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RESUMEN

El cambio climético ha intensificado los periodos de sequia, poniendo en riesgo la
seguridad alimentaria debido a la disminucion de la produccién agricola. por ende,
se llevo a cabo una busqueda de microorganismos asociados a Ulva lactuca, ya que
esta es una potencial fuente de bacterias y hongos con la capacidad de contrarrestar
los efectos de la sequia. En este trabajo se lleva a cabo la bioprospeccion de las
comunidades microbianas asociadas a Ulva lactuca, para encontrar
microorganismos que tengan el potencial para ayudar a las plantas a tolerar las
condiciones de sequia. Particularmente este estudio se enfoca en determinar la
presencia de microorganismos epibiontes y/o endobiontes asociados a Ulva lactuca
del caribe colombiano con capacidad para solubilizar potasio (K) y/o producir ACC
desaminasa. La recoleccion de Ulva lactuca se llevo a cabo en el litoral rocoso en
Punta de la Loma del Caribe de Colombia (Magdalena), y el aislamiento de los
microorganismos se llevd a cabo con metodologias tradicionales de cultivo. Se
aislaron 71 morfotipos de microorganismos, los cuales fueron evaluados en medio
Aleksandrov para la solubilizacién de K y en medio de sales minimas DF para la
produccion de ACC desaminasas. Para cuantificar la solubilizacion de potasio, se
utilizé la espectroscopia de absorcion atdbmica. 39 aislamientos resultaron positivos
para la solubilizacion de K y 33 para la produccién de ACC desaminasas. Se
destacaron géneros como Pseudomonas, Bacillus, Pseudoalteromonas,
Brochothrix, Glutamicibacter, Rahnella, Rhodotorula y Priesta, por su capacidad
para solubilizar potasio como producir ACC desaminasas. La actividad
solubilizadora de K fue destacada en Brochothrix thermosphacta, quien solubilizé
110.25 mg/L de Ky en Pseudomonas sp. quien registro 93.9 mg/L de K solubilizado.
En conclusiébn, se encontraron microorganismos endobiontes y epibiontes
asociados a Ulva lactuca que pueden ser evaluados en futuros bioensayos para
determinar si ayudan algunas plantas de importancia comercial a mitigar los efectos
de la sequia.

Palabras clave: Ulva lactuca, microorganismos endobiontes, microorganismos
epibiontes, solubilizacién de potasio, ACC deaminasa.



ABSTRACT

Climate change has intensified periods of drought, putting food security at risk due
to the decline in agricultural production, therefore, a search was carried out for
microorganisms associated with Ulva lactuca, since this is a potential source of
bacteria and fungi with the ability to counteract the effects of drought. In this work,
the microbial communities associated with Ulva lactuca are searched for
microorganisms that have the potential to make plants tolerate drought conditions.
The collection of Ulva lactuca was carried out on the rocky coast in Punta de la Loma
of the Caribbean of Colombia (Magdalena), and the isolation of microorganisms was
carried out using traditional cultivation methodologies. 71 morphotypes of
microorganisms were isolated, which were evaluated in Aleksandrov culture for the
solubilization of potassium and in the culture of minimum salts DF for the production
of ACC deaminases. Atomic absorption spectroscopy was used to quantify
potassium solubilization. 39 isolates were positive for potassium solubilization and
33 for the production of ACC deaminases. Genera such as Pseudomonas, Bacillus,
Pseudoalteromonas, Brochothrix, Glutamicibacter, Rahnella, Rhodotorula and
Priesta were noted for their ability to both solubilize potassium and also produce
ACC deaminases. Potassium solubilizing activity was highlighted in Brochothrix
thermosphacta, which solubilized 110.25 mg/L of potassium and in Pseudomonas
sp who recorded 93.9 mg/L of soluble potassium. In conclusion, endobiont and
epibiont microorganisms associated with Ulva lactuca may represent a viable
solution to mitigate the effects of drought on various crops. It is also recommended
to carry out bioassays on plants to verify their effectiveness.

Key words: Ulva lactuca, endobiont microorganisms, epibiont microorganisms,
potassium solubilization, ACC deaminase.



1. INTRODUCCION

Desde el siglo pasado varias regiones colombianas, especialmente en el norte del
pais, experimentan reducciones de la precipitacion a lo largo del afio (Cantor et al.,
2017; INCA, 2020; Marin, 2003). Particularmente en la region Caribe, se ha
observado una reduccién entre el 20 al 60% con respecto a la precipitacion
registrada hace 30 afios (Ruiz et al., 2023).

La reduccion en la disponibilidad de agua durante el ciclo productivo de un cultivo,
aumenta la salinidad del suelo y disminuye la absorcion de nutrientes. Esto mas el
estrés hidrico en la planta se refleja en la disminucion en su produccion de biomasa
(Piedra et al., 2013). Por lo tanto, como consecuencia de estas sequias cada afo
mas extremas, se observa una disminucién en la produccion agricola (Cantor et al.,
2017). Esto pone en riesgo la seguridad alimentaria de las poblaciones humanas en
la actualidad (Gil et al., 2015) y también en el futuro, teniendo en cuenta el
incremento poblacional esperado para el afio 2050 (FAO, 2013; Huenchuan, 2018).

Existen varias propuestas de construccion de infraestructura para hacer frente a la
escasez de agua en la regién norte de Colombia y satisfacer la necesidad de
provision de agua para la produccion de alimentos. Estas incluyen el transporte y
almacenamiento de agua (Chavarro & Rojas, 2015) y la construccién de
microplantas potabilizadoras (Figueroa et al., 2015) y aerodesalinizadoras (Barrero
et al., 2015). Sin embargo, estas propuestas requieren de una inversién econémica
alta, sin mencionar que se necesita de una continua revision y mantenimiento de la
maquinaria. En consecuencia, existe la necesidad de implementar estrategias de
manejo agricola al alcance de los productores que ayuden a aliviar el estrés
producido por la falta de agua, la salinidad y la disponibilidad de nutrientes.

Desde hace décadas se ha explorado a las comunidades microbianas del suelo con
el objetivo de desarrollar in6culos microbianos al alcance de los productores, que
funcionen como promotores de crecimiento vegetal (Samaniego, 2018). Esta
funcién la pueden llevar a cabo los microrganismos a través de su habilidad de fijar
nitrdgeno y de solubilizar fésforo (P) y potasio (K), lo cual les facilita a las plantas
absorber nutrientes en condiciones de sequia y alta salinidad (Leal et al., 2018). Los
microorganismos también pueden promover el crecimiento vegetal a través de la
produccion de enzimas, sideroforos y fitohormonas que ayuden a aliviar las
condiciones de estrés hidrico (Molina et al., 2015).

A pesar del potencial biotecnolégico que tienen los microorganismos presentes en
todos los ambientes del planeta para ayudar a enfrentar los efectos que tiene la
escasez de agua en la produccion de alimentos, la mayoria de las investigaciones
de bioprospeccion de microorganismos para su uso en la agricultura se enfocan en
zonas terrestres (Guevara, 2010). Sin embargo, las macroalgas marinas coexisten
con microorganismos endobiontes y/o epibiontes que también podrian ayudar



plantas de importancia agricola a tolerar las condiciones ambientales adversas. Por
ejemplo, Ulva lactuca, una macroalga distribuida alrededor de todo el mundo
(L6pez, 2015) estd sometida a un ambiente que presenta variaciones en
temperatura, humedad, radiacion, salinidad y disponibilidad de nutrientes y por lo
tanto se piensa que esta macroalga estad asociada a microorganismos que
posiblemente le estan ayudando a tolerar estas condiciones ambientales adversas.
Sin embargo, no existe literatura cientifica al respecto. Por ahora lo Unico que se ha
reportado es que bacterias asociadas al género Ulva producen sideroforos que
ayudan a suplir hierro al alga (Amin et al., 2009).

