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IDENTIFICACION DE MORFOTIPOS DE Streptomyces spp. PRODUCTORES DE
FITOHORMONAS, AISLADOS DE UN CULTIVO DE PINA EN EL MUNICIPIO DE
CHIGORODO.

IDENTIFICATION OF MORPHOTYPES OF Streptomyces spp. PHY TOHORMONE
PRODUCERS, ISOLATED FROM A PINEAPPLE CROP IN THE MUNICIPALITY
OF CHIGORODO.
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RESUMEN

La pifia es un fruto tropical consumido en el mundo por su gran aporte nutricional y propiedades
diuréticas, los fertilizantes quimicos implementados en su produccion, han causado una gran
contaminacion en suelos y cuerpos de agua qué afectan la dinamica de los ecosistemas aledafios
a los cultivos. El objetivo del presente trabajo fue identificar Streptomyces spp. nativos de un
cultivo de pifia productores de fitohormonas benéficas para los cultivos de pifia en una finca
del municipio de Chigorodd. Las muestras fueron tomadas en una finca agricola de pifia del
municipio de Chigorodd Antioquia, se tomaron 100 muestras (50 de suelo y 50 de raiz) y con
base a la clave taxondmica se aislaron 18 morfotipos los cuales se sometieron a pruebas
bioguimicas, seleccionando s6lo dos posibles candidatos identificados como Streptomyces
andamanensis S10M3 y Streptomyces andamanensis R10M1, ambas cepas proliferaron en
presencia de triptéfano (Trp) induciendo a la produccion de fitohormonas, obteniendo una
produccion de Acido Indol Acético (AIA) de 0,0015 para S1I0M3 y 0,0007 ug/mL para R1IOMI.
Estos datos no superaron la produccidn de la cepa control con la qué se obtuvo 0,0022 ug/mL.
En cuanto al GAs, no se detectaron valores fiables por baja especificidad del método.

Palabras clave
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ABSTRACT

Pineapple is a tropical fruit consumed around the world for its great nutritional contribution
and diuretic properties. The chemical fertilizers implemented in its production have caused
great pollution in soils and bodies of water, which affect the dynamics of the ecosystems
surrounding the crops. The objective of this work was to identify Streptomyces spp. natives of
a pineapple crop producers of beneficial phytohormones for pineapple crops on a farm in the
municipality of Chigorodd. The samples were taken in a pineapple agricultural farm in the
municipality of Chigorodd Antioquia, in total 100 samples were taken (50 soil and 50 roots)
and based on the taxonomic key, 18 morphotypes were isolated, which were subjected to
biochemical tests. selecting only two possible candidates identified as Streptomyces
andamanensis S10M3 and Streptomyces andamanensis R10M1, both strains proliferated in the
presence of tryptophan (Trp) inducing the production of phytohormones, obtaining an Indole
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Acetic Acid (IAA) production of 0.0015 for S10M3 and 0.0007 pg/ mL for RLOML1. These data
did not exceed the production of the control strain with which 0.0022 ug/mL was obtained.
Regarding GAgz, no reliable values were detected due to low specificity of the method.

Keywords
Streptomyces, Phytohormones, Chemical fertilizers, pineapple Gold MD2.

INTRODUCCION

La pifia es el segundo fruto tropical
mas consumido en el mundo, con una
alta demanda por su aporte
nutricional y propiedades diuréticas
(Araya Salas A. M., 2022). La
produccion de pifia ha aumentado
Ilegando a ocupar el 20% del volumen
mundial de frutos tropicales, ademas
en el afio 2018 alcanz6 una
produccion mundial de 27.924.287
Toneladas, donde el 36% es ocupado
por América latina y el Caribe, siendo
los principales productores Brasil,
Costa Rica y México con 1736, 1072
y 443 miles de toneladas,
respectivamente (Patricio A., 2020).
Colombia, aunque cuenta con los
mejores  ecosistemas para la
produccion de pifia, solamente
exporta el 30% de la produccion
nacional, por tal motivo, se buscan
estrategias que aumenten la
produccion para mejorar la economia
del pais (Betancur et al., 2018).
Dichas estrategias buscan obtener un
optimo crecimiento de la pifia,
teniendo en cuenta factores como,
temperatura entre 23°-24°C, pH de
4,5 a 6,5 (Chuquillanqui, 2018) y
precipitaciones anuales entre 2000 y
2500 milimetros (Martinez lacharme
L., 2019).

