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Resumen

fiRespuestas ecofisioldgicas de Echinocactus platyacanthus en interaccion
con un consorcio microbiano ante estr®s h2dr

Echinocactus platyacanthus es una cactacea en riesgo debido a su lento
crecimiento, a la extraccion ilegal y a la degradacion de su habitat. La sequia es
una amenaza significativa para las etapas tempranas de los individuos de esta
especie y es un fendmeno cada vez mas acentuado debido al cambio climético.
Existen baterias benéficas que en interaccibn con la planta pueden generar
interacciones benéficas como la mejora en la absorcion de nutrientes, produccion
de fitohormonas, mejora de la tolerancia al estrés hidrico, proteccién contra
patdgenos, entre otras., por lo tanto, se busca determinar si la inoculacion con
cepas bacterianas previamente aisladas de la raiz y de las semillas de esta
especie puede aumentar la capacidad de germinacion de las semillas y
supervivencia de las plantulas en condiciones de déficit hidrico. El objetivo general
del estudio fue evaluar como la interaccién entre un consorcio de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) y E.
platyacanthus puede conferir mayor tolerancia a la escasez de agua en las
primeras etapas del desarrollo. En este proyecto se ensamblé un consorcio con
cepas bacterianas con rasgos promotores del crecimiento vegetal capaces de
producir exopolisacaridos (EPS), los cuales pueden contribuir a retener la
humedad en el suelo, beneficiando a las plantas durante los periodos de escasez
de agua y permitiéndoles sobrevivir en condiciones adversas. Se determind la
capacidad de produccién de EPS por parte de las cepas bacterianas bajo escasez
de agua, se prob6 el efecto de la inoculacion especifica del consorcio en la
germinacion de semillas bajo niveles diferentes de estrés hidrico y se analizaron
los efectos de la inoculacion en diversos parametros fisioldgicos de las plantulas
sometidas a supresion de riego. Sin embargo; los resultados de la inoculacion con
el consorcio de PGPR no mostraron un efecto benéfico significativo durante la
germinacion de las semillas, por lo cual se resalta la importancia de considerar
gué otros factores influyen durante esta etapa y la necesidad de investigaciones
adicionales para comprender esta dinamica. Por otra parte, se observaron efectos
positivos durante el crecimiento temprano de las plantulas de E. platyacanthus
inoculadas con el consorcio de PGPR bajo condiciones de estrés hidrico,
demostrados por mejoras en parametros ecofisiolégicos como el contenido relativo
de agua, suculencia, longitud del tallo y el contenido de carotenoides. Estos
resultados sugieren que las PGPR pueden contribuir al aumento de la tolerancia a
la escasez de agua, asi como promover el crecimiento y la supervivencia de las
plantulas en condiciones adversas. Aunque se reconoce la necesidad de una
comprension mas profunda de los mecanismos subyacentes, estos hallazgos
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abren perspectivas prometedoras para el uso de PGPR en la mejora de la
tolerancia a la escasez de agua en especies de plantas silvestres en alguna
categoria de riesgo, lo que podria llevar a aplicaciones practicas mas efectivas en
la conservacion de la flora en ambientes aridos.

Palabras clave: Cactaceae, carotenoides, consorcio, contenido relativo de agua,
exopolisacéridos (EPS), inoculacion, longitud de tallo, plantulas, semillas,
suculencia.
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Abstract

"Eco-physiological responses of Echinocactus platyacanthus in interaction
with a microbial consortium under water stress”

Echinocactus platyacanthus is an at-risk cactus species due to its slow growth,
illegal harvesting, and habitat degradation. Drought is a significant threat to the
early stages of individuals of this species and is an increasingly pronounced
phenomenon due to climate change. There are beneficial bacteria that, in
interaction with the plant, can generate positive effects such as improved nutrient
absorption, production of phytohormones, enhanced drought tolerance, and
protection against pathogens, among others. Therefore, this study aims to
determine whether inoculation with bacterial strains previously isolated from the
roots and seeds of this species can increase seed germination capacity and
seedling survival under water deficit conditions. The general objective of the study
was to evaluate how the interaction between a consortium of plant growth-
promoting bacteria (PGPR) and E. platyacanthus could confer greater tolerance to
water scarcity during the early developmental stages. In this project, a consortium
was assembled with bacterial strains exhibiting plant growth-promoting traits
capable of producing exopolysaccharides (EPS), which can help retain moisture in
the soil, benefiting plants during water shortages and enabling them to survive
under adverse conditions. The ability of the bacterial strains to produce EPS under
water scarcity was determined, the effect of specific consortium inoculation on
seed germination under varying levels of water stress was tested, and the effects
of inoculation on various physiological parameters of seedlings subjected to water
suppression were analyzed. It was demonstrated that the bacterial strains forming
the consortium are capable of producing EPS under water scarcity. However, the
results of the inoculation with the PGPR consortium under the experimental
conditions did not show a significant beneficial effect during seed germination,
highlighting the importance of considering other factors influencing this stage and
the need for further research to understand this dynamic. On the other hand,
positive effects were observed during the early growth of E. platyacanthus
seedlings inoculated with the PGPR consortium under water stress conditions, as
evidenced by improvements in eco-physiological parameters such as relative water
content, succulence, stem length, and carotenoid content. These results suggest
that PGPR can contribute to increased drought tolerance, as well as promote
growth and survival of seedlings under adverse conditions. Although a deeper
understanding of the underlying mechanisms is needed, these findings open
promising perspectives for the use of PGPR in improving drought tolerance in wild
plant species at risk, which could lead to more effective practical applications in the
conservation of flora in arid environments.
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Keywords: Cactaceae, carotenoids, relative water content, consortium,
exopolysaccharides (EPS), inoculation, stem length, seedlings, seeds, succulence.
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1. Introduccién

La sequia es un periodo prolongado de disminucién del contenido de humedad en
el suelo como consecuencia de un periodo largo de precipitacion escasa, la cual
puede presentarse de forma natural y estacional en las zonas aridas (Goswami &
Deka, 2020). Este fenébmeno se ve potenciado como efecto del cambio climatico y
se ha pronosticado que la severidad, recurrencia y duracion de la sequia en

ecosistemas aridos y semiaridos vaya en aumento (IPCC, 2021).

Cabe mencionar que la mayor parte del territorio mexicano esta constituido por
zonas aridas y semiaridas, donde la precipitacion es escasa y en ocasiones las
sequias se pueden prolongar (Chavez-Ambriz et al., 2016). Por lo tanto, en estos
ecosistemas las condiciones de humedad juegan un papel fundamental en las
primeras etapas del desarrollo de las plantas; la escasez de agua representa una
fuerte amenaza para éstas, afectando su crecimiento general y produciendo un

impacto negativo en sus primeras etapas del desarrollo (Lai et al., 2016).