Por esta razon, vale la pena explorar las comunidades microbianas asociadas a esta
macroalga para evaluar si hay microorganismos que tengan el potencial de
promover el crecimiento vegetal bajo condiciones de sequia.

En consecuencia, el objetivo de este proyecto es realizar un trabajo de busqueda
de microorganismos asociados a Ulva lactuca para buscar especificamente
solubilizadores de K y productores de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
deaminasa (ACC deaminasa) la cual ayuda a aliviar el estrés hidrico en las plantas
terrestres al prevenir la produccién de etileno (Esquivel et al., 2013). Ulva lactuca
es un excelente objeto de estudio no solamente porque ya se sabe que su
comunidad de bacterias epifitas es fuente de enzimas con potencial comercial
(Comba et al., 2018), sino también porque vive en un medio ambiente cambiante
donde se puede presentar con frecuencia estrés hidrico y admas es un recurso
renovable abundante en la regién del Caribe (Dreckmann & Senties, 2013).



2. JUSTIFICACION

El uso de los microorganismos en la agricultura se ha enfocado en el control
biolégico de plagas que afectan especies vegetales de interés comercial (Cruz et
al., 2021). En menor proporcion se encuentran trabajos de bioprospeccion con el
objetivo de encontrar microorganismos que les ayuden a las plantas a tolerar las
condiciones de sequia. Los trabajos que existen a este respecto se enfocan
principalmente en microorganismos solubilizadores de fosforo (Lopez et al., 2008),
pero son pocos los trabajos que buscan solubilizadores de otros minerales
igualmente importantes para las plantas como el K o que busquen microorganismos
inhibidores de la produccioén de etileno, el cual, bajo condiciones de estrés hidrico,
puede llegar a sobre expresarse, aumentando los niveles de esta fitohormona y
provocando envejecimiento prematuro. Por otro lado, la mayoria de trabajos de
bioprospeccion se hace en comunidades microbianas del suelo, dejando de lado la
gran diversidad de comunidades microbianas presentes en los nichos marinos. Por
lo tanto, es pertinente investigar microorganismos provenientes de medios marinos
gue tengan potencial biotecnolégico en la agricultura. Los resultados de estos
trabajos de bioprospeccion podrian aportar soluciones al campo agricola que no
representen grandes costos para contrarrestar los efectos de la sequia, como el
ejemplo de Pseudoaltermonas tunicanta, aislado de medios marinos y siendo usado
como controlador biolégico (Bhatnagar et al., 2010; Santillana, 2021).

Hay grupos de investigacidon enfocados en la bioprospeccion de organismos
marinos, pero la mayoria de ellos orientan su busqueda en el reino animalia,
especificamente en los invertebrados, como corales o esponjas marinas (Diaz,
2017). Sin embargo, la gran mayoria de estos estudios se dirigen a la busqueda de
sustancias con aplicacién en la industria farmacolégica (Londofio & Quintero, 2015).
Apenas el 11% de los microorganismos usados en la agricultura vienen del océano,
(Carranza, 2017). En Colombia y en él mundo, los estudios de bioprospecciéon de
microorganismos asociados a algas y otros organismos marinos son bastante
limitados (Bernal, 2019). Se destaca el trabajo de (Betancur et al., 2017), los cuales
a partir de Bryopsis sp lograron aislar los microorganismos Micromonospora sp y
Gordonia sp, usados como controladores bioldgicos. Asimismo, Bhatnagar et al
(2010), lograron aislar a Pseudoaltermonas tunicanta, Stenotrophomonas sp y
Purpureocillium lilacinum de pepinos y esponjas de mar, los cuales se
implementaron como controladores bioldgicos. Comba (2017) y Ruiz-Toquica
(2017) encontraron enzimas con potencial biotecnolégico en microorganismos
asociados a Ulva lactuca en Colombia.

En el presente trabajo se planted por estudiar a la macroalga Ulva lactuca porque
1) ya se han hecho algunas investigaciones que demuestran que esta especie tiene
microorganismos asociados con potencial biotecnoldgico (Comba et al., 2018) y 2)
con este estudio se aportara al conocimiento cientifico de los microorganismos con
potencial biotecnolégico provenientes de algas ya que a nivel nacional las
investigaciones son pocas (Carranza, 2017).



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

GENERALIDADES

3.1LAS COMUNIDADES MICROBIANAS ASOCIADAS A LAS
MACROALGAS MARINAS SON PARTE DE LA GRAN DIVERSIDAD
COLOMBIANA AUN DESCONOCIDA.

Los microorganismos asociados a los macroalgas marinas son parte fundamental
de los ciclos biogeoquimicos y la cadena alimenticia (Peterson, 1972; Riquelme et
al., 2003). No obstante, pese a todos los metabolitos y rutas metabdlicas asociados
a estos procesos ecoldgicos, su potencial biotecnoldgico y su diversidad son poco
explorados en Colombia (Carranza, 2017). En otras regiones del mundo se ha
demostrado que estos microorganismos son productores de biopolimeros y enzimas
tiles en la industria (Loja, 2020) y también se encuentran con mayor frecuencia
estudios sobre su diversidad (Wichard, 2023).

3.2 GENERALIDADES DE EPIBIONTES Y ENDOBIONTES

Microorganismos endobiontes. Los endobiontes son microorganismos que
colonizan los tejidos internos de los macroorganismos (Martinez, 2010). Pueden ser
benéficos para el huésped al promover el crecimiento o mejorar la tolerancia al
estrés, pero en algunos casos también pueden ser patégenos (Crowder & Harwood.,
2014).

Los hongos y bacterias endobiontes que favorecen al hospedero (Weller, 1997),
pueden inducir resistencia contra patégenos, promover el crecimiento, ayudar a
expresar genes especificos, influir en las rutas metabdlicas y movilizar nutrientes a
lo largo del organismo (Harman, 2004; Wani et al., 2015).

El area del conocimiento en el cual se han realizado mas investigaciones sobre
microorganismos endobiontes es la agricultura, representando el 56.9% de los
articulos. Seguido de la inmunologia con un 35.8% del total de los estudios,
enfocada en estudiar la relacion de estos microorganismos con sus huéspedes.
Ramas como la ingenieria de alimentos y la quimica también han estudiado a los
microorganismos endobiontes, aunque en menor medida (Londofio & Quintero,
2015).

Microorganismos epibiontes. Los epibiontes son microorganismos que colonizan
las estructuras superficiales de un macroorganismo (Becquer et al., 2008). Estos a



comparacion de los endobiontes, son capaces de tolerar mayores condiciones de
estrés (Mailen et al., 2020).

Es usual encontrar microorganismos epibiontes en macroalgas, pastos marinos y
arboles de mangles ubicados en zonas marinas e intermareales (Janakidevi et al.,
2013). Muchos de estos microorganismos son vitales para el correcto desarrollo de
sus hospederos (Janakidevi et al., 2013). En algas pardas, rojas y verdes hay una
mayor diversidad de epibiontes, debido a que las estructuras superficiales de las
algas ofrecen proteccion y un entorno rico en nutrientes para estos microorganismos
(Armstrong et al., 2000).

Los epibiontes asociados a las macroalgas contribuyen al desarrollo morfolégico de
las algas y evitan la colonizacion de organismos patdgenos (Borja, 2017). Las
alphaproteobacteria, gammaproteobacteria y bacteroidetes son las divisiones mas
comunes en las clorofitas, grupo de macroalgas dentro del cual se encuentra la
especie Ulva lactuca (Gallardo et al., 2014). En las especies del género Ulva,
predominan comunidades de gammaproteobacterias, mientras que en especies del
género Caulerpa predominan comunidades de alphaproteobacterias (Strobel,
2003).