Uraba es una de las regiones del
departamento de Antioquia, qué tiene
amplia biodiversidad productiva, ya
qué se cultiva platano, banano, cacao,
fiame, palma de aceite, pifia y yuca,
sin embargo, los cultivos de estas dos
ultimas ocupan menos hectareas. Por
tanto, existe la necesidad de aumentar
las areas de cultivo de pifia para
obtener mayor produccion (Fagua et

al., 2019). La variedad de pifia Gold
MD2 (Ananas comosus L) es la méas
cultivada en la region de Uraba, ya
que posee propiedades organolépticas
atractivas en la industria y el
comercio (DANE, 2016). Para
obtener un peso ideal del fruto de la
pifia se necesita de 4 a 5 horas luz/dia,
pero Urabé solo cuenta con 2,5 horas
luz/dia, para esto es necesaria una
estrategia como el uso de
fitohormonas, qué tienen la capacidad
de contribuir dichas horas luz/dia
(Sierra., 2021), y son moléculas
organicas que han estado relacionadas
con el crecimiento y la productividad
de las plantas en sus diferentes etapas
(Munguia R. et al., 2018). Aungue las
fitohormonas son producidas de
manera natural por las plantas, la
cantidad es baja, por lo que se acude
a la aplicacibn de grandes
concentraciones  de  fertilizantes
quimicos para obtener una mayor
produccion (Coto Brenes S., 2021),
rapida absorcion de nutrientes y tener
un féacil manejo de los mismos
(Alvarado Chéavez, J. G., 2021). Estos
fertilizantes son compuestos de alta
solubilidad  que  afectan  los
ecosistemas acumulandose en las
aguas  subsuperficiales, causando
eutrofizacion y contaminacion de
suelos y el ambiente (Rivas E. J. G.
2021). No  obstante, existen
biofertilizantes que usan
microorganismos promotores  del
crecimiento vegetal (PGPR por sus
siglas en inglés) que mejoran el
desarrollo de las plantas, son menos
impactantes en el medio ambiente y
mejoran la productividad (Beltran
Pineda M. E., et al., 2022), ademas, el



biofertilizante  permite  disminuir
hasta un 50% del volumen de los
productos  quimicos  utilizados
(Herrera Mendez M. F., 2022).
Actualmente existen biofertilizantes
fabricados  con  actinomicetos,
bacterias Gram positivas aerobias,
caracterizados como controladores
biolégicos 'y  promotores de
crecimiento vegetal (Garcia Portales
J. M., 2021). Su temperatura optima
de crecimiento estd entre 25°C y
35°C, aunque existen algunas
psicréfilas qué pueden crecer entre 0
y 20°C y otras termdfilas qué pueden
crecer entre 60 y 70°C, por otra parte,
las actinobacterias neutréfilas pueden
crecer entre pH de 5a 9, siendo de 6,5
a 8 el pH éptimo, mientras qué las
acidofilas crecen entre 1.8 'y 4 y las
alcalinas entre 6 y 11(Garcia Portales
J. M., 2021). Por otro lado, ayudan
con el equilibrio de los suelos, la
fitorremediacion, la produccion de
antibidticos y el reciclaje de los
componentes mas resistentes que se
encuentran en la materia organica
(Condori Titto, X., 2020). Se pueden
encontrar en superficies rocosas o
suelos rizosféricos, ricos en humus,
hojarasca, estiércol y sedimentos
marinos (Condori Titto, X., 2020). Su
clasificacion ha surgido gracias a la
variedad en la familia Actinomycete,
especialmente del género
Streptomyces, ya qué tienen una
amplia  diferencia  morfoldgica,
fisiologicay bioquimica (Lopez, F. R.
etal., 2020). Son caracterizados como
controladores bioldgicos y
promotores de crecimiento vegetal
por su capacidad de producir
sideréforos, é&cido indol acético
(AlA), giberelinas (GAz), diversos
metabolitos y por su capacidad de
solubilizacion del fésforo (Condori,
S., et al. 2019). EI AIA es una
fitohormona que se encuentra

involucrada en el crecimiento y
desarrollo de las plantas como el
alargamiento 'y division celular,
teniendo gran importancia en la
formacion del xilema y la raiz, por
otra parte, la giberelina (GA3), qué es
otro tipo de fitohormonas, poseen la
capacidad de influir en la
germinacion al interrumpir el periodo
de latencia de las semillas, ademas, de
participar en el desarrollo del fruto y
la altura de la planta (Cantero, 1.,
2018). Al conocer estos grandes
beneficios para el ambiente, se han