El potencial hidrico es la principal fuerza impulsora para transportar agua desde
las raices hasta las hojas. El agua se mueve en respuesta al gradiente de
potencial hidrico desde mayor potencial hacia menor potencial. El potencial hidrico
estd en orden decreciente para el suelo, raices, tallo, hojas y atmdésfera,
respectivamente. En respuesta a este orden decreciente de potencial hidrico, el
agua fluye a través de la corriente de transpiracion desde las raices hasta las
hojas y luego se pierde en la atmdsfera (Parkash & Singh, 2020). El potencial
hidrico es la energia potencial de una masa de agua, de modo que es util para
describir la cantidad de agua disponible para las plantas y evaluar el movimiento
del agua en el suelo. Este se expresa en unidades de presion (MPa) y se
consideran potenciales mas cercanos a 0 en suelos himedos y mas negativos en
lugares secos (Munns, 2011). Por consiguiente, la limitacion de agua y la sequia
reducen el potencial hidrico del suelo y la capacidad de las plantas para absorber
agua, causando estrés hidrico y, por lo tanto, pérdida en la salud amenazando su
supervivencia (Kasim et al., 2013), ocasionando alteraciones en las respuestas

fisiologicas, bioquimicas y moleculares de las plantas. Algunas de estas



respuestas son: disminucion de la tasa de fotosintesis, aumento del dafio a los
lipidos, fotorrespiracion, produccion de etileno, desequilibrio de las fitohormonas,
alteracion de la homeostasis de las células e induccion de altos niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Fahad et al., 2015; Tiwari et al., 2016;
Talaat & Shawky, 2017). La falta de agua reduce el crecimiento de las plantas y
provoca dafio oxidativo en los tilacoides por la produccion de ROS, impactando el
contenido de clorofila y carotenoides de las plantas, causando degradacion de los
complejos centrales de los fotosistemas | y Il, inhibiendo el proceso fotoquimico
esencial (Chandra et al., 2021).

Sin embargo, las plantas presentes en los desiertos, al crecer en uno de los
ecosistemas mas secos de la tierra, donde se combinan las precipitaciones
escasas Y las temperaturas extremas, han desarrollado diversos mecanismos que
les permiten hacer frente a estas condiciones ambientales (Hashem & Mohamed,
2020). Las estrategias de las plantas que crecen en zonas aridas incluyen
adaptaciones fisiologicas, morfolégicas, anatomicas y moleculares que les
permiten tolerar la sequia. Estas estrategias incluyen mantener su metabolismo
relativamente normal en presencia de baja concentracion de agua, cerrar los
estomas para evitar la pérdida de agua por transpiracion, ajustar osmaoticamente,
mejorar la capacidad antioxidante, acumular osmoprotectores (como prolina,
betaina y glicina), modificar los pigmentos para preservar las funciones celulares,
realizar ajustes metabdlicos, y cambiar la arquitectura de la raiz mediante una
mayor produccion de fitohormonas (auxinas, citoquininas, acido giberélico y acido
abscisico) que favorecen la eficiencia en el uso del agua y su extraccién del suelo
(Timmusk et al., 2014; Fahad et al., 2015; Ngumbi & Kloepper, 2016; Hashem &
Mohamed, 2020).

Particularmente las plantas que pertenecen a la familia Cactaceae poseen
adaptaciones a la escasez de agua que limitan su dafio o muerte por estrés, como
cuticula gruesa, baja densidad estomatica, metabolismo fotosintético acido de las
crasulaceas, espinas en lugar de hojas para evitar pérdida por evapotranspiracion,

suculencia y tallos fotosintéticos (los cuales poseen clorofilas) que les permiten



sobrevivir en ambientes éaridos (Ogburn & Edwards, 2012). Sin embargo; la
fisiologia y morfologia de las plantas puede ser afectada por el estrés abiotico (Ma
et al., 2020). A continuacion se detallaran variables ecofisiologicas de interés que
nos ayudan a conocer su respuesta ante estrés ambiental (De la Rosa-Manzano et
al., 2016; Estrada-Gonzalez et al., 2023).

Las plantas utilizan clorofilas y carotenoides para capturar la luz necesaria para la
fotosintesis, los carotenoides estan involucrados en la fotoproteccion y
fotoreparacion ademas la tasa fotosintética esta relacionada con el contenido de
clorofila, siendo unos de los indicadores de la capacidad fotosintética de las
plantas (De la Rosa-Manzano et al., 2016). No obstante, en ambientes aridos, las
plantas tienen un bajo contenido de clorofila como mecanismo de adaptacion para
limitar la absorcion de la radiacidon solar, presentando mayor estabilidad de la
clorofila en condiciones de estrés (Hashem & Mohamed, 2020). Asi mismo, el
metabolismo acido de las crasulaceas (CAM), aumenta la eficiencia del uso del
agua, pues los estomas se abren de noche, el CO:2 se fija cuando las temperaturas
son mas bajas y la humedad relativa es alta, esto permite reducir la pérdida de
agua, adaptarse y sobrevivir mejor a los climas mas secos (Hernandez-Gonzalez
& Villarreal, 2007; Hashem & Mohamed, 2020). Asi, para evaluar los patrones
relacionados con la fotosintesis CAM de acumulacion nocturna de acidez, se
examina la acidez titulable (De la Rosa-Manzano et al., 2016). Ademas, la
suculencia permite a las plantas llevar a cabo las funciones fisiolégicas cuando no
existe una fuente externa de agua, pues el agua almacenada en sus tejidos es
aprovechada garantizando el suministro de agua para apoyar las funciones
fisiolégicas de la planta (Ogburn & Edwards, 2012). También las mediciones de las
variables relacionadas con la fluorescencia de la clorofila como la eficiencia
fotoquimica d e | P &ll), la ef{ci@ncia cuantica maxima del PSII (Fv/Fm) y la tasa
de transporte de electrones (ETR, por sus siglas en inglés), aportan informacion
acerca del desempeiio fotosintético de las plantas (De la Rosa-Manzano et al.,
2016). A pesar de los mecanismos adaptativos utilizados por las plantas de la

familia Cactaceae para soportar el estrés hidrico, estas pueden llegar a morir si la



escasez de agua se prolonga, siendo mas vulnerables en las primeras etapas del

desarrollo (de la Torre-Hernandez et al., 2020; Chandra et al., 2021).

Echinocactus platyacanthus es una cactacea en forma de barril que puede llegar a
medir hasta 2 metros de alto y 1 metro de diametro. Esta caracteristica depende
del l ugar en el gue se desarrolla | a

burrao o fAbiznaga dul ceo. Panto engdaelaras comm
en terrenos planos estacionalmente inundables, en una altitud entre los 1100 y
2400 metros sobre el nivel del mar (Aragon Gastélum, 2011) y se localiza en el
desierto chihuahuense en Coahuila, Guanajuato, Nuevo Leo6n, San Luis Potosi,
Tamaulipas y Zacatecas, asi como en el sur del Valle de Tehuacan, en Puebla y
Oaxaca, asi como en la Barranca de Metztitthn en Hidalgo y en regiones
semiaridas de Querétaro, correspondientes al Desierto Queretano-Hidalguense

(Castafieda Romero et al., 2016).

Se han reconocido tres formas de Echinocactus platyacanthus, las cuales estan
separadas por el Eje Volcanico en dos zonas geograficas: la primera esta presente
en el Valle de Tehuacéan, Puebla, donde crece Echinocactus platyacanthus forma
grandis; la segunda esta distribuida en el desierto Queretano-Hidalguense, en
donde crece la forma platyacanthus en los valles intermontanos y barrancas
profundas de los estados de Hidalgo y Querétaro y por ultimo la forma biznaga,
esta se distribuye en el altiplano en los estados de Guanajuato, San Luis Potosi,
Zacatecas, Nuevo Ledn y Tamaulipas, en el Desierto Chihuahuense (Bravo-Hollis
& Sanchéz-Mejorada, 1991).