3.3 MICROORGANISMOS Y AGRICULTURA

Algunas estrategias que se usan en la agricultura para mantener la produccion de
alimentos en un ambiente cada vez mas seco y con temperaturas altas es la
implementacion de sistemas eficientes de irrigacion y fitomejoramiento (Giraldo,
2015). No obstante, dichas técnicas son costosas y no son asequibles para la
mayoria de productores (Barrero et al., 2015). Una alternativa viable es el uso de
microorganismos que facilitan el crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés, a
través de la solubilizacién de nutrientes y/o la produccién de sustancias que alivian
el estrés causado por la sequia en las plantas (Compant et al., 2010). Entre los
procesos llevados a cabo por estos microorganismos, que ayudan a las plantas a
adaptarse a la sequia, se incluyen la solubilizacién de potasio y la produccion de la
enzima l-aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa (ACC deaminasa) (Esquivel
et al., 2013).

El potasio en las plantas esta implicado en la apertura estomatica, la absorcion de
COg., el transporte de carbohidratos, el mantenimiento de la presion de turgencia de
las células, la activacion de enzimatica y la produccion de ATP (Vitra, 2020). Los
microorganismos solubilizadores de K son especialmente importantes en periodos
de sequia (Jabin et al., 2017). Mediante la excrecion de acidos organicos, como el
acético y el oxalico en donde los grupos carboxilo e hidroxilo presentes en los acidos
reaccionan con los iones de K contenidos en los minerales, solubilizando asi el K
en el medio. Ademas, los acidos pueden gquelar los iones de K presentes en los
minerales a través de la formacion de mudltiples enlaces con el ion metélico,
aumentando su solubilidad (Glick et al., 2021; Samaniego, 2018).



La ACC deaminasa es importante porque ayuda a inhibir la produccién de etileno.
El etileno es una fitohormona implicada en la regulacién, crecimiento y maduracion
de las estructuras vegetales (Adama et al., 2008). En periodos de sequia hay un
aumento en la concentracion del etileno causando envejecimiento prematuro, estrés
hidrico, crecimiento reducido y necrosis foliar (Esquivel et al., 2013). La ruta de
sintesis del etileno se inicia a partir de la metionina, la cual es convertida a S-
adenosilmetionina (SAM). Este udltimo compuesto es transformado a 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) por la enzima ACC sintasa, para finalmente
convertirse en etileno por accion de la ACC oxidasa (Figura 1) (Seo et al., 2009).

Los microorganismos que producen ACC desaminasas toman el ACC liberado por
las plantas como fuente de nitrégeno y lo transforman en amonio y a-cetobutirato
(Figura 1) (Kende, 1993). Con la disminucion en la concentracion de ACC, la planta
continta produciendo biomasa incluso bajo condiciones de estrés (Penrose et al.,
2001).

RIZOSFERA o - cetobutirato

Figura 1. Produccion de etileno: (1) La metionina es activada por el ATP para formar
S-adenosilmetionina (SAM). (2) A través de la reaccidn catalizada por la enzima
SAM sintetasa (3), la SAM es convertida en ACC mediante la enzima ACC sintasa
gue utiliza piridoxal-5-fosfato como cofactor (5). Finalmente, a partir del ACC el
etileno es sintetizado por la enzima dependiente de hierro, ACC oxidasa. (6) La ACC
deminasa usa como sustrato el 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) y produce
amonio y a-cetobutirato. Tomado de (Penrose y Glick, 2001).

3.4 Ulva lactuca



Ulva lactuca o lechuga de mar es una macroalga polimorfica del orden Ulvales
(Conabio, 2017). Perteneciente al clado de las Chlorophytas macroscopicas
(Vallejos, 2014). En sus estadios inmaduros, se caracteriza por presentar talos
membranosos con margenes ondulados, cuyo grosor promedio es de 46 um en el
borde de la lamina (Norris, 2010). En estadios adultos, las células rizoidales
muestran una diferenciacion de tamafio con respecto a otros tipos de células
circundantes (Boraso de Zaixso, 2004).

Ulva lactuca presenta células cuadrangulares con una disposicion irregular y
cloroplastos en forma de copa (Hayden et al., 2013). Los talos esporangiales y
gametangiales son similares y presentan gametos biflagelados (Abbott &
Hollenberg, 1976).

Son organismos autotrofos que carecen de xilema y floema (Hayden et al., 2013).
Tienen una matriz de hemicelulosa con clorofila a, clorofila b, beta-caroteno y luteina
(Werlinger et al., 2004).

3.4.1 HABITAT Y DISTRIBUCION GENERAL DE Ulva lactuca

Ulva lactuca es una especie cosmopolita al estar presente en algunas aguas
continentales y en la zona fética de la mayoria de mares, desde la franja intermareal
hasta la submareal (Figura 2) (Pedroche et al., 2005). Ulva lactuca puede sobrevivir
largos periodos fuera del agua y es tolerante a bajas y altas salinidades (5 a 100
ppt) (Crémades et al., 2006). En Colombia, se encuentra en Santa Marta y otras
zonas del Caribe, como Republica Dominica y Puerto Rico, siendo abundante en la
época lluviosa comprendida entre agosto y noviembre (Comba, 2017).

Figura 2. Distribucion mundial de Ulva lactuca. Tomado de (L6pez, 2015)

3.4.2 CICLO DE VIDA DE Ulva lactuca

Ulva lactuca presenta una alternancia de generaciones, donde el espordfito diploide
consiste principalmente en solo dos hileras de células, las cuales se dividen por
meiosis produciendo zoosporas haploides moviles (Figura 3) (Hayden et al., 2013).



Las zoosporas se movilizan mediante cuatro flagelos hasta encontrar un sustrato
para fijarse (Purves, 2009). Una vez alli, pierden sus flagelos y comienzan a dividirse
por mitosis, obteniendo un gametofito que tiene un aspecto similar al espordfito, lo
gue resulta en un ciclo de vida isomorfico (Lopez, 2015).
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Figura 3. Ciclo de vida de Ulva lactuca: (A) El esporofito y el cuerpo algal crean una
estructura de adhesion uniéndola a la piedra. (B) El tejido reproductivo maduro
genera esporangios. (C) Dentro de cada esporangio por meiosis se generan las
zoosporas cuadriflageladas. (D) Esta nueva fase es la gametofitica dando origen a
los gametofitos masculinos y femeninos. (E) Se producen los gametangios que por
medio de mitosis dan origen a los isogametos. (F). Los isogametos se fusionan
dando lugar a la singamia donde los ndcleos se fusionan dando origen a un cigoto
diploide. (G) El cigoto al germinar da origen a un individuo adulto. Tomado de (Alveal
et al, 1990).

3.4.3 IMPORTANCIA DE Ulva lactuca

Ulva lactuca es la base de multiples cadenas tréficas, es productora de oxigeno y
también es una fuente de alimento para los humanos (Museo de Historia Natural de
Concepcion, 2022). También proporciona un refugio para algunos microorganismos
(Hayden et al., 2013). A su vez, estos microorganismos optimizan sus tasas de
desarrollo y crecimiento (Malik et al., 2020).