buscado alternativas para su
implementacion como
biofertilizantes. El género

Streptomyces, ha sido el méas utilizado
por su facil manejo y mayor
produccion de metabolitos
secundarios (Condori, S., etal. 2019).
Teniendo en cuenta los cambios
ambientales abruptos en la region de
Uraba como la disminucion en la
temperatura de hasta 23° a 25°C,
acomparfiada por periodos de lluvias,
seguido de aumentos de temperatura
de 29°a 30°C, se considera pertinente
caracterizar los Streptomyces que se
encuentran adaptados a estos cambios
climaticos presentes en los cultivos de
pifia de una finca del municipio de
Chigorodd, para demostrar su
potencial productor de fitohormonas
y asi aportar nuevo conocimiento a
proyectos que promuevan la
realizacion de biofertilizantes a base
de Streptomyces, para cultivos de pifia
y reducir el uso de los fertilizantes
quimicos qué aportan a la
degradacion ambiental.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Se seleccionaron 10 secciones de un
lote y utilizando un muestreo
aleatorio en zigzag se recolectaron 10



muestras en cada seccion, para un
total de 100 plantas madre de un
cultivo de pifia de una finca agricola
del municipio de Chigorodo, las
muestras fueron recolectadas en
bolsas ziploc y transportadas en
refrigeracion de 4°C.

Aislamiento e identificacion de
morfotipos de Streptomyces

Las raices de las plantas madre se
Ilevaron a macerar en grupos de 10,
dando un total de 10 muestras
compuestas, de las cuales se tomaron
10 g y se agregaron en frascos schott
qué contenian 90 ml de agua
peptonada  estéril al 0,1%.
Posteriormente,  se  prepararon
diluciones seriadas hasta 10* y se
realiz6 una siembra por agotamiento
de las diluciones 102, 1023 y 10 en
agar avena suplementado 50000 ug/L
de nistatina a pH 7, para evitar el
crecimiento de hongos, finalmente se
incubaron de 28 a 30°C por 15 dias.
Pasado este tiempo, se purificaron los
morfotipos de Streptomyces por
medio de repiques en el mismo agar
inicial y se llevaron a incubar a 27 °C
durante 10 dias. Por dultimo, se
identificaron  las  caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de
Streptomyces a partir de una clave
taxonomica elaborada en base a
varios estudios (Law J. W., et al.
2019) (Zerouki C., et al 2021),
(Tenebro, C. P., et al. 2021).

Caracterizacién bioquimica

Los morfotipos seleccionados vy
purificados en el proceso de
aislamiento e identificacion, se
caracterizaron en una primera etapa
por su capacidad de hidrdlisis en
diferentes fuentes de carbono, a través
de la siembra en agar almidon y agar
citrato (Lopez, et al.,, 2020), asi
mismo se realizaron pruebas de

respiracion como oxidasa y catalasa.
Finalmente, se observaron los
resultados y con base al
comportamiento de los morfotipos y
la clave taxonomica se identificaron
aquellos que presentaron
caracteristicas compatibles con el
género Streptomyces. (Lopez &
Lemus, 2018).

Identificacién por prueba MALDI-
TOF

Para darle paso a la identificacion de
las cepas, éstas se llevaron al
laboratorio SYNLAB ubicado en la
clinica Ledn Trece de la ciudad de
Medellin-Antioquia. Los morfotipos
seleccionados fueron sembrados en
agar avena e incubados hasta obtener
una biomasa considerable y libre de
contaminacion para posteriormente
ser sometidos a la prueba MALDI-
TOF (espectrometria de masas), la
cual, es una técnica de ionizacion
aplicada también para la
identificacion de actinobacterias
cémo Streptomyces sp. Esta prueba
consiste, en el reconocimiento de la
cepa por medio de su perfil proteico
especifico, determinando la presencia
de las proteinas mas abundantes,
incluyendo las ribosémicas presentes
en todas las células vivas (Cobo, F., et
al., 2023). Esta técnica posee una alta
sensibilidad y alta precision qué
posee alta concordancia con métodos
de identificacién qué secuencian el
16s (Cobo, F., et al., 2023).

