registr6 mayor actividad POX en hojas que en raices, lo cual es lo
contrario a lo registrado por Habib et al. (2014), donde registraron mayor actividad
en raices que en hojas, nuestros resultados indican que la CAT desempeiia un
papel mas importante para proteger las plantas contra el estrés oxidativo en
comparacion con la POX. Por otra parte en hojas, se registré un aumento de la POX,
en plantas masculinas que fueron inoculadas con R. pyridinivorans (JRR11), de
acuerdo a lo que menciona Yanti (2015), se registra un aumento de la peroxidasa

cuando las plantas son inoculadas por rizobacterias en comparacion con el control;
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provocando un aumento en la tolerancia de las plantas a enfermedades bacterianas.
Asi mismo, se observd que no todas las bacterias pueden inducir un aumento en la

peroxidasa, lo cual si ocurrio en el presente trabajo.

La APX es una enzima que mantiene en equilibrio el redox celular bajo
condiciones de estrés por H202 en cloroplastos, citosol, vacuolas y el espacio
apoplastico (Ahmed y Anis, 2014a). Los resultados muestran que, de etapa in vitro
a pre-aclimatacion, el tratamiento con la cepa R. pyridinivorans (JRR11) en plantas
masculinas, aumento la actividad de la APX, esto probablemente se debe a que en
este lapso de tiempo se produce mayor estrés por lo que aumenta la actividad de
APX. Lo anterior sugiere que, las plantas desarrollaron un sistema protector
antioxidante enzimatico que favorece la capacidad de sobrevivir, ademas nuestros
resultados sugieren que APX puede actuar como eliminadores de peroxido de
hidrégeno tal como se produce durante el cambio de in vitro a ex vitro (Habib et al.,
2014). Aunque en los otros tratamientos la actividad enzimatica no aumentd, al
contrario disminuyd, se puede deber a que otras enzimas estan actuando

eliminando el H202.

Como se menciond anteriormente la actividad de la PAL juega un papel
importante en la biosintesis de los fenilpropanoides que sintetiza los fenoles,
fitoalexinas, y precursores para la biosintesis de la lignina, todos los cuales tienen
actividad antifingica, ademas esta relacionada con resistencia sistémica inducida
por rizobacterias (ISR) (Tonelli et al., 2013). La inoculacién de las cepas A.
brasilense (Cd) y R. pyridinivorans (JRR11) indujo el aumento de la actividad de la
fenilalanina amonio liasa, de acuerdo con Thomas et al. (2010), plantas en etapa de
aclimatacion son facilmente atacadas por patdgenos, sin embargo el uso de
microorganismos benéficos, promueven la supervivencia de las plantulas, ademas
aumentan la actividad de las enzimas de defensa, incluyendo peroxidasa y
fenilalanina amonio liasa. Esto debido a que la sincronizacién y expresién de los

mecanismos de defensa son importantes para la supresion de patdogenos, debido a
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una alta expresion de proteinas relacionadas con la defensa, previene la

colonizacion de patégenos en plantulas (Nagendran et al., 2014).

8.7 Cortes histolégicos de la etapa in vitro y pre-aclimatacion

Las plantas in vitro se encuentran en condiciones de baja radiacion solar, alta
humedad y disponibilidad de azlcares, esto genera que las plantas no presenten
adaptaciones estructurales necesarias para sobrevivir en condiciones ex vitro
(Lando et al., 2016). Por lo que en la aclimatacion, es necesaria para una adaptacion
progresiva al nuevo entorno. Cambios morfolégicos en plantas inoculadas y no
inoculadas han sido reportados con anterioridad (Larraburu et al., 2010), teniendo
como resultado que la inoculacion favorece la adaptacion de las plantas a

condiciones ex vitro.