A pesar de tener una amplia distribucion esta especie es de lento crecimiento, sus
plantulas rara vez se ven en la naturaleza, tiene una baja tasa de reproduccién y
su mortalidad media anual en poblaciones naturales es mas alta para las plantulas
gue para adultos (de la Torre-Hernandez et al., 2020; Rosas et al., 2021). La suma
de la destruccion de su habitat, sobreexplotacion, consumo humano para la
elaboracion de dulce de acitron y su uso ornamental ha puesto en grave peligro a
las poblaciones naturales de esta especie, por lo cual se encuentra protegida por
la NOM-059-SEMARNAT-2010 enlacat egor2a MAdsujeta a

pl ant a
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ma
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asi como en el Apéndice Il de la Convencion sobre Comercio de Especies
Amenazadas de Flora y Fauna Silvestre (CITES), y en la Lista Roja de la Union
Il nternacional para | a Conservaci- -n de
amenazadd SEMNRNATD, 2010; Aragon-Gastélum et al., 2014; de la Torre
Hernandez et al., 2020; UICN, 2021).

En estudios previos se ha reportado la importancia de la interaccion de las plantas
con microrganismos benéficos en la mejora de la tolerancia al estrés de especies
de zonas éridas(Ma et al.,, 2020), pues algunos microorganismos del suelo
asociados a las plantas pueden ayudar a superar parcialmente los efectos
mortales de la escasez de agua al ofrecer proteccion contra la desecacion, al
mantener un ambiente himedo y propicio para su crecimiento y desarrollo
(Kavamura et al., 2013). Por ejemplo, las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés), las cuales son un grupo diverso de
bacterias que promueven el crecimiento de las pantas mediante diferentes
mecanismos, muestran una excelente capacidad de colonizar raices, esto les
permite interactuar con la planta y por lo tanto, son capaces de promover su
crecimiento (Fahad et al., 2015; Goswami & Deka, 2020). Es preciso mencionar
qgue para que las PGPR puedan beneficiar a las plantas con las que interacttan,
es necesario que se establezcan exitosamente en el ambiente y en el caso
particular de los desiertos que tengan la capacidad de soportar las condiciones
extremas y que al igual que las plantas, las bacterias presenten mecanismos que

les permitan sobrevivir en este ambiente hostil (Saleem et al., 2018).

Las PGPR presentan diversos mecanismos que inducen en conjunto el
crecimiento de las plantas al promover la adquisicibn de nutrientes, como
nitrogeno, fosforo y hierro; de igual modo previenen y disminuyen el dafio a las
plantas por organismos patégenos (principalmente hongos y bacterias); también
estimulan directamente el crecimiento de las plantas al producir fitohormonas,
como acido abscisico (ABA), citoquininas, giberelinas, reduciendo los niveles de
etileno de las plantas mediante la accion de la enzima 1-aminociclopropano-1-

carboxilato (ACC) desaminasa, propiciando cambios morfolégicos en las raices de
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las plantas (Compant et al., 2010; Kim et al., 2012; Suréwka et al., 2020; Bonatelli
et al., 2021). Asimismo, en condiciones de estrés hidrico prolongado secretan
osmolitos (prolina, betaina, glicina), exopolisacaridos (EPS) y antioxidantes como
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POX), que les permiten
a las plantas mejorar su tolerancia al estrés (Kim et al., 2012; Chiappero et al.,
2019; de Vries et al., 2020; Goswami & Deka, 2020; Suréwka et al., 2020).

Por su parte, los EPS producidos por las PGPR en condiciones de estrés hidrico
tienen un papel fundamental en el aumento de la tolerancia a la sequia de las
plantas (Eke et al., 2019). Los EPS protegen a los microorganismos y a la planta
de la desecacion, ya que mejoran la retencion de agua y regulan la difusién de
fuentes de carbono; asimismo, ayudan a la adhesion y colonizacion de bacterias,
aumentando la agregacion del suelo, dando como resultado una mejor absorcion
de nutrientes y de agua del suelo de la rizosfera (Sandhya et al., 2010; Niu et al.,
2018;). Por lo tanto, las plantas tratadas con bacterias productoras de EPS
muestran un mejor crecimiento y mayor resistencia al estrés hidrico (Kavamura et
al., 2013; Sandhya et al., 2009; Niu et al., 2018).

Algunas de las cepas de ambientes aridos caracterizadas por tener rasgos
promotores del crecimiento vegetal como produccion de &cido indolacético (AlA),
giberelinas, citoquininas, sideroforos, solubilizacion de fosforo, fijacion de
nitrdgeno, produccion de compuestos antifungicos son: Bacillus thuringiensis
(Azizoglu, 2019; De Almeida et al., 2021), Bacillus subtilis (Blake et al., 2021; A.
Hashem et al., 2019), Bacillus toyonensis (Contreras-Pérez et al., 2019; Essalimi
et al., 2022) y Achromobacter (Abdel-Rahman et al.,, 2017; Rashad et al., 2022;
Wass et al., 2019).

Stenotrophomonas es un género de bacterias que incluye varias especies,
algunas de las cuales han sido reconocidas por sus caracteristicas de promocién
del crecimiento de las plantas como: fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosforo, produccion de AIA, siderdforos, exopolisacaridos, actividad antagonica

contra patégenos, tolerancia sistémica inducida, resistencia al estrés bidtico y



abidtico (Aeron et al., 2020; Ali & Osman, 2022; R. P. Singh & Jha, 2017; Ulrich et
al., 2021).

La inoculacion con PGPR se ha utilizado ampliamente en el area agricola con el
fin de mitigar los efectos del estrés hidrico y mejorar el rendimiento de los cultivos
(Martins et al., 2018; Saleem et al., 2018); sin embargo, esta estrategia también
tiene potencial para ser empleada en el area de la restauracibn ambiental y
conservacion de especies vegetales de zonas aridas, al inocular plantas que se
encuentren en alguna categoria de riesgo, para promover su supervivencia y
crecimiento (Kavamura et al.,, 2013; Bashan et al.,, 2014; Chavez-Ambriz et al.,
2016). Generalmente las cepas individuales o que conforman consorcios
bacterianos con fines de inoculacion han sido aisladas de la rizosfera de las
plantas en las que se pretenden inocular, asi como de plantas de ambientes aridos
con alta tolerancia a la escasez de agua (Kavamura et al., 2013; Chavez-Ambriz et
al., 2016) y se ha probado su potencial como promotoras del crecimiento vegetal

en condiciones de estrés hidrico (Eke et al., 2019; Khan et al., 2019).