Proliferacion de
previamente
aislados

morfotipos
seleccionados vy

En este proceso se prepard caldo TSB
(25 g/L de glucosa, 2,5 g/L
deKoHPO4, 17 g/L de peptona de
caseina, 5 g/L de NaCl y 3 mg/ L de
peptona de soya, a pH 7) con 1,8



0/100 mL triptona, en 6 erlenmeyers
de 250 mL con 100 mL del medio
para inducir la produccién de auxinas
y giberelinas (Celis & Gallardo,
2008). Luego se agregd 1 colonia de
cada cultivo axénico (por duplicado)
correspondiente a los morfotipos
seleccionados en la ultima prueba de
caracterizacion, y el tiempo cero (t0)
se tomd antes de la inoculacion. Los
erlenmeyers inoculados se llevaron a
incubacién con una agitacion de 100
rpm a 28°C, durante 12 dias, en los
cuales se tomaron alicuotas de 4 mL
cada 48 horas y se llevaron a
centrifugacion a 5000 rpm por 10
minutos, incluyendo el t0, para asi
obtener un sobrenadante libre de
solidos y depositarlo en microtubos
de 2 mL para posteriormente
almacenarlos a 4°C hasta el dia de la
lectura (Celis & Gallardo, 2008).

Identificacion de fitohormonas

Cuantificacion de giberelinas (GAs)
a partir del método Folling-Wu
(4cido fosfomolibdico)

-Preparacion de la curva: Se
prepar6 200 ml del reactivo Folling-
Wu en 2 fases, en la primera se
agregaron 7g/L de acido molibdico,
1g/L de tungstanato de sodio, 40 mL
de NaOH al 10%, 40 mL de agua
destiladay se llevo a ebullicion por 40
minutos para remover rastros de
amonio presentes en el acido
molibdico ACS marca Loba Chemie.
En la segunda fase, se dejé atemperar
la solucién, y se afiadi6 70 mL de
agua destilada, 25 mL de H3POs al
85% vy se afor6 con agua destilada
hasta 200 mL. Para establecer una
curva de calibracion, se tomaron
soluciones concentradas de giberelina
comercial marca Merck para obtener
soluciones de 100 pug/mL, 200 pg/mL,

500 pg/mL, 750 pg/mL y 1000
pg/mL. Para la lectura se tomd 1 mL
de las soluciones concentradas y 3 mL
del reactivo Folling-Wu, se llevé a
ebullicién durante 60 minutos y luego
a bafio de hielo, una vez atemperada
la solucion se midio en el
espectrofotometro a una DO de 780
nm (Celis & Gallardo, 2008). Los
datos de absorbancia obtenidos se
graficaron en Microsoft Excel y se
obtuvo la siguiente ecuacion:

Ecuacidn 1
y =0,0009x - 0,0055
R2=0,987

-Lectura de muestras: Se tomaron
los microtubos de 2 mL previamente
almacenados a 4°C y se llevaron a
reaccion 1 mL de muestra con 3 mL
del reactivo Folling-Wu, se llevé a
ebullicién durante 60 minutos y luego
a bafio de hielo, una vez atemperada
la solucion se midi6 en el
espectrofotometro a una DO de 780
nm (Celis & Gallardo. 2008). Los
datos de absorbancia obtenidos se
reemplazaron en la Ecuacion 1 para la
obtencién de las concentraciones de
giberelinas (GAs) producidas. Nota:
El reactivo de Folling-Wu detecta la
presencia de auxinas y giberelinas,
por lo tanto, pese a su poca
especificidad para identificar solo
giberelinas, es necesario realizar
ajuste de los valores restando a la
Ecuacion 1. las concentraciones
obtenidas en la ecuacion 2.

Cuantificacién de auxinas (acido
indol acético (AlA)) por medio del
test colorimétrico Salkowsky

-Preparacién de curva: Se realizd
una curva de calibracion con reactivo
de salkowsky a base de é&cido
percldrico qué contiene HCIOsa una



concentracion de 3,48My FeClza una
concentracion de 10mM. Luego, se
prepararon diferentes
concentraciones de AIA comercial
marca Merck (0, 5, 10, 15, 20, 25y 30
pg/mL), de las cuales se tomd 1 mL
por cada 2 mL de reactivo de
Salkowsky y se llevaron a incubar en
oscuridad por 30 min a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se
midieron las concentraciones a 530
nm por duplicado. Los datos de
absorbancia obtenidos se graficaron
en Microsoft Excel y se obtuvo la
siguiente ecuacion:

Ecuacion 2

Curva de calibracion para AlA

¥ = 117,04x 4 0,4064
60 R*=0,9965

Absorbancia (ABS)

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

y =117,04x + 0,4064
R2=0,9965

Lectura de muestras: Se tomaron
los microtubos de 2 mL previamente
almacenados a 4°C y se llevaron a
reaccion 1 mL con 2 mL del reactivo
de Salkowsky previamente
estandarizado y se incubaron por 30
minutos a oscuridad para su reaccion
y posteriormente se midid su
absorbancia a 530 nm (Celis &
Gallardo. 2008). Los datos de
absorbancia obtenidos se
reemplazaron en la Ecuacion 2 para la
obtencién de las concentraciones de
auxinas (AlA) producidas.