En este trabajo se encontrd que la epidermis disminuyo su longitud, cuando
las plantas se transfirieron de in vitro a pre-aclimatacion; este efecto debido a una
mayor concentracion de azucar que reduce el alargamiento celular y aumenta el
adelgazamiento de la pared celular, dando como resultado la formacién de menos
células (Misalova et al., 2009). Asi mismo, se observé aumento de la epidermis
cuando las plantas fueron inoculadas por bacterias, lo cual demuestra que este
cambio en la morfologia es importante ya que la epidermis es la interfaz entre el
medio ambiente y las plantas. Ademas, el aumento de la epidermis ayuda a la
capturay distribucion de la radiacion solar a través del tejido fotosintético (Kapchina-
Toteva et al., 2014). De acuerdo con Lando et al. (2016) al aumentar la epidermis
abaxial y adaxial, aumenta la captura de radicacién solar, ademas ayudan a reflejar
el exceso de radiacion solar, a reducir la pérdida de agua debido a la transpiracién
y ejercen control sobre la cantidad de radiacion solar que entra en la hoja, como
ocurrid en el presente experimento, donde las plantas inoculadas aumentaron la
concentracion de clorofilas y carotenoides, generando plantas con mayor capacidad

de adaptacion a condiciones ex vitro.
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Por otra parte, se encontr0 que aumentd el grosor del parénquima
empalizado de la etapa in vitro a pre-aclimatacion, es importante mencionar que las
plantas que fueron inoculadas presentaron un mayor aumento en grosor del
parénquima empalizado. De acuerdo a Séez et al. (2012) las plantas que se
encuentran en condiciones ex vitro, el parénquima empalizado es mas grueso,
indicando una mayor adaptacién. En comparacién con plantas que se encuentran
in vitro. Esto debido a que en condiciones in vitro el parénquima es delgado y sin
espacios de aire en el mesofilo esponjoso, que podria ser el resultado de un alto
contenido de azucar en el medio de cultivo. En relacién al parénquima esponjoso
se observo una disminucion de in vitro a pre-aclimatacioén, lo cual es caracteristica
que las plantas de adaptacion, ya que cuando se encuentra un parénquima
esponjoso con espacios intracelulares las plantas sufren una hiperhidratacion
(Kapchina-Toteva et al., 2014), en plantas masculinas este efecto se vio reflejado
en el tratamiento inoculado con la cepa A. brasilense (Cd); mientras que en plantas
femeninas el tratamiento donde se realizé la co-inoculacién disminuy6 en grosor del

paréngquima esponjoso.
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9. CONCLUSIONES

e Esta investigacion ha demostrado la presencia de bacterias endofitas en
raices de plantas de jojoba (S. chinensis). De las 101 bacterias que se
aislaron, 8 presentaron el mayor nimero de mecanismos de promocion de
crecimiento (crecimiento en medio sin nitrdgeno, solubilizacién de fosfato
tricalcico, produccion acido indol acético, ACC desaminasa y sideroforos).

e En la etapa de enraizamiento in vitro la inoculacién de la cepa R.
pyridinivorans (JRR11) promovio el enraizamiento y crecimiento de plantas
de jojoba, ademéas aumentd la concentracion de clorofila y carotenoides. Sin
embargo se registré6 una mayor actividad de enzimas de defensa, en los
tratamientos donde se realiz6 la co-inoculacién. Lo cual se puede deber a
que cada una de las cepas desencadena una ruta de sintesis de las enzimas
confiriendole mas tolerancia a las plantas a un posible estrés.

e Uno de los resultados mas importantes de esta investigacion es, el reporte
de R. pyridinivorans, como bacterias promotoras de crecimiento en las
plantas.

e En la etapa de pre-aclimatacion, la co-inoculacion de las bacterias enddfitas
seleccionadas, promovié el crecimiento de las plantas, longitud de la raiz y
aumento la concentracion de pigmentos, ademas de sintetizar enzimas de
defensa que le sirvieron a las plantas para adaptarse a condiciones de pre-
aclimataciéon. Asi mismo la inoculacion de bacterias endoéfitas indujo
modificaciones morfolégicas que ayudan a mitigar el estrés.

e El analisis morfométrico realizado con los cortes histolégicos, mostraron que
la inoculacién de bacterias, propician cambios en la estructura que les
pueden servir a una mejor adaptacion a condiciones de pre-aclimatacion.

e Este estudio demuestra la importancia del uso de bacterias endofitas,
mostrando el beneficio de los inoculantes enddfitos seleccionados de las
plantas de Jojoba con el proceso de biotizacion para mejorar la adaptacion

de las plantas en condiciones de pre-aclimatacion.
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