Entre los estudios iniciales con PGPR como inéculos de plantas silvestres, se
encuentra un estudio realizado por Puente & Bashan (1993) en el que se
inocularon semillas de Pachycereus pringlei (cardén) con Azospirillum brasilense,
lo cual mejor6 la germinacion y los parametros de crecimiento de las plantulas
(altura, diametro, volumen y establecimiento). De igual forma CarrilloZ>arcia et al.
(2000) y Bacilio et al. (2006) inocularon semillas de Pachycereus pringlei con
Azospirillum brasilense. CarrilloA>arcia et al. (2000) encontraron un crecimiento
mejorado de raices y brotes de plantulas de cardén inoculadas que crecian en
suelos pobres, mientras que Bacilio et al. (2006) probaron diferentes sustratos,
demostrando que efectivamente la inoculacion con Azospirillum brasilense tiene
un efecto positivo en el desarrollo del cactus, sin embargo la adicibn de compost
tuvo un efecto mas importante. También Puente et al. (2009) trabajaron con
Pachycereus pringlei donde se argument6 que cuando las semillas de cardon se
inocularon con bacterias endofiticas, las plantulas lograron crecer en roca

pulverizada durante al menos un afio sin fertilizacidbn y sin mostrar efectos



adversos en su salud, ademas que la asociacion bacteria-planta liberé cantidades

significativas de nutrientes.

Por otro lado Kavamura et al. (2013), identificaron y caracterizaron rizobacterias
de tres cactus brasilefios Cereus jamacaru, Melocactus sp y Pilosocereus
gounellei, las cuales fueron capaces de crecer en condiciones de bajo contenido
de agua y exhibieron rasgos de promocion del crecimiento de las plantas como
solubilizacion de fosforo y produccion de AIA. También en un estudio realizado por
Chévez-Ambriz et al. (2016) se aislaron cepas bacterianas del género Bacillus de
la rizosfera de Mammillaria magnimamma y Coryphantha radians, las cuales
exhibieron rasgos promotores del crecimiento in vitro como solubilizacion de
fésforo, produccién de AlA y actividad ACC desaminasa. Posteriormente fueron
inoculadas en semillas de Mammillaria magnimamma y plantas de Mammillaria
zeilmanniana, donde se encontré6 que las PGPR aisladas incrementaron la
germinacion de Mammillaria magnimamma desde un 17% hasta un 34.3%
respecto a las semillas testigo sin inocular, mientras que en plantas
de Mammillaria zeilmanniana se observé un efecto positivo sobre la floracion, pues
se detectd un incremento en el nUmero de plantas en floracién con respecto a las

plantas testigo, de hasta el 31%.

En otro estudio realizado por Sarria Carabali et al. (2019) se analiz6 el efecto de la
contaminacion del suelo por zinc sobre la biodiversidad de la microbiota asociada
a E. platyacanthus para explicar su alta tolerancia al estrés ambiental. Encontraron
que las altas concentraciones de Zn pueden tener efectos negativos sobre la
comunidad rizosférica de esta planta al manifestar pérdidas de grupos bacterianos
que tienen funciones esenciales. Asimismo, Sarria Carabali et al. (2020)
observaron que la contaminaciéon con cadmio en grandes cantidades cambia
significativamente la estructura de la comunidad bacteriana rizosférica de E.
platyacanthus y que puede tener efectos negativos en su funcionamiento,
especialmente en la movilizacién de nitrégeno, a pesar de que E. platyacanthus no
mostré signos de estrés fisiolégico reflejado en el rendimiento fotosintético.

También de la Torre-Hernandez et al. (2020) analizaron por primera vez las



comunidades bacterianas rizosféricas asociadas a E. platyacanthus que crecen en
condiciones silvestres y cultivadas. Las cepas obtenidas se analizaron para
conocer sus rasgos promotores del crecimiento (produccion de AlA, solubilizacion
de fosfato, produccién de sideréforos, control biolégico del crecimiento de hongos),
demostrando que las cepas obtenidas de plantas silvestres tienen mejores rasgos
promotores del crecimiento vegetal, enfatizando que las plantas silvestres son una
fuente de PGPR con diversas actividades metabdlicas, que pueden ser esenciales
en la adaptacion de los cactus en sus entornos naturales. Por otro lado, Mascot-
GOmez et al. (2021), examinaron las comunidades bacterianas presentes en las
semillas de E. platyacanthus, las cuales cuentan con rasgos promotores del
crecimiento  vegetal, adicionalmente = demostraron que el género
Stenotrophomonas es dominante tanto en las comunidades bacterianas
episeminales como endoseminales. Ademas, realizaron un experimento en el que
eliminaron las comunidades microbianas episeminales mediante lavados, lo cual
afectd negativamente su tiempo medio de germinacién y el porcentaje de
germinacién, en consecuencia, precisaron la importancia del microbioma
episeminal en la germinacion y proteccion de semillas de esta especie. Asimismo,
Estrada-Gonzalez et al. (2023) dieron a conocer que E. platyacanthus muestra
cambios fisiol6gicos entre las estaciones de lluvia y de secas. Durante la estacion
seca, para responder a la escasez de agua y nutrientes en el suelo, realiza ajustes
fisiolégicos como el aumento de clorofila a y carotenoides, dando como resultados
la modificacién de los aminoacidos exudados por la raiz y por lo tanto de la
comunidad bacteriana rizosférica, proponiendo que la tolerancia a la sequia podria
deberse a la interaccion entre los mecanismos reguladores fisiologicos y las
relaciones simbidticas con las bacterias del suelo mediadas por los compuestos

exudados por sus raices.

En este trabajo se plantean las siguientes peguntas ¢ Tienen las cepas bacterianas
seleccionadas la capacidad de producir EPS en condiciones de estrés hidrico?
¢La inoculacion con un consorcio bacteriano con rasgos promotores del
crecimiento vegetal puede mejorar el tiempo medio de germinacion y la

germinabilidad de semillas de E. platyacanthus bajo estrés hidrico inducido, asi



como la supervivencia y los parametros ecofisioldgicos de las plantulas ante la

eliminacién del riego?, por lo cual se plantean las siguientes hipotesis.

1.1.Hipotesis

1 Las cepas bacterianas que componen el consorcio microbiano contribuiran
a la retencion de humedad en condiciones de estrés hidrico mediante la
produccion de EPS, como un mecanismo de tolerancia adaptativo.

1 La inoculacion con el consorcio de PGPR mejorara significativamente la
germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas de Echinocactus
platyacanthus bajo condiciones de estrés hidrico, reflejandose en mejoras
en los parametros ecofisioldgicos de las plantulas.

1.2.0bjetivo general
Evaluar la capacidad de un consorcio de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal para conferir mayor tolerancia al estrés hidrico a Echinocactus

platyacanthus en etapas tempranas de desarrollo.

1.3.Objetivos especificos

1. Determinar la capacidad de produccion de EPS por las cepas bacterianas del
consorcio en condiciones de estrés hidrico.

2. Probar los efectos de la inoculacion del consorcio de PGPR, sobre el tiempo
medio de germinacibn y germinabilidad de semillas de Echinocactus

platyacanthus bajo diferentes tratamientos de estrés hidrico inducido.

3. Determinar los efectos de la inoculacion del consorcio de PGPR, sobre los
pardmetros fisiolégicos de plantulas de Echinocactus platyacanthus ante la

supresion del riego.
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Figura 1. Esquema que ejemplifica cada uno de los objetivos especificos, los cuales
estan enfocados en conocer si: 1) Las cepas bacterianas seleccionadas pueden
producir EPS, 2) La inoculacion mejora la germinacion y 3) La inoculacién mejora el

desarrollo y supervivencia de plantulas de E. platyacanthus.