Concentracion de dcido indol acético GA3 en Ppm
AN "y

Absorbancias (ABS)

Curva de calibracidén para GA3

¥ = 0,0009x - 0,0055
R* = 0,987

[t} 200 400 600 800 1000
Concentracion de acido giberelico GA3S en Ppm

1200

_/

Figura 1. Curvas de calibracion de acido indol acético y &cido giberélico en Ppm.

Anélisis estadistico

Los datos de produccion de las
fitohormonas fueron calculados cémo el
resultado del promedio de las muestras por
triplicado + la desviacion estandar y se
realiz6 un ANOVA de una sola variable
para determinar si existen diferencias
significativas entre los grupos (P<0.05y F<
F critico), todo lo anterior se realizd por
medio del software Microsoft Excel 2016.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dado que Streptomyces sp. es el género mas
grande de las actinobacterias (Patifio Parra

D. V., 2021) y que ademas cuenta con
caracteristicas macroscopicas que difieren
entre ellos, para ello se elabor6é una clave
taxondmica basada en investigaciones
realizadas anteriormente por (Law J. W., et
al. 2019; Zerouki C., et al 2021; Ramirez
L., et al. 2018; Chumpitaz Bermejo 2019),
la cual permiti6 la ejecucion de un proceso
mas exacto al microorganismo en las 10
muestras analizadas, tanto de suelo
rizosférico (S) como de raiz (R.).

Caracteristicas macroscopicas

Dentro de las 10 muestras analizadas en
suelo rizosférico (S1, S2, S3, S4, S5, S6,
S7, S8, S9 y S10), se seleccionaron
inicialmente 19 morfotipos que cumplian



con las caracteristicas macroscopicas
seleccionadas en la clave taxonomica, de
los cuales 1 morfotipo era de la muestra S1
(S1M2), 5 morfotipos de la muestra S2
(S2M1, S2M2, S2M3, S2M4 y S2M5), 1
morfotipo de la muestra S3 (S3M1), 3 de la
muestra S5 (S5M1, S5SM2 y S5M3), 1 de la
muestra S6 (S6M1), 1 de la muestra S8
(S8M2), 3 de la muestra S9 (S9M1, SOM2
y SOM3) y 3 de la muestra S10 (S10M1,
S10M2 y S10M3). De las 10 muestras
analizadas en las raices (R1, R2, R3, R4,
R5, R6, R7, R8, R9, y R10), se
seleccionaron inicialmente 7 morfotipos, 2
de la muestra R6 (R6M1 y R6M2), 1 de la
muestra R8 (R8M1), 1 de la muestra R9
(ROM1) y 3 de la muestra R10 (R10M1,
R10M2 y R10M3). Todo lo anterior se
describe en la Tabla 1.

Teniendo en cuenta que los actinomicetos,
familia en la qué se wubican los
Streptomyces, presentan colonias secas y
pulverulentas con un  crecimiento
filamentoso, se  consideraba  que
pertenecian al dominio eucariota, sin
embargo, al realizar varios estudios notaron
que estos individuos no contaban con
organulos subcelulares 'y estructuras
esqueléticas, por lo que fue determinado
COmo un microorganismo procariota,
ademas, de contar con pared celular y
nucleoides (Li Q., et al., 2016). Por otro
lado, debido a las dos caracteristicas qué
poseen sus colonias, mencionadas
anteriormente, tanto hongos como
actinomicetos poseen una gran similitud en
este aspecto, por lo qué pueden ser
facilmente confundidos (Condori P. , et al.,

2019). Esta caracteristica en sus colonias en
particular, facilitdé la diferenciacion entre
bacterias y actinobacterias presentes en el
aislamiento primario, teniendo en cuenta
que la nistatina suplementada al medio de
cultivo garantiza la obtencién de un medio
selectivo para el crecimiento de bacterias.
Durante el proceso de caracterizacion
macroscopica, los morfotipos
seleccionados que coincidian con las
establecidas en la clave taxondmica, tales
como el color de la colonia, siendo los mas
predominantes fueron blanco, gris y café
claro  (figura 2A, 2B y 2C,
respectivamente), lo que coincide con las
colonias del género Streptomyces segun
(Lemus A. J. A., 2019). Ademas, se
lograron apreciar caracteristicas en cuanto
al micelio aéreo, micelio del sustrato y la
produccion de pigmentos difusibles (figura
2D). Los pigmentos difusibles
predominantes fueron los de color marrén
amarillento y marron claro, ésta produccion
de pigmentos se da gracias a que algunas
hifas de las actinobacterias tienen la
capacidad de  producir  pigmentos
hidrosoluble 0 liposolubles, los
hidrosolubles se filtran en el medio de
cultivo obteniendo un color caracteristico al
medio, mientras que los liposolubles, hacen
que la colonia tenga un color especifico, lo
anterior le confieren caracteristicas
diferenciadoras en cada especie (Li, Q., et
al., 2016). Gracias a lo hallado
anteriormente, fue posible la identificacion
de los morfotipos qué poseian las
caracteristicas méas similares a miembros
del género Streptomyces spp.