Los microorganismos endobiontes y epibiontes que residen en Ulva lactuca son de
gran valor biotecnoldgico, ya que pueden ser capaces de producir una gran
diversidad de metabolitos provechosos, como sideréforos, amilasas, celulasas y
lipasas provenientes de los géneros Pseudomonas y Bacillus (Comba, 2017; Ruiz-
Toquica, 2017; Hernandez et al., 2022). Sin embargo, aun se desconocen muchas
de las capacidades y las posibles aplicaciones de los microorganismos endobiontes
y epibiontes asociados Ulva lactuca (Wichard, 2023), pero Navés (2017) aclara que
se tienen que seguir investigando dichos microbios para conocer mas sobre sus
futuras aplicaciones

3.5 ESTADO DEL ARTE



La gran mayoria de microorganismos implementados en la agricultura provienen de
medios terrestres (Corrales et al., 2014). Por ejemplo, bacterias acondicionadoras
del suelo del género Bacillus aisladas de sustratos forestales (Corrales et al., 2014),
bacterias bioestimulantes, como Pseudomonas fluorescens y Burkholderia sp.
provenientes de suelos cercanos a raices (Fuertes et al., 2020) y microorganismos
biofertilizantes, pertenecientes a los géneros Azospirillum, Gluconacetobacter,
Glomus, Gigaspora, Trichoderma y Rhizobium nativos de suelos con abundante
materia organica y de la rizosfera de las leguminosas (Cruz et al., 2021).

Las rhizobacterias son los microorganismos mas estudiados en la agricultura con la
capacidad de producir ACC desaminasas (Esquivel et al.,, 2013). De la misma
manera, Achromobacter piechaudii a partir de las ACC desaminasas disminuye la
concentracion de ACC en periodos de sequia en Lycium shawii, aumentando su
biomasa sin necesidad de riego constante (Glick, 2018). Otros microorganismos
como Pseudomonas putida, Enterobacter cloacae, Alcaligenes xylosoxidans,
Alcaligenes sp., Bacillus pumilus, Pseudomonas brassicacearum, Pseudomonas
marginalis, Pseudomonas oryzihabitans, Rhodococcus sp y Variovorax paradoxus
redujeron las concentraciones de ACC en plantas de mostaza durante periodos de
sequia (Esquivel et al., 2013; Nascimento et al., 2014).

Por otro lado, se ha identificado a varias bacterias solubilizadoras de K, destacando
a Bacillus mucilaginosus, la cual mostro la capacidad de solubilizar 23.85 mg/L de
K, siendo este valor uno de los mas altos reportados (Vivanco, 2018; Samaniego,
2018). No obstante, bacterias como Pseudomonas sp, Burkholderia sp,
Acidithiobacillus ferrooxidans, Bacillus edaphicus y Bacillus circulans también han
sido consideradas como potentes solubilizadoras de K (Lopez et al., 2020).

Con respecto a los microorganismos epibiontes y endobiontes asociados a Ulva
lactuca, se destacan tres investigaciones. Comba (2017), caracterizé
molecularmente bacterias epifitas productoras de amilasas, celulasas, lipasas,
agarasas y sideroéforos. Ruiz (2017) se centro en la busqueda de enzimas lipoliticas
sintetizadas por bacterias epibiontes asociadas a Ulva lactuca. Finalmente, Millan
(2021), aisl6 bacterias endobiontes y epibiontes de Ulva lactuca, identificandolas a
nivel de especie.

Internacionalmente, destaca el trabajo de Wichard (2023), quien logré aislar
bacterias asociadas a Ulva lactuca con la capacidad de producir auxinas y
citoquininas. Ademas, Naik et al (2019) identificaron bacterias pertenecientes a los
géneros Bacillus y Pseudomonas asociadas a Ulva lactuca, las cuales demostraron
la capacidad de producir agarasas, A-carragenasas, amilasas, celulasas y
proteasas. Por otro lado, Singh et al (2011) llevaron a cabo el aislamiento y
caracterizacion molecular de bacterias asociadas a Ulva lactuca y Ulva fasciata en
la India.



4. DELIMITACION DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

PROBLEMA DE INVESTIGACION

Actualmente, no existen estudios que evallen la presencia de microorganismos
asociados a macroalgas marinas con la capacidad de solubilizar potasio y producir
la ACC deaminasa. Si estas caracteristicas metabdlicas estan presentes en estas
comunidades, valdra la pena en el futuro cercano, disefiar bioensayos en las que
se evallen las ventajas de usar microorganismo marinos como inéculos en plantas
terrestres de importancia comercial para ayudarles a tolerar las condiciones de
sequia. Por esta razon, este es un estudio exploratorio que plantea las siguientes
preguntas:

¢Existen microorganismos endobiontes y epibiontes asociados a Ulva
lactuca con la capacidad de solubilizar potasio?

¢ Existen microorganismos endobiontes y epibiontes asociados a Ulva
lactuca con la capacidad de producir la ACC deaminasa?

¢,Los microorganismos que tengan la capacidad de solubilizar potasio y/o de
producir la ACC deaminasa, serdn exclusivamente endobiontes o
exclusivamente epibiontes? O, por el contrario, ¢estas caracteristicas
metabdlicas estdn presentes en microorganismos que habitan tanto los
tejidos como en la superficie de Ulva lactuca?

¢La capacidad de solubilizar el potasio y de producir la ACC deaminasa esta
presente en varios de los géneros de microorganismos asociados a Ulva
lactuca o por el contrario estas funcionalidades estaran presentes en un
rango muy limitado de géneros?



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia de microorganismos epibiontes y enddbiontes asociados a
Ulva lactuca con la capacidad de solubilizar potasio y/o producir la ACC deaminasa.

Objetivos especificos

e Evaluar cualitativamente la presencia de microorganismos endobiontes y
epibiontes solubilizadores de potasio y/o productores de la ACC deaminasa.

e Evaluar cuantitativamente la solubilizacion de potasio en los
microorganismos identificados como positivos para la solubilizacion de
potasio en la prueba cualitativa.



5. HIPOTESIS

Se espeta encontrar microorganismos con la capacidad de solubilizar potasio
y/o producir la ACC deaminasa, ya que U lactuca vive bajo ambientes
constantemente cambiantes y quiza estos microorganismos estan asociados
a ella y le estan ayudando tolerar esas condiciones de estrés

Existen diferencias entre géneros de microorganismos endobiontes y
epibiontes que sean capaces de solubilizar potasio y producir la ACC
deaminasa en la pruebas cualitativas.

Se hipotetiza que habra una mayor cantidad de microorganismos
solubilizadores de K y productores de ACC deaminasa en los aislados
epibiontes que en los enddbiontes. Esta hipotesis se plantea, teniendo en
cuenta que, primero, los microorganismos epibiontes son mas numerosos y
segundo, al estar la superficie vegetal expuesta a los contantes cambios del
medio ambiente, es mas probable encontrar en la comunidad de epibontes
microorganismos capaces de producir una mayor diversidad de metabolitos.



6. METODOLOGIA

6.1 AREA DE ESTUDIO

Las muestras fueron obtenidas el 26 de enero del 2023 (época seca) en Punta de
la Loma (Figura 4), localizada en el aeropuerto Simon Bolivar de la ciudad costera
de Santa Marta, en el departamento del Magdalena, Colombia (11° 07' 00.9" N, 74°
14'01.3" W). Este sitio es principalmente un arrecife de coral fésil con una cobertura
de arena y rocas de batolito dispersas, provenientes de la Sierra Nevada de Santa
Marta. La plataforma rocosa presente en este lugar ofrece condiciones ideales para
albergar una rica diversidad de macroalgas, destacando entre ellas la especie Ulva
lactuca (Diaz & Diaz, 2003; Garcia & Pulido, 2016). El clima de la zona es calido y

seco, con temperaturas que rondan los 28 °C (Ruiz, 2017).
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Figura 4. Ubicacion de Punta de la Loma (Autoria propia).