Por cada objetivo se realiz6 un experimento diferente y mas adelante seran

presentados como capitulos.

2. Materiales y métodos

2.1.Caracterizacion de cepas bacterianas
Las cepas bacterianas que se caracterizaron por su capacidad para producir EPS
y posteriormente se utilizaron para conformar el consorcio con el que se
inocularon las semillas y las plantulas de E. platyacanthus, fueron aisladas de las
semillas y de la rizosfera de esta misma especie (Estrada Gonzalez, 2017,
Mascot-Gomez et al., 2021), asi como de la rizosfera de especies de Opuntia
(Estrada Gonzalez, 2017).

Las cepas que conforman el consorcio bacteriano se muestran en la Tabla 1.
Estas cepas fueron previamente caracterizadas en el grupo de trabajo como

promotoras del crecimiento, tomando en cuenta su capacidad para solubilizar
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fésforo, fijar nitrogeno, producir AlA, producir sider6foros, ademas de ser
compatibles en la prueba de inhibicion del crecimiento; es decir, que las cepas
entre si no inhiben su crecimiento. Por lo tanto, se continué su caracterizacion,

tomando en cuenta su capacidad para producir EPS.

Tabla 1. Cepas del consorcio y sus rasgos promotores del crecimiento vegetal

Cepas Solubilizacion  Fijacién de Produccién  Produccion de
de fésforo nitrégeno AlIA Sideréforos

Bacillus thuringiensis ) . .

(Aislada de Opuntia) S S| S No

Bacillus toyonensis si Si si No

(Aislada de Opuntia)

Bacillus subtilis ) . ]

Si Si Si No

(Aislada de Opuntia)

Achromobacter sp.
(Aislada de la riz6sfera de Si Si No Si
E. platyacanthus)

Stenotrophomonas sp. 1
(Aislada de semillas de E. Si Si Si Si
platyacanthus)

Stenotrophomonas sp.2
(Aislada de semillas de E. Si Si Si Si
platyacanthus)

2.2 Capitulo 1: Produccién de exopolisacaridos por las cepas que

conforman el consorcio bacteriano en condiciones de estrés hidrico
La evaluacion de la capacidad de produccion de EPS por las cepas bacterianas

del consorcio, se realiz6 de acuerdo con el procedimiento de Ghosh et al. (2019),

con algunas modificaciones.
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Figura 2. Esquema general de la metodologia del experimento 1. Este experimento
se divide en dos partes, la extraccion de los EPS producidos por las cepas
bacterianas desarrolladas bajo condiciones de estrés hidrico inducido con PEG

8000 a -0.2 MPay -0.73 MPa y su cuantificacién mediante colorimetria a 315 nm.

Cultivo de cepas

Las cepas bacterianas seleccionadas se encontraban aisladas de experimentos
previos en el grupo de trabajo almacenadas en glicerol a -70 °C. Se cultivaron en 5
ml de caldo de soya triptico estéril (TSB) a 28°C, con agitacibn moderada de 150
rpm por 24 horas para Bacillus thuringiensis, Bacillus toyonensis, Bacillus subtilis y
Achromobacter sp. y 48 horas para Stenotrophomonas sp.1 y Stenotrophomonas
sp.2 y asi obtener una suspension bacteriana en fase exponencial (OD 600 = 0.2)
(Eke et al., 2019).

1 Caldo de soya triptico (TSB)
0 17 g de Bacto Tryptona (digerido pancreatico de caseina)
o 3 g de Soytona (digerido péptico de harina de soya)
0 2.5 g de Glucosa (dextrosa)
0 5 g de Cloruro de sodio
0 2.5 g de Fosfato dipotasico de hidrégeno
Con el uso de Polietilenglicol 8000 (PEG 8000), se simularon condiciones de

estrés hidrico, el medio TSB se modific6 con PEG 8000 para obtener potenciales
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hidricos de -0.2 MPa y -0.73 MPa. Para la preparacion de la solucion de PEG
8000 a los dos potenciales hidricos se empled la siguiente ecuacion (Michel,
1983):

Formula 1:

[4 — (5.16¢9T — 560¢ + 16)*7]

[PEG] =
2.58T — 280

Donde:
[PEG]: kilogramos de PEG por litro de agua destilada.
a: Potencial osm-tico requerido

T: Temperatura de preparacién de la solucion (°C).

En 10 ml de medio TSB con y sin PEG se inocularon 100 pl de suspension
bacteriana (DOesoo = 0.2) en fase exponencial y se dejaron crecer durante 72 horas
a 28°Cy 150 rpm utilizando 5 repeticiones (Sandhya et al., 2010).

Extraccion de EPS

Después de 72 h de desarrollo, se tomaron 2 ml de cultivo bacteriano y se
centrifugaron a una velocidad de 7200 g durante 30 min a 4°C. Posteriormente se
recogio el sobrenadante y se filtraron 600 yl a través de una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 um. El filtrado se mezcl6 con 3 volimenes (1200 ul) de
alcohol absoluto enfriado con hielo y se dej6é durante una noche a 4°C en el
refrigerador (Albalasmeh et al., 2013). Los EPS precipitados se recolectaron
mediante una centrifugacién a 7200 g durante 30 min a 4° C. El precipitado se
resuspendié en 1 ml de agua estéril (agua inyectable) y para la cuantificacion de
carbohidratos presentes en los EPS precipitados se empled el método acido

sulftrico-UV propuesto por Albalasmeh et al. (2013).

Cuantificacion del contenido de carbohidratos

Como referencia se utilizaron los carbohidratos glucosa (CsH1206), sacarosa
(C12H22011) y almiddn (CeH1005)n. Se prepard una solucién concentrada de cada

carbohidrato disolviendo 0.1 g de carbohidrato seco en 1 L de agua inyectable
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(0.01 g carbohidrato/100 ml agua inyectable) y se hicieron varias diluciones a partir
de las soluciones concentradas de los carbohidratos. Las concentraciones que se

utilizaron se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de las curvas patrdon de los carbohidratos de referencia

Concentracion Volumen de solucién Volumen de agua

mg/L concentrada inyectable
0 oul 1000 p
20 200 pl 800 ul
40 400 pl 600 pl
60 600 pl 400 pl
80 800 ul 200 pl
100 1000 pl oul

Se tomo una alicuota de 1 ml de solucion de carbohidratos (EPS resuspendidos),
y se mezclé rdpidamente con 3 ml de H2SO4 concentrado en un tubo de ensayo, el
cual se agité en vortex durante 30 s. Las soluciones de referencia (blanco) se
prepararon siguiendo el procedimiento anterior, excepto que la alicuota de

carbohidratos se reemplazé con agua inyectable.

La solucién se enfrié en hielo durante 5 min para llevarla a temperatura ambiente,
debido a que la temperatura de la mezcla aumenta después de la adicién de
H2SOa4. Finalmente, se leyo la absorcion de luz UV a 315 nm usando un
espectrofotometro UV visible. Los resultados se presentan como mg EPS
producido/g peso humedo celular, en el que el peso himedo se obtendra al pesar

el tubo eppendorf con y sin el EPS precipitado.