Tabla 1. Caracteristicas macroscépicas de los morfotipos seleccionados en muestras de suelo

y raiz en el aislamiento primario.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Morfotipo Micelio aéreo

Micelio del sustrato| Produccion de

Textura Forma Color

pigmento soluble

Forma Color difusible

S1M2 [Pulverulenta y|circular con

seca borde Blanco

Sin

, | Marron-amarillento
fragmento | Marron




blanco

S2M1 Circular con Sin Marrén
Algodonosa borde Gris Marron claro
fragmento | claro
blanco
2M Al n . ris con in ) ] .
S2M3 godonosa y Circular Gris co Si Marron | Marron-amarillento
seca blanco fragmento
S2M4 Sin Marron ,
Seca Irregular Blanco Marron claro
fragmento | claro
S2M5 Alaodonosa Circular con Sin
g y borde Gris Marrén | Marrén-amarillento
seca fragmento
blanco
M2 Al n . in ) ) i
S5 godonosa y Circular Blanco S Marron | Marron-amarillento
seca fragmento
S8M2 |Aterciopelada| . . Sin ) ) i
P circular Beige Marron | Marron-amarillento
y seca fragmento
SOM1 . Circular con .
Aterciopelada . Sin . , .
borde |Beige-crema Marron | Marron-amarillento
y seca fragmento
blanco
S9M3 Circular con . .
Algodonosa y Gris con Sin , )
borde Marron Marron
seca blanco fragmento
blanco
S10M1 Circular con .
Al n Blan n in . ) .
godonosa y borde a C? €0 S Marron | Marron-amarillento
seca gris fragmento
blanco
S10M2 . Circular con . ,
Aterciopelada Blanco con Sin Marron ) i
borde . Marron-amarillento
y seca gris fragmento | oscuro
blanco
S10M3 |Aterciopelada . Gris con Sin ) ) i
P Circular Marron | Marron-amarillento
y seca blanco fragmento
R6M2 . Circular . .
Aterciopelado Gris con Sin , , .
con borde Marron | Marrén-amarillento
y seca blanco fragmento
blanco
R8M1 |Algodonosa Gris con Sin . .
g y Irregular Gris Sin pigmento
seca blanco fragmento
ROM1 . . )
Algodonosa y . Gris oscuro Sin Marron , .
Circular Marron-amarillento
seca con blanco | fragmento | claro
R10M1 [Algodonosa . . Sin , ) .
g y Circular |Beige-crema Marron | Marron-amarillento
seca fragmento
R10M2 |Aterciopelado . Sin Marrén , :
P Circular Blanco Marron-amarillento
y seca fragmento | claro
R10M3 [Algodonosay |Circular con| Gris con Sin Marrén | Marrén-amarillento




seca borde blanco fragmento
blanco
RLM1 |Aterciopelada Blanco Sin . .
Gris Sin pigmento
y seca Irregular crema fragmento