6.2 RECOLECTA, AISLAMIENTO Y TAMIZAJE

6.2.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE Ulva lactuca

Esta recolecta y el andlisis de las muestras se llevaron a cabo bajo el Contrato de
Acceso a Recursos Genéticos y sus Productos Derivados No. 320 de 2021,
Expediente RGE 384, emitido por la Direccion de Bosques, Biodiversidad y
Servicios Ecosistémicos.

Se emplearon pinzas previamente autoclavadas para desprender los talos
macroalgales del sustrato rocoso y arenoso. Una vez recolectadas, las algas fueron
sumergidas en agua de mar de la zona para remover material particulado y algunos
organismos adheridos al talo. Posteriormente fueron almacenadas en frascos de
plastico previamente esterilizados, los cuales se colocaron en una nevera de icopor
a 4° C que fue transportada al laboratorio de Microbiologia Ambiental de la
universidad Jorge Tadeo Lozano en Bogot4. Las muestras comenzaron a ser
procesadas en el laboratorio seis horas después de haber sido recolectadas.

En el laboratorio se lavaron nuevamente los especimenes macroalgales con
solucion salina estéril al 0.85% para limpiar residuos de arena 0 microrganismos
adheridos, los cuales deben ser eliminados antes de iniciar los protocolos de
aislamiento de bacterias epibiontes y enddbiontes (Samaniego, 2018).

6.2.2 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS EPIBIONTES Y
ENDOBIONTES

Aislamiento de microorganismos epibiontes. Se obtuvieron tres fragmentos de
1 g de peso humedo de cada una de las tres muestras de macroalgas previamente
lavadas con una solucioén salina estéril al 0.85%. A continuacion, cada uno de estos
fragmentos se colocaron en 50 mL de una soluciéon de NaCl estéril (0,85 %) y se
agitaron a 130 rpm durante 25 min. Luego, 100 pyL de la solucion resultante se
colocé por triplicado en tres placas de Petri con agar Zobell Marino (Himedia-
Colombia) para el aislamiento de bacterias y en agar papa dextrosa (PDA) (Himedia-
Colombia) con NaCl (0.85 % p/v) para el aislamiento de hongos.

Tras la inoculacion, todos los cultivos se incubaron a 29 °C, temperatura similar a la
registrada en el lugar de recolecta. Los aislamientos microbianos obtenidos se
volvieron a inocular en medio fresco a temperatura ambiente hasta obtener aislados
puros. Los aislados puros se obtuvieron sembrando las colonias crecidas en el
primer aislamiento, con la técnica de estriado en placa durante minimo seis
siembras sucesivas. Las colonias puras fueron confirmadas examinando tinciones
Gram de las muestras bajo microscopio.



Aislamiento de microorganismos endobiontes. Una muestra de 5 g de peso
hamedo de talo de macroalga se sumergié en etanol al 70 % durante 50 s. A
continuacion, la muestra se sumergié en una solucion estéril de NaCl al 0,85 % para
eliminar el etanol residual. Seguido, cada talo se homogeneizé en 20 mL de una
solucion de NaCl durante 10 minutos utilizando una licuadora estéril. El
homogeneizado resultante se inoculd en agar marino Zobell Marino (Himedia-
Colombia) y en papa dextrosa (PDA) (Himedia- Colombia) mas NacCl (0.85 % p/v)
por triplicado, utilizando 100 pL de cada muestra. Este procedimiento se realizo con
3 muestras de macroalgas.

Los aislamientos microbianos de endobiontes se cultivaron en los medios anteriores
y se incubaron a 29 °C, después se reinocularon en medio fresco hasta obtener
aislamientos puros. Los aislados puros se obtuvieron sembrando las colonias
crecidas en el primer aislamiento con la técnica de estriado en placa durante minimo
seis siembras sucesivas. Las colonias puras fueron confirmadas examinando
tinciones Gram de las muestras bajo microscopio.

6.2.3 IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LOS MICROORGANISMOS

Se utilizé la secuencia 16S rARN para determinar la identidad de los
microorganismos aislados (Amann et al., 1995). La amplificacion de esta region por
PCR se realizo utilizando los cebadores universales 8F 5'-AGA GTT TGATCC TGG
CTC AG-3'-y 1541R 5-AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3'. El in6culo de una
colonia de todas las bacterias aisladas se utiliz6 como fuente de ADN molde para la
reaccion (Amann et al., 1995). Cada inéculo se suspendié en 10 puL de agua de
grado molecular. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador
(Labnet TC96-CM-10 Multigene Gradient) con un volumen de reaccion final de 25
uL. Las mezclas de reaccion contenian tampéon de reaccion PCR 1X, 2 mM de
MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 250 nM de cebadores directo e inverso, 1U de Taq
polimerasa (Promega, Madison, WI, EE.UU.) y 1 pyL de la resuspensién bacteriana.
Se utilizé el siguiente programa de termociclado: desnaturalizacién inicial a 94 °C
durante 4 min; seguida de 30 ciclos a 94 °C durante 50 s, 55 °C durante 45sy 72
°C durante 50 s; con un paso final de extension a 72 °C durante 5 min.

Los amplicones fueron secuenciados en el Centro de Secuenciacion Genecore de
la Universidad de Los Andes utilizando el método Sanger dideoxy. Los archivos de
secuencia resultantes se evaluaron y editaron utilizando el software BioEdit
Sequence Alignment Editor (Bos & Posada, 2005). Tras la edicion de los archivos
de secuencia y los procedimientos de curacion, las secuencias resultantes se
compararon con las disponibles en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI) utilizando el programa Blast (Hall, 1999) y el EzBiocloud para la identificacion
taxon6mica de las cepas microbianas aisladas.



6.2.4 PRUEBA CUALITATIVA DE DETECCION DE PRODUCCION DE ACC
DEAMINASA

Los microorganismos epibiontes y endobiontes aislados a partir del medio Zobell y
PDA fueron inoculados en el medio DF (Dworkin-Foster) de sales minimas
suplementado con ACC como unica fuente de nitrogeno (Dworkin y Foster, 1958;
Penrose y Glick, 2003) (Anexo 1). Simultaneamente, los aislamientos también
fueron inoculados en el medio DF de sales minimas sin ACC como medio control.

Se espera que los microorganismos capaces de sintetizar la ACC deaminasa sean
aquellos capaces de crecer en el medio DF de sales minimas suplementado con
ACC. No se espera crecimiento en los casos en los que el microorganismo no es
capaz de sintetizar la enzima. En el medio control no se debe observar crecimiento
debido a la falta de nitrégeno (Gupta et al., 2013).

Las cajas Petri inoculadas se incubaron a 28°C durante 7 dias y el crecimiento se
registro al final del periodo de incubacion.

6.2.5 PRUEBA CUALITATIVA DE SOLUBILIZACION DE POTASIO (K)

Para determinar la capacidad de los microorganismos aislados para solubilizar
potasio se utilizd6 el medio Aleksandrov, el cual contiene el indicador azul de
bromotimol y feldespato potasico, un mineral que contiene potasio no soluble
(Anexo 2) (Lépez et al., 2020). Los microorganismos capaces de solubilizar potasio
en el medio Aleksandrov usaran la glucosa en sus rutas metabdlicas para producir
y liberar &cidos organicos y/o agentes quelantes que permitan liberar el potasio del
feldespato potasico. Con la liberacion de acidos el medio cambiara de color verde a
amarillo (Samaniego, 2018).

En este ensayo, las placas inoculadas se incubaron a 28°C durante 7 dias. Pasada
una semana, los microorganismos que demostraran un halo de solubilizacién, con
cambio en la coloracibn amarilla en el medio se registraron como posibles
solubilizadores de potasio. La capacidad de estos microorganismos de solubilizar
potasio se confirm6 mediante espectroscopia de absorcién atomica (Samaniego,
2018) (ver la siguiente seccion).

6.2.6 PRUEBA CUANTITATIVA DE SOLUBILIZACION DE POTASIO (K)

Se evaluo la capacidad de liberacion de K de los cuatro microorganismos con mayor
intensidad de la coloracion amarilla en la prueba cualitativa.



Alicuotas de 20 ml de medio liquido Aleksandrov se colocaron en matraces de 50
ml y posteriormente fueron esterilizados en autoclave. Paralelamente los cuatro
microorganismos seleccionados fueron incubados en caldo nutritivo a 30 °C en
agitacion (150 rpm) para elevar su densidad.

A continuacion, los matraces previamente esterilizados se inocularon con 1 ml del
cultivo en medio nutritivo descrito anteriormente y se incubaron por siete dias en
agitacion (150 rpm) a 28°C. En esta prueba se incluyeron cuatro replicas por cada
uno de los microorganismos evaluados y se utilizé6 medio liquido Aleksandrov sin
inocular como blanco.

Al final del periodo de 7 de dias de incubacidn, los 20 ml de medio liquido
Aleksandrov se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min. La concentracion de
potasio en el sobrenadante se determind mediante espectroscopia de absorcion
atomica (Biobase BK-AA320N) para medir los iones de potasio liberados de los
tetraedros de silicato presentes en el feldespato potasico presente en el medio
Aleksandrov”. Este analisis se llevo a cabo en el centro de Biosistemas de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano (Lopez et al., 2017).



7. RESULTADOS

7.1AISLAMIENTOS OBTENIDOS

En total se aislaron setenta y un microorganismos, en su mayoria bacterias (Tabla
1), de los cuales 45 microorganismos fueron epibiontes (40 bacterias y 5 hongos) y
veinte y seis fueron endobiontes (22 bacterias y 4 hongos). Treinta y nueve fueron
positivos para la solubilizacion de potasio (Figura 4) y treinta y tres positivos para
la produccion de ACC deaminasa (Figura 5). Ninguno de los hongos aislados fue
positivo para alguna de estas dos caracteristicas.

Tabla 1. Microorganismos epibiontes y endobiontes aislados de la macroalga Ulva
lactuca y su capacidad de solubilizar potasio y producir la enzima ACC deaminasa.

PRODUCT  SOLUBILIZADOI
#DE Medio de . % o % OR DE
Etiqueta IDENTIFICACION  aislamiento Nicho GENERO POSIBLE ESPECIE Tamafio ACC DE
Cobertura pb ID DEAMINA

SA K

1 46Epi1S1R1 15 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas fragi 32.9% 480 100 NO NO
2 46Epi1S1R1 16 PDA Epibionte Brochothrix Brochothrix thermosphacta 19.4% 272 100 NO |
3 46Epi1S1R1 17 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas putida 18.6% 271 100 SI |

4 48Epi1S1R3 19 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas weihenstephanensis 29.7% 437 100 N NO
5 48Epi1S1R3 18 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas putida 19% 280 100 N N
6 49Epi1S2R1 21 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas gessardii 30.8% 449 100 N N
7 49Epi1S2R1 20 PDA Epibionte Brochothrix Brochothrix thermosphacta 20.1% 297 94,95 NO N

8 51EpilS2R3 22 PDA Epibionte Artrobacter Artrobacter sp. 24.7% 365 100 NO NO
9 52EpilS3R1 23 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas sp.. 31.4% 459 100 Sl Sl
10 53EpilS3R2 24 PDA Epibionte Brochothrix Brochothrix thermosphacta 27.9% 410 100 NO N

11 53EpilS3R2 25 PDA Epibionte Brochothrix Brochothrix sp. 28.3% 419 99,28 N NO
12 S54EpilS3R3 27 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas cedrina 22.7% 331 100 N N
13 54Epil1S3R3 26 PDA Epibionte Brochothrix Brochothrix thermosphacta 21.9% 322 100 NO N
14 55Epi2S1R1 30 PDA Epibionte Acinetobacter Acinetobacter albensis 26.1 383 100 Sl Sl
15 55Epi2S1R1 28 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas deceptionensis 23.2% 338 100 NO Sl
16 55Epi2S1R1 66 PDA Epibionte Acinetobacter Acinetobacter albensis 32.9% 481 100 N N

17 55Epi2S1R1 65 PDA Epibionte Cutaneotrichosporon Cutaneotrichosporon dermatis // 446 100 NO NO
18 55Epi2S1R1 29 PDA Epibionte Brochothrix Brochothrix thermosphacta 21.1% 310 100 NO N
19 55Epi2S1R1 32 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas poae 13% 189 100 Sl Sl
20 55Epi2S1R1 34 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas cedrina 13% 189 100 | |
21 55Epi2S1R1 33 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas sp. 18.8% 275 100 N N
22 55Epi2S1R1 31 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas poae 19.2% 273 100 SI N
23 58Epi2S2R1 35 PDA Epibionte Pseudomonas Pseudomonas sp. 19.1% 279 100 SI SI

24 59 Epi2S2R2 37 PDA Epibionte Staphylococcus Staphylococcus pasturi 28.9% 426 99,77 NO NO
25 59 Epi2S2R2 38 PDA Epibionte Acinetobacter Acinetobacter albensis 26.7% 390 95,64 | |

26 59 Epi2S2R2 67 PDA Epibionte Filobasidium Filobasidium magnum // 551 100 NO NO
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Los microorganismos con un asterisco no pudieron ser identificados mediante la
secuenciacion de la region 16S ARNT.

7.2PRODUCCION DE ACC DEAMINASA

A partir de la inoculacion de las setenta y un muestras microbianas en el medio de
sales minima DF, se evidencio que en las cajas que no contenian ACC no hubo
crecimientos de ningin microorganismo, mientras que en las que tenian ACC 33
aislamientos crecieron con diferente magnitud (Tabla 2).

Tabla 2. Posibles especies microbianas que crecieron en el medio minimo de sales
DF suplementado con ACC.

Posible especie #ID Nicho Magnitud de
crecimiento
Bacillus velezensis 1,2,6,9,10 Endobionte +
Bacillus siamensis 3 Endobionte ++
Bacillus subtilis 4,5 Endobionte ++
Bacillus rugosus 11 Endobionte +
Rummeliibacillus stabekisii 14 Endobionte +
Priestia aryabhattai 51, 63 Endobionte ++
Psychrobacter maritimus 53 Endobionte +
Pseudoalteromonas sp. 61 Epibionte ++
Pseudomonas putida 17,18 Epibionte ++
Pseudomonas sp. 19, 23 Epibionte +
Pseudomonas gessardii 21,39 Epibionte +
Brochothrix sp. 25 Epibionte +++
Pseudomonas cedrina 27,34 Epibionte +++
Pseudomonas poae 31,32 Epibionte +++
Pseudomonas sp. 23,33 Epibionte +++
Rahnella inusitata 36 Epibionte +++
Acinetobacter albensis 30, 38, 66 Epibionte +++
Rhodotorula mucilaginosa 44 Epibionte ++
Glutamicibacter sp. 55 Epibionte +++

+=poco crecimiento, ++=crecimiento moderado y +++= crecimiento abundante

De los 33 microorganismos positivos para ACC deaminasa, 60.6% fueron epibiontes
y 34.4% fueron endobiontes (Tabla 2). Los resultados también muestran que las
bacterias del género Pseudomonas son las mas frecuentes con un 60% dentro de
los microorganismos epibiontes productores de ACC deaminasa, mientras que las
bacterias del género Bacillus son las mas frecuentes con una frecuencia de 69.5%
dentro de la comunidad de endobiontes positivos para ACC deaminasa. En la



Figura 4 se puede observar el crecimiento del epibionte Pseudomonas cedrina (ID-
34) en medio suplementado con ACC y en medio sin ACC.