Las condiciones de estrés inducido por el PEG 8000 se utilizaron para simular
estrés hidrico nulo (control), medio y alto, en el que -0.73 MPa fue el potencial
hidrico méas alto (Sandhya et al., 2010). También se utilizaron tres carbohidratos,
los cuales han sido utilizados ampliamente en la investigacion para determinar
EPS. Cabe mencionar que el almidén se utilizé debido a que es un polimero de
alto peso molecular y se conoce que los EPS bacterianos son una mezcla natural
de polimeros de alto peso molecular liberados por bacterias a su entorno (Morcillo
& Manzanera, 2021), asi como la glucosa, ya que esta fue utilizada como fuente

de carbono.
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2.3 Capitulo 2: Promocion de la germinacion de semillas bajo condiciones
de estrés hidrico inducido por PEG 8000

Sanitizacion de semillas

Para el ensayo de la promocién de la germinacion fue necesario realizar la
limpieza y sanitizacion de semillas de E. platyacanthus, colectadas de una
poblacién encontrada en el municipio de Galeana, Nuevo Leon, las cuales fueron
sanitizadas con 500 ml de hipoclorito de sodio al 5% por 15 minutos, que
posteriormente se lavaron 5 veces con 100 ml de agua destilada estéril y se
dejaron secar. También se utilizaron semillas no sanitizadas, para conocer si la
microbiota episeminal de las semillas de E. platyacanthus en conjunto con el

in6culo pueden mejorar los indices de germinacion.

Prueba de viabilidad de semillas

Posteriormente en semillas sanitizadas y no sanitizadas se realiz6 una prueba
para determinar la viabilidad de las semillas por medio del método bioquimico del
tetrazolio (Grabe, 1970). Se colocaron 100 semillas en grupos de 10, en agua
destilada durante 24 horas y posteriormente para facilitar la entrada de la solucién
en la semilla, se realiz6 una incisién con bisturi, paralela al eje del hipocétilo. A
continuacion las semillas se colocaron en una solucién de tetrazolio por 48 h, en
condiciones de oscuridad a 25°C (Baskin & Baskin, 1998). Las semillas se
cortaron transversalmente con un bisturi y los embriones se observaron bajo un
microscopio. Las semillas que mostraron embriones rojos enteros sin dafio

aparente se consideraron viables (Baskin & Baskin, 1998).

Preparacion del indculo bacteriano

Las seis cepas se cultivaron de forma individual en 10 ml de medio TSA a 28°C,
con agitaciébn constante de 150 rpm por 48 h para obtener una suspension

bacteriana en fase exponencial (ODeoo = 0.4 & 1x108 UFC).

Para realizar el céalculo de la relacion de UFC con la OD se ajusto la densidad

Optica de los medios liquidos desarrollados en TSA por 48 h a ODesoo = 0.4.
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Posteriormente se inocularon placas de medio TSA con cada una de las cepas y
se desarrollaron por 24 h, después de este tiempo se realizé el conteo en placa de
las UFC.

Los cultivos se centrifugaron a 4220 rpm por 15 min y la pastilla celular resultante
se lavo con 3 ml de agua destilada estéril, posteriormente se resuspendio y
centrifugé a 4220 rpm por 5 min. La pastilla celular fue resuspendida en 3 ml de
agua destilada estéril (Chavez-Ambriz et al., 2016). Por ultimo, se realiz6 una
mezcla de las pastillas celulares resuspendidas de las seis cepas para conformar

el consorcio en un volumen final de 18 ml.

Inoculacién de semillas

Tres gramos de semillas de E. platyacanthus (sanitizadas y no sanitizadas) se
inocularon por inmersiéon en 9 ml de suspensién bacteriana (108 células/ml)
durante 24 horas. Para el tratamiento sin inéculo se siguié el mismo procedimiento

utilizando agua destilada estéril (Chavez-Ambriz et al., 2016).

Ensayo de germinaciéon

Para la preparacion de PEG 8000 a los diferentes potenciales hidricos se utilizo la
férmula 1 y se simularon los siguientes potenciales hidricos: 0, -0.2,-0.4,-0.6, -0.8,
-1.0 MPa (Flores et al., 2017).

Para el ensayo de promocidn de la germinaciéon se consideraron cinco repeticiones
por tratamiento en unidades experimentales representadas por una caja Petri con
20 semillas de E. platyacanthus.

Tabla 3. Tratamientos para el ensayo de germinacién.
Potenciales: 0, -0.2,-0.4,-0.6, -0.8, -1 MPa
1. Semillas no sanitizadas sin inéculo (control)
2. Semillas no sanitizadas + inéculo

3. Semillas sanitizadas sin in6culo

4. Semillas sanitizadas + in6culo
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Figura 3. Esquema general de la metodologia del experimento 2. En primer lugar, se

llevé a cabo la preparacién del inéculo, posteriormente se inocularon las semillas
de E. platyacanthus y se colocaron sobre un sustrato de algodén humedecido con
PEG 8000 que simularia los potenciales seleccionados, después se pusieron a
germinar en una cadmara de germinacién y se revisaron diariamente para registrar la

germinacion.

Las semillas sanitizadas y no sanitizadas (Tabla 3) se pusieron a germinar en
cajas Petri sobre un sustrato de algodon al cual se le agregaron 8 ml de PEG 8000
para simular las variaciones en la disponibilidad de humedad en el suelo utilizando

los potenciales antes mencionados (Flores et al., 2017).

Todas las cajas fueron selladas con papel adherente para evitar la evaporacién y
se incubaron en un ambiente de 12 h de oscuridad / 12 h de luz, a 29°C, en una
camara de germinacion (Flores et al.,, 2017). La germinacion fue registrada
diariamente durante 30 dias, considerando germinadas las semillas cuando
presentaron emergencia de la radicula. Al terminar el experimento se consideraron
la germinabilidad (GRP) y el tiempo medio de germinacion (TMG) para el analisis

de los datos (Tabla 4; Lozano-Isla et al., 2019).

Tabla 4. Variables de respuesta evaluadas en semillas de E. platyacanthus

Experimento 2
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Parametro Frecuencia Semillas
Germinacion de semillas

Supervivencia Diario 20 semillas por unidad
experimental

Germinabilidad Diario 20 semillas por unidad
experimental

Tiempo medio de germinacion Diario 20 semillas por unidad
experimental

2.4 Capitulo 3: Crecimiento de plantulas de E. platyacanthus inoculadas

sometidas a suspensién de

riego

Muestreo de semillas y suelo

Se utilizaron semillas de E. platyacanthus, colectadas de una poblacién

encontrada en el municipio de Galeana, Nuevo Leon, asi como suelo proveniente

de los interespacios de una poblacion de E. platyacanthus encontrada en la

comunidad AChar

co Bl ancoo,

Tratamiento de esterilizacion de suelo

muni ci pi o

El suelo se secé y tamiz6 por una malla de 3.35 mm y se esteriliz6 (Lopez et al.,

2012) mediante 5 ciclos en autoclave a 120 °C durante 2 horas, entre cada ciclo el

suelo permanecié en una estufa a 60 °C durante toda la noche (Galeano et al.,

2021).
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Figura 4. Esquema general de la metodologia del experimento 3. Para este
experimento fue necesario germinar y crecer plantulas de E. platyacanthus durante
120 dias, las cuales fueron sometidas a los diferentes tratamientos de inoculacién y
riego. Para conocer el efecto de la inoculacion se evaluaron algunos parametros

morfolégicos y ecofisiolégicos en las plantulas al inicio y al final del experimento.