Caracteristicas microscopicas

Durante la identificacion microscopica se
descartaron 5 Morfotipos de suelo (S1M1,
S3M1, S5M1, S5M3y SOM2) y 1 de raiz
(R6M1) por no cumplir con la caracteristica
microscopica correspondiente a un bacilo
Gram positivo o no presentar el crecimiento
micelial,  caracteristica = microscépica
especifica de Streptomyces sp. Sin
embargo, los Dbacilos seleccionados
contaban con otro aspecto importante, el
cual es su crecimiento en cadena con
formacion de esporas que se puede
presentar en cuatro tipos como son las
Rectiflexibles, qué corresponden a cadenas
de esporas rectas o flexuosas parcialmente,
las Rectinaculiaperti, que son cadenas de
esporas con ganchos, bucles abiertos o
espirales cortos, las Spira, cadena de espora
en espirales con dos subtipos, espiral
cerrada y espiral abierta, y finalmente las
hifas aéreas ramificadas y fragmentadas,
estos tipos de cadena fueron descritas por
(Li, Q., et al., 2016) y en la figura 2, se
encuentran las imagenes representativas de
cada tipo, donde dentro de las cadenas
Rectiflexibles (figura 2E) se encontraban
los morfotipos R6M2, S1M2, S2M3 vy
S6M1, en las Rectinaculiaperti (figura 2F)
R8M1, RLM1, S8M2, SO9M1 y S10M3, en
Spira (figura 2G) se encontraron R9M1,
R10M3 y S9M3 vy finalmente en las hifas
aereas ramificadas y fragmentadas (figura
2H) se encontraron R10M2, S2M4, S10M1
y S10M2. Adicionalmente la formacion de
pseudohifas, corresponden a un tamario
inferior a las hifas de los hongos, lo qué
indica que dicha morfologia posee similitud
con la de un Streptomyces, ya qué cémo lo
indico (Lemus, A. J. 2019) el crecimiento
filamentoso de los Streptomyces genera
filamentos largos correspondientes a un
tamafo de aproximadamente 0,5 a 1,0 pum

de diametro. Ademas en algunas ocasiones
se presentan filamentos en espirales, o
enroscamientos qué se pueden percibir a
nivel microscopico, esta caracteristica
también pudo ser observada durante la
caracterizacion microscopica cémo se
muestra en la figura 2, también se logré
observar qué el tipo de crecimiento es en
cadena, dénde también pueden presentarse
con conformaciones de esporas espiraladas
(Lemus, A. J, A., 2019). Esta formacion de
esporas, se da gracias al ciclo de vida con el
que cuenta Streptomyces, el cual pasa por 3
etapas de desarrollo bien definidas, hifas
vegetativas, hifas aéreas y esporas. El paso
por estas etapas es dirigido por reguladores
(bld y whi) que son reprimidos o activados
para dar paso a cada una de ellas (Jones, S.,
& Elliot, M. 2018). Inicialmente, los tubos
germinales surgen de una sola espora
inactiva, ésta germina dando inicio a las
hifas vegetativas, las cuales se extienden en
consecuencia de un crecimiento polar
mediado por el polarisoma, encargado de
tomar la maquinaria biosintética de
peptidoglicanos que se encuentra en la
punta de las hifas, y a surgir ramas
adicionales laterales de manera aleatoria,
formando asi una red gruesa de hifas
denominada micelio vegetativo (Jones, S.,
& Elliot, M. 2018). Luego, se activan genes
que dan paso al desarrollo de hifas aéreas
que se elevan al aire alejandose del micelio
vegetativo y activandose genes que son
necesarios para la esporulacion, estas hifas
aéreas son septadas en esporas y éstas se
pueden dispersar y dar inicio a un nuevo
ciclo de vida (Jones, S., & Elliot, M. 2018).
Por todo lo anterior, su crecimiento
filamentoso y formacion de esporas nos
permitieron la identificacion especifica de
morfotipos de Streptomyces sp. a nivel
microscopico.




Micelio aéreo

Micelio del \

sustrato Pigmento
difusible

D

Figura 2. Imagenes de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas observadas en los
morfotipos seleccionados, donde las macroscépicas corresponden a A: colonias blancas, B:
colonias grises, C: colonias café, D: llustracién del micelio aéreo, micelio del sustrato y
pigmentos difusibles; mientras qué las microscépicas son E: Rectiflexibles, F:
Rectinaculiaperti, G: spira y H: hifas aéreas ramificadas y fragmentada.

Caracterizacion bioquimica

Para esta etapa se realizaron pruebas de
utilizacion de fuentes de carbono y
respiracion, con el fin de obtener mas
informacion de los aislados dando lugar a
una caracterizacion mas especifica de los
aislados. Por lo cual fueron sometidos a las
pruebas catalasa, oxidasa, citrato Yy
almidon, cabe resaltar que, los morfotipos
sometidos a la prueba fueron aquellos qué
previamente se seleccionaron en la etapa de
identificacion macro y microscopica. A
continuacion, en la tabla 2 se encuentran
tabulados los resultados de las pruebas
bioquimicas correspondientes a cada
morfotipo, a partir de estos resultados se
seleccionaron aquellos morfotipos qué
dieron un resultado positivo para catalasa
y almidon y negativo para oxidasa y
citrato, como lo fueron R10M1, R10M3,
S10M2y S10M3, ademaés se corrobord este
comportamiento en la cepa control.