Figura 4. Crecimiento de Pseudomonas cedrina (EP-P 34) en medio suplementado
con ACC (A) y en medio sin ACC (B).

7.3PRUEBAS CUALITATIVAS DE SOLUBILIZACION DE POTASIO (K)

De los 39 microorganismos positivos para la solubilizacién de potasio, 76.9% fueron
epibiontes y 23.1% fueron endobiontes (Tabla 3). Los resultados también muestran
que las bacterias del género Pseudomonas son las mas frecuentes con un 40%
dentro de los microorganismos epibiontes solubilizadores de potasio, mientras que
las bacterias del género Bacillus son las méas frecuentes con una frecuencia de
66.7% dentro de la comunidad de endobiontes positivos para la solubilizacion de
potasio. Los aislamientos que tuvieron una mayor intensidad en la coloracion
amarilla producida en la prueba cualitativa corresponden a Pseudomonas poae,
Pseudomas sp, Pseudomonas cedrina y Brochothrix thermosphacta. En la Figura
5 se puede observar el rasgo distintivo producido por las bacterias del género
Pseudomonas al crecer en el medio Aleksandrov (Figura 5).

Tabla 3. Microorganismos solubilizadores de potasio.

Posible especie #1D Nicho
Pseuodalteromonas sp. 50, 61 Endobionte
Bacillus velezensis 1,2,6,9,10 Endobionte

Macrococcus caseolyticus 48 Endobionte



Priestia aryabhattai 51 Endobionte

Pseudomonas gessardii 21,39 Epibionte
Pseudomonas sp. 23,35 Epibionte
Pseudomonas cedrina 27,34 Epibionte
Rhodotorula mucilaginosa 44 Epibionte
Glutamicibacter sp. 55 Epibionte
Psychrobacter cryohalolentis 60 Epibionte
Arthrobacter alpinus 59 Epibionte
Pseudomonas putida 17,18 Epibionte
Pseudomonas deceptionensis 28 Epibionte
Pseudomonas poae 31,32 Epibionte
Pseudomonas sp 33 Epibionte
Rahnella inusitata 36 Epibionte
Brochothrix thermosphacta 8, 16, 20, 24, 26, 29, 40, 41, 42, 46 Epibionte
Acinetobacter albensis 30, 38, 66 Epibionte

Figura 5. Crecimiento de Pseudomonas poae (bacteria ID-31 epibionte),
Pseudomas sp. (EP-P 33 epibionte) y Pseudomonas cedrina (EP-P 34 epibionte) en
medio Aleksandrov con azul de bromotimol como indicador de cambio en el valor
de pH del medio y con feldespato como fuente de potasio.

7.4PRUEBAS CUANTITATIVAS DE LA SOLUBILIZACION DE POTASIO (K)

Las bacterias seleccionadas para evaluar cuantitativamente la solubilizacion de K
(Pseudomonas sp, Brochothrix thermosphacta y Pseudomonas poae) demostraron
la capacidad de solubilizar de 49 a 110 mg/L de potasio en 7 dias (Tabla 4).



Tabla 4. Potasio solubilizado por los microorganismos seleccionados a los 7 dias
de incubacion.

K (mg/L)
ili K (mg/L)
Posible especie alos7dias K SOIUb'I'iado Desviacién
de (mg/L) estandar Promedio
incubacion
601.2 70,8
Pseudomonas sp. 560.1 29,7
588.4 58 18.1 498
571.2 40,8
581 50,6
Brochothrix thermosphacta 702.3 1719
633.6 103,2 563 94.9
584.3 53,9
622.05 91,6
Pseudomonas poae 617.9 875 .
585.8 55,4 11.02 .
664.1 133,7
Pseudomonas sp. 701 170,6
582.7 52,3 52.3 110.25
614.8 84,4

* K solubilizado = K medido a los 7 dias de incubacién menos el K medido en el
blanco a los 7 dias de incubacién. El blanco present6 530.4 mg/L de K a los 7 dias
de incubacion.



8. DISCUSION

A partir de lo encontrado en el presente trabajo, se puede afirmar que existen
microorganismos endobiontes y epibiontes asociados a Ulva lactuca con la
capacidad de solubilizar K y producir ACC desaminasas. Esto concuerda con lo
reportado por Barnawal et al., (2017), quienes encontraron que la mayoria de los
organismos vegetales pueden establecer simbiosis con un gran numero de
microorganismos capaces de solubilizar minerales, ademas de producir ACC
desaminasas en pro del beneficio del hospedero. Asimismo, Shahid et al (2022)
reportan que la gran mayoria de organismos vegetales macroscopicos cuentan con
bacterias y hongos productores de ACC desaminasas. No obstante, la capacidad
de produccion de ACC desaminasas en hongos puede ser limitada, lo cual
concuerda con lo encontrado en el presente trabajo. Hidri et al (2023) comentan que
la probabilidad de encontrar microorganismos solubilizadores de K asociados a
vegetales terrestres es bastante alta, ya que estos son indispensables para el
optimo desarrollo de las plantas. Sin embargo, la gran mayoria de articulos se
enfocan en bacterias epibiontes y endobiontes solubilizadoras de K y productoras
de ACC desaminasas nativas de medios terrestres.

En el estudio realizado por Navés en 2017 sobre poblaciones europeas de Ulva sp.,
se aislaron microorganismos epibiontes y endobiontes, entre los que se encontraron
varias bacterias que también fueron identificadas en el presente trabajo, destacando
especies como Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Pseudoalteromonas sp. y
Bacillus sp, inclusive creciendo en medio de PDA por su contenido nutricional

Las bacterias epibiontes y endobiontes encontradas en el presente trabajo tienen la
capacidad de producir la ACC desaminasas y de solubilizar K. Sin embargo, el
namero de microorganismos epibiontes que cumplen ambas funciones fue mayor.
Esto concuerda con los hallazgos de Bastos (2010), quien menciona que hay una
mayor diversidad microbiana coexistiendo en los tejidos externos de las plantas, ya
que estos ofrecen una mayor superficie de colonizacién y son de facil acceso.
Ademas, Glick et al (2021) mencionan que entre los microbios epibiontes es comun
la transferencia horizontal del gen acdsS, responsable de la codificacion de la ACC
desaminasa. Por su parte, Sepulveda et al (2020) reportan que la transferencia del
gen acdS es frecuente en bacterias del género Pseudomonas. Asimismo, Jaiswal
et al (2016) relatan que los microorganismos epibiontes son mas numerosos Yy
tienen un mayor potencial como solubilizadores de K, destacando especialmente al
género Pseudomonas.

La capacidad de solubilizacion de K y produccion de ACC desaminasas estuvo
presente en un amplio rango de géneros bacterianos durante el presente trabajo,
destacandose Pseudomonas, Rahnella, Bacillus, Priesta, Pseuoalteromonas,
Glutamicibacter, Acinetobacter, Rhodotorula y Brochothrix. Esto es explicado por
Belimov et al (2019), quienes mencionan que existen muchos géneros microbianos



capaces de producir ACC desaminasas y solubilizar potasio. Muchas de las
bacterias aqui encontradas también han sido registradas por otros autores. Por
ejemplo, Blaha et al (2006) y Lopez et al (2020) destacaron a P. putida,
Pseudomonas poae, P. gessardii y P. cedrina como productoras de ACC
desaminasas y solubilizadoras de potasio mediante la excrecion de acido gluconico,
acético y oxalico. Bautista et al (2022) y Yuechen et al (2020) aclaran que las
bacterias del género Bacillus, como B. velezensis, a pesar de producir ACC
desaminasas y solubilizar potasio, tienen una accion limitada en estos procesos.
Los estudios de Ji et al (2020), Xun et al (2015), Hidri et al (2023) y Welch et al
(2002), respaldan que las bacterias Glutamicibacter sp, Acinetobacter sp y Priestia
aryabhattai producen ACC desaminasas Yy solubilizan potasio conjuntamente. Grau
(1983) menciona que la bacteria Brochothrix thermosphacta produce acido lactico y
acético para solubilizar potasio, pero aun se desconoce su produccion de ACC
desaminasas. Es importante recalcar, segun Esquivel et al (2013) y Samaniego
(2018), que, aunque algunos géneros como Pseudomonas y Bacillus se
caracterizan por producir ACC desaminasas Yy solubilizar potasio, hay especies que
no poseen el gen acdS el cual codifica la ACC desaminasa, y/o no excretan
sustancias quelantes capaces de solubilizar el potasio. Esto se evidencié con la
bacteria Pseudomonas deceptionensis, que no produjo ACC desaminasas, y con
Bacillus subtilis y Bacillus rugosus, que no solubilizaron potasio.

En los endobiontes no se encontrd ninguna Pseudomonas y en los epibiontes no se
hall6 ningun Bacillus capaz de solubilizar potasio y/o producir ACC desaminasas.
Segun Larran et al (2008), la predominancia de los endobiontes en plantas de trigo
y tomate pertenece al género Bacillus, lo cual también concuerda con los resultados
de Millan (2021), donde el 72% de los endobiontes presentes en Ulva lactuca
pertenecian al género Bacillus. Por otro lado, segun Millas et al (2020), las
Pseudomonas predominan en los tejidos externos de macroalgas, ya que pueden
prosperar en sustratos externos, tienen una mayor capacidad de dispersion
bacteriana y pueden obtener nutrientes de manera directa. Asimismo, Nongkhlaw
et al (2014) encontraron que las Pseudomonas, al colonizar tejidos externos, evitan
en gran medida el sistema inmunoldgico del hospedero, ya que este sistema suele
enfocarse en proteger los tejidos internos de las plantas.



9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demuestra que hay microorganismos epibiontes y
endobiontes asociados a Ulva lactuca capaces de solubilizar K y producir ACC
desaminasas, siendo géneros, como el de Pseudomonas, Bacillus,
Pseudoalteromonas, Brochothrix, Glutamicibacter, Rahnella, Rhodotorula y Priesta
capaces de cumplir ambos procesos, pero cabe destacar el alto potencial de la
produccion de ACC desaminasas y de solubilizacion de potasio de los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Brochothrix, siendo estos capaces de superar el tope de
solubilizacion de potasio impuesto por Bacillus mucillaginosus con 23.84 mg/L. Por
lo tanto, con estos resultados, ya es posible disefiar bioensayos con estos
microorganismos para evaluar su desempefio con plantas terrestres de importancia
comercial. Por ultimo, los resultados de este estudio muestran una mayor diversidad
de géneros de microorganismos epibiontes capaces de produccion de ACC
desaminasas y solubilizacién de potasio.



10.RECOMENDACIONES

Se recomienda 1) confirmar la identidad de las especies productoras de ACC
deaminasa y solubilizadores de potasio a través de la secuenciacion del genoma de
estos aislamientos debido a las limitaciones de identificacion a nivel de especie al
usar la region 16S rARN, 2) Implementar la prueba cuantitativa de la ACC
deaminasa y 3) realizar los respectivos bioensayos utilizando plantas de importancia
comercial para evaluar la efectividad de los inéculos microbianos.
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12. ANEXOS

Anexo 1. PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE 400 mL DEL MEDIO DE
SALES MINIMAS DF

MATERIALES

e Autoclave

e Balanza analitica

e [Espatula metalica

e Papel aluminio

e Frasco lavador

e Micropipeta de 100 a 1000 microlitros
e Puntas de micropipeta de 100 a 1000 microlitros
¢ Medidor de pH synlab

e Frascos de vidrio

e Cajas de Petri

e Cabina de flujo

e Asa de Drigalsky

e Asa de punta redonda

SUSTANCIAS Y REACTIVOS

KH2PO4 1,6 g

Naz:HPO4 2,4 g

MgSOa4 * 7 H20 0,008 g
Glucosa 0,8 g

Acido citrico 0,8 g

NaCl 3,4 g

FeSO4 * 7H20 1 mg
H3zBOs3 10 pg

MnSOa4 * H20 11,19 pg
ZnS0O4 * 7 H20 124,6 ug
CuSO4 * 5 H20 78,2 ug
MoOs3 10 ug

Agua de grado molecular
ACC

METODOLOGIA

Una vez se tenian los elementos pesados, se les agrego 400 ml de agua
desionizada y se ajusto el pH hasta 7.2 con NaOh, una vez el pH fue ajustado se le



agrego 8 g de agar bacteriol6gico N°1, para posteriormente, esterilizar el medio en
la autoclave J.P SELECTA 223 V. Después, el medio fue servido en las cajas de
Petri en la cabina de flujo.

Una vez el medio se solidifico, se procedi6 a separar 18 cajas que iban a contener
el medio de sales minimas DF con el ACC y sin 18 cajas sin el ACC que fungirian
como el control. Para las cajas que contienen el ACC se prepard una solucion en
donde por caja se rosearon 50 pl de una solucién 0.5 M de ACC y se pudo esparcir
con ayuda de la asa de Drigalsky previamente esterilizada. Para las cajas control
no hubo necesidad de aplicar ACC.

Finalmente, se inocularon los 71 microorganismos y se mandaron a incubar a 26°C,
el tiempo en el que se notaba la actividad microbiana variaba, por ende, no se
establecio un tiempo especifico de espera.



Anexo 2. PROTOCOLO PARA LA ELABORACION DE 400 mL DEL MEDIO
ALEKSANDROV

MATERIALES

e Autoclave

e Balanza analitica

e [Espatula metalica

e Papel aluminio

e Frasco lavador

e Micropipeta de 100 a 1000 microlitros
e Puntas de micropipeta de 100 a 1000 microlitros
e Medidor de pH synlab

e Frascos de vidrio

e Cajas de Petri

e Cabina de flujo

e Asa de punta redonda

SUSTANCIAS Y REACTIVOS

Ca(P0O4)20,8¢

FeClz 0,002 g

MgSO4 * 7H20 0,2 g
CaC0O30,4 9

Glucosa 2 g

Feldespato potasico 0,8 g
NaCl 3,4 g

Agua de grado molecular
Azul de bromotimol

METODOLOGIA

Una vez se tenian los elementos pesados, se les agrego 400 ml de agua
desionizada y se ajust6 el pH hasta 7 con NaOh, una vez el pH fue ajustado se le
agrego 8 g de agar, adicionalmente, en un set de 18 cajas se agregaron 3.2 ml de
azul de bromotimol como indicador. Finalmente, los medios se esterilizaron en la
autoclave J.P SELECTA 223 V. Después, el medio fue servido en las cajas de Petri
en la cabina de flujo.

Al igual que el medio ACC, en este se mandé a incubar a 26°C y a lo largo de una
semana se iban anotando los resultados del medio con indicador y sin indicador.