Preparacion del indculo v la evaluacion de la viabilidad de las semillas

Se emplearon los procedimientos mencionados en el capitulo 2.

Condiciones del experimento y unidad experimental

Las semillas se pusieron a germinar en charolas de plastico con tapa, las cuales
contenian 500 g de suelo regado con 25 ml de agua destilada estéril, de acuerdo a
su capacidad de campo (Lee & Pielke, 1992), dentro de caAmaras de germinacion a
29°C, con un fotoperiodo 12 h oscuridad /12 h luz y riego a capacidad de campo
cada dos semanas una vez que emergieron las plantulas (Aragon-Gastélum et al.,
2014; Flores et al., 2017; Mascot-Gomez et al., 2020; Rosas et al., 2021).

Treinta dias posteriores a la germinacion las charolas se movieron al invernadero.
Como unidad experimental se contempl6é una charola con 100 semillas y 5

repeticiones con su respectivo tratamiento.

Tratamientos y duracién del experimento
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Un mes después de la germinacion, se seleccionaron plantulas de tamafio
uniforme para la medicion de las variables ecofisiologicas relacionadas con la
fotosintesis y contenido de agua y posteriormente se aplicaron los diferentes

tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Tratamientos en plantulas de E. platyacanthus

Con riego Sin riego
Suelo estéril Suelo estéril
Suelo estéril + indculo de consorcio Suelo estéril + in6culo de consorcio
Suelo sin esterilizar Suelo sin esterilizar

Suelo sin esterilizar + in6culo de Suelo sin esterilizar + in6culo de

consorcio consorcio

Para las plantulas con inoculacion, se utilizé un indculo preparado de igual forma
que en el experimento 2, utilizando 5 ml de cada cepa para la preparacion del
inéculo. Las plantulas se inocularon por inundacién de suelo (108 UFC / g
sustrato), con 30 ml de inéculo para 500 g de suelo (Gururani et al., 2013). De
igual forma, a las plantulas con tratamiento de riego se les afiadié 30 ml de agua
destilada estéril cada dos semanas y en los tratamientos sin riego este se
suspendi6 por completo durante todo el experimento. Las plantulas en las charolas
se acomodaron aleatoriamente en mesas dentro del invernadero. El experimento

tuvo una duracion de 75 dias posteriores a la inoculacion (Figura 4).

Estudios morfolégicos vy fisioldgicos evaluados en plantulas de E. platyacanthus

Se evalud el impacto de la inoculacion en el alivio del estrés por suspension de
riego en plantulas de E. platyacanthus después de la aplicacion de los diferentes
tratamientos. Al inicio y al final del periodo del experimento se tomaron plantulas
para medir parametros morfolégicos (longitud del tallo y longitud de la raiz) y
ecofisiolégicos (contenido relativo de agua, suculencia, acidez titulable, eficiencia

cuantica maxima del PSIl y contenido de pigmentos.

a. Crecimiento de plantulas
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Para medir la longitud del tallo y de la raiz de las plantulas al inicio y el final del
experimento se utilizé un vernier.

b. Suculencia
Se estimd por medio del contenido saturado de agua (SWC, por sus siglas en
inglés) propuesto por Ogburn y Edwards (2012). Para su calculo se considero el

contenido de agua a saturacion y el peso seco de las plantulas.
Formula 2:

Contenido de agua a saturacion (g) -peso seco (g)
peso seco (Q)

SWC =

Doénde el contenido de agua a saturacion se obtuvo al dejar 3 plantulas en agua
desionizada en el refrigerador por 4 horas y el peso seco al secarlas por 48 h en
estufa a 70°C.

c. Contenido relativo de agua

Para calcular el contenido relativo de agua (RWC) de las plantulas se utilizé la

siguiente ecuacién propuesta por Gonzalez y Gonzalez-Vilar (2001):
Formula 3:

RWC = FW (peso fresco de tejido) - DV (peso seco) < 100
TRF (peso fresco totalmente turgente)- DW (peso seco)

FW: peso de 3 plantulas recolectadas inmediatamente del invernadero.
DW: peso de 3 plantulas después de 48 h en estufa a 70°C.

TRF: peso de 3 plantulas sin exceso de agua después de 4 horas en agua

desionizada bajo refrigeracion.

d. Acidez titulable
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Para conocer la concentracion de acidez titulable nocturna se tomaron 5 plantulas
de cada uno de los tratamientos a las 6 pm y a las 6 am. Estas plantulas se
conservaron en congelacion hasta su procesamiento, se trituraron completamente
en un mortero y este material fue colocado en un tubo Falcén al que se le
adicionaron 50 ml de agua destilada, para posteriormente centrifugar por 10
minutos a 1500 rpm. El sobrenadante fue titulado por triplicado utilizando una
solucion de NaOH 0.01 N para determinar el nivel de acidez (miliequivalentes de
acidos orgénicos) por tejido segun Rodés Garcia & Collazo Ortega (2006)
utilizando como indicador fenolftaleina al 0.5% vy la siguiente formula para su

célculo.
Férmula 4:

CMN
miliequivalentes del acido g-1 tejido :G?Pifij}

Donde:

Vc: Volumen en ml de NaOH consumidos por el control

Vm: Volumen en ml de NaOH consumidos por cada una de las muestras
N: Numero de equivalentes L-1, Normalidad de la solucion de NaOH
PM: Peso de la muestra en gramos

e. Fluorescencia de la clorofila

Se utilizé un fluorémetro de modulacién de amplitud de pulso portatil (Mini-PAM;
H. Walz, Effeltrich, Alemania), en los diferentes tratamientos al inicio, a la mitad y
al final del experimento (75 dias).

La medicion de la eficiencia cuantica maxima del PSIl se llevd a cabo en las
plantulas adaptadas a la oscuridad, antes de recibir luz (entre 5:00 y 6:00 h). Esta

variable es estimada como:

F,— F
P fFn=Em— Fo)

Donde:
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Fv: fluorescencia variable determinada en la oscuridad
Fm: es el nivel maximo de fluorescencia medido en la oscuridad
Fo: es el nivel minimo de fluorescencia medido en la oscuridad.

Los valores de esta relacion se encuentran entre 0.80-0.83, estos valores
disminuyen con el aumento del estrés ambiental (Maxwell & Johnson, 2000).

f. Contenido de pigmentos

Para evaluar el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides) se
tomaron 3 plantulas a las 6:00 am, las muestras fueron almacenadas a -20°C
antes de analizar los pigmentos. Los pigmentos fueron extraidos empleando el
meétodo de Hendry & Price (1993).