Para determinar si la capacidad de
respiracion de los aislados coincidia con
Streptomyces, se realiz6 por un lado la
prueba catalasa, con el fin de confirmar la
presencia de la enzima en Streptomyces, ya
gue se encuentra presente en todas las
bacterias aerobias contando con la

capacidad de desdoblar el peréxido de
hidrogeno en agua y oxigeno como
mecanismo de defensa (Ldpez, F. R. et al.,
2020). Cuando Streptomyces detecta la
presencia de perdxido de hidrdgeno, se
induce la transcripcion de la enzima
catalasa como respuesta al estrés oxidativo
generado por el mismo al ser un resultado
de la respiracion aerobia (Kim, Y., et al.,
2021), este estrés ocurre debido a que, el
microorganismo al requerir oxigeno para su
metabolismo aerobio y formar micelio
aéreo, genera especies reactivas de oxigeno
(ROS) por lo que genera mecanismos
antioxidantes, como la eliminacion de
H202, que son mediados por la actividad
de peroxidasas y catalasas, para evitar
dafios en su ADN, ARN, proteinas y lipidos
(Sanfeliu Redondo, D. 2017). Los
resultados obtenidos en la presente
investigacion concuerda con los descritos
en la literatura, donde (Kim, Y., et al.,
2021) ha realizado estudios que confirman
la presencia de dicha enzima en el
metabolismo de los Estreptomicetos como
Streptomyces coelicolor, lo cual nos
permitié confirmar que los morfotipos
S1M2, S2M1, S2M3, S2M5, S9M1,
S10M2, S10M3, R6M2, R9M1, R10M1 y
R10M3 (tabla 2) si coincide con dicha



caracteristica perteneciente a Streptomyces
sp. Sin embargo, los morfotipos S2M4,
S5M2, S9M3, S10M1 y R8M1 no
presentaron actividad catalasa, resultados
que concuerdan con la literatura ya que
(Chanqueo & Morales., 2019) registran
actinobacterias que no presentan actividad
enzimatica de catalasa, como lo es
Actinomyces radingae, por lo que estos
morfotipos sugieren ser parte de las
actinobacterias pero no pertenecer al
género Streptomyces sp.

Como segunda prueba se realizo la prueba
de citocromo c¢ oxidasa, debido a que la
reaccion de oxidacion del citocromo le
concede electrones al oxigeno y es
caracteristica de los organismos aerobios,
cémo Streptomyces, ademas de algunos
aerobios facultativos y en un reducido
numero de microaerofilos (Lépez, F. R. et
al., 2020). Sin embargo, en este género
existen individuos qué carecen de la
citocromo c¢ soluble, razén por la cual el
resultado fue negativo (Tabla 2), y en
reemplazo de esta poseen una proteina
dihema QcrC, como lo es el caso de la cepa
Streptomyces coelicolor A3(2), la cual
posee una citocromo c de tipo aa3 de cobre,
una bd oxidasa y un complejo bcc (donde
se localiza la proteina QcrC), esta
maquinaria enzimatica hace posible qué el
microorganismo utilice el oxigeno cémo
aceptor de electrones sin requerir la
presencia de una citocromo ¢ (Marco F.,
2018).

Teniendo en cuenta los resultados de
respiracion en la prueba catalasa y oxidasa
de las cepas R10M1, SIM2, S2M5, SOM1
y S10M3, se hizo posible identificar qué
estos morfotipos poseian caracteristicas
metabolicas de respiracion similares a
Streptomyces, ya que estas 6 cepas cumplen
con las caracteristicas mencionadas.

Para la determinacion de la capacidad de
consumo de diferentes fuentes de carbono,
los aislados fueron sometidos a la prueba
citrato, con el fin de determinar si poseen

en su maquinaria proteinica la enzima
citrato permeasa qué permite hidrolizar el
citrato de sodio como Unica fuente de
carbono (Lopez, F. R. et al., 2020), sin
embargo, esta hidrolisis puede ocurrir como
un catabolismo anaerobio en
enterobacterias y bacterias acido lacticas
por medio de la enzima citrato liasa 6 como
una utilizacion aerobia por medio de un
solo sistema de absorcion de citrato
(Brocker, M. et al., 2009). Segun el sistema
de clasificacion Saier, existen cinco
familias  transportadoras de  citrato
caracterizadas entre las qué se encuentra la
familia de transportadores de H+ CitMHS
(Brocker, M. et al., 2009), la cual se
encuentra presente en algunos miembros
del género de Streptomyces como
Streptomyces coelicolor, quien posee la
capacidad de transportar