Para esto fue necesario pesar las plantulas de cada tratamiento, para después
procesarlas en un mortero frio al que se le afiadid un poco de nitrégeno liquido
para macerar completamente, posteriormente se le agregd 1 ml de solucion
extractora (acetona 80%). Una vez maceradas las muestras con ayuda de una
pipeta se transfirio el liquido a un tubo Eppendorf de 2 ml el cual previamente fue
pesado y etiquetado, se realizaron dos enjuagues al mortero empleando 1 ml de
solucion extractora. Los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por tres minutos y se
recupero el sobrenadante, el cual se pasé a un vial de 6 ml. Cuando el precipitado
tenia una coloracion verde se volvié a centrifugar y resuspendié en 1.5 ml de

solucion extractora y ulteriormente se centrifugo.

El sobrenadante obtenido de las centrifugaciones fue aforado a 6 ml y se procedio
a su lectura en un espectrofotometro de UV-visible a las siguientes longitudes de
onda 470, 646 y 663.6 nm, utilizando como blanco acetona al 80% para
posteriormente obtener el contenido de pigmentos fotosintéticos expresado como
ug/g de FW (peso fresco) con los calculos mostrados mas abajo. Por ultimo, los
tubos con el precipitado se secaron por 12 horas a 60°C en una estufa de secado.

Esto con el proposito de obtener el peso seco de la muestra.

Clorofila a (ug/ml) = 12.25 (A663.6) —2.55 (A646.6)
Clorofila b (ug/ml) = 20.31 (A646.6) —4 91 (A663.6)
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Clorofila total (ug/ml) = 17.76 (A646.6) + 7.34 (A663.6)
Carotenoides (ug/ml) = (1000 * A470-1.82 * Chl a -85.02 * Chl b)/198

A470 = Es la lectura obtenida a la absorbancia de 470 nm

A646 = Es la lectura obtenida a la absorbancia de 646 nm

A663 = Es la lectura obtenida a la absorbancia de 663 nm

Chlay Chl b = Son los resultados obtenidos de clorofila a y clorofila b

Los resultados expresados en ug/ml son por mililitro de la solucion del extracto,
por lo que para pasar los resultados en peso fresco 0 peso seco es necesario
realizar los siguientes calculos.

Pigmento / peso fresco = (pigmento * 6/1000) / peso fresco

Pigmento / peso seco = (pigmento * 6/1000) / peso seco

El procedimiento se realizO en oscuridad para evitar la degradaciéon de los
pigmentos y los tubos fueron protegidos con papel aluminio para evitar su

fotodegradacion.

En la Tabla 6 se muestran las variables evaluadas, la frecuencia con la que se

midieron, asi como las semillas o plantulas requeridas por medicion.

Tabla 6. Variables de respuesta evaluadas en plantulas de E. platyacanthus

Parametro Frecuencia Plantulas requeridas por medicion

Contenido de agua

Suculencia Inicio y final 9 plantulas (3 por medicién con 3

repeticiones)

Contenido relativo de agua Inicio y final 9 plantulas (3 por medicién con 3
repeticiones)

Fotosintesis

Acidez titulable Inicio y final 15 plantulas (5 por medicion con 3

repeticiones)

Concentracion de pigmentos Inicio y final 9 plantulas (3 por medicién con 3
(clorofilas y carotenoides) repeticiones)
Eficiencia cuantica méaxima del PSII Inicio, intermedio y final 10 plantulas (No destructivo)
(Fv/Fm)
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Parametros de crecimiento

Supervivencia Diario
Longitud del tallo Inicio y final 10 plantulas (No destructivo)
Longitud de la raiz Al finalizar el experimento 3 plantulas
Biomasa (peso seco) Al finalizar el experimento 3 plantulas
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3. Analisis estadisticos

Los ensayos de inoculacién de semillas y plantulas se realizaron con un disefio
experimental completamente al azar. Se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias (cepa y tratamiento) para comparar la produccién de
EPS por las diferentes cepas del consorcio en los diferentes potenciales
hidricos. Por otro lado, para comparar el porcentaje de germinacion de las
semillas bajo los diferentes tratamientos de sanitizacidn, inoculacion y
potenciales, se emple6 un modelo lineal generalizado (GLM) con distribucion
de error Poisson debido a que los datos no eran normales. Por otra parte, los
datos del tiempo medio de germinacién se analizaron con un ANOVA de tres
vias (potenciales hidricos, sanitizacion de semillas e inoculacién). De igual
forma se emple6 un ANOVA de tres vias (Esterilidad del suelo, riego e
inoculacion) para analizar los datos finales de los pardmetros ecofisiologicos.
También se aplico la prueba de Tukey como analisis post hoc para comprender
diferencias especificas entre los tratamientos. Los valores de P<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Se ejecutd un analisis canonico
discriminante para comprender la relacion entre tres tratamientos (esterilidad,
inoculacion y riego) en la contribucion relativa de las variables ecofisiologicas
analizadas (dentro de cada grupo) permitiendo identificar las diferencias entre
los tratamientos. Los andlisis estadisticos se realizaron con el software RStudio
y XLSTAT.

27



4. Resultados

4.1 Capacidad de produccion de EPS por las cepas bacterianas del

consorcio en condiciones de estrés hidrico.

Para la glucosa, se encontré una diferencia significativa entre cepas (F = 38.76; P
< 0.001) del tratamiento con diferentes concentraciones de PEG (F < 24.92; P =
0.001) y de la interaccion tipo de cepa x tratamiento (F < 3.06, P = 0.001). En la
Figura 5 se muestra la capacidad de las cepas bacterianas de producir
exopolisacéridos derivados de glucosa ante estrés hidrico inducido, donde se
destaca como mayor productora la cepa Stenotrophomonas sp. 2 en los diferentes
niveles de estrés hidrico y como sobresaliente en el nivel mas alto de estrés (-0.73
MPa).
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Figura 5. Capacidad de produccion de glucosa de las cepas bacterianas bajo los
diferentes tratamientos de estrés hidrico inducido (concentraciones de PEG). Se
muestran valores promedio + error estandar. Las letras indican diferencias

significativas entre tratamientos (P < 0.05) en la prueba post-hoc de Tukey.
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Para la sacarosa, se encontré una diferencia significativa entre las cepas (F

33.72; P < 0.001), del tratamiento con diferentes concentraciones de PEG (F
26.23; P < 0.001) y de la interaccion tipo de cepa x tratamiento (F = 2.78; P <
0.01). En la Figura 6 se muestra la capacidad de produccion de exopolisacéridos
derivados de sacarosa de las cepas bacterianas ante los tratamientos de estrés
hidrico inducido, en donde se destaca como mayor productora la cepa
Stenotrophomonas sp. 2 en los diferentes niveles de estrés hidrico y como

sobresaliente en el nivel mas alto de estrés (-0.73 MPa).

Figura 6. Capacidad de produccion de sacarosa de las cepas bacterianas bajo
diferentes tratamientos de estrés hidrico (concentraciones de PEG). Se muestran
valores promedio + error estandar. Las letras indican diferencias significativas entre

tratamientos (P < 0.05) en la prueba post-hoc de Tukey.

Para el almidén, se encontr6 una diferencia significativa entre las cepas (F =
28.12; P < 0.001) y entre tratamientos de estrés hidrico (F = 23.26; P < 0.001),
pero no de la interaccion cepa x tratamiento (F = 1.78, P > 0.05; Tabla 7). En la

Figura 7 se muestra la capacidad de produccién de exopolisacaridos derivados de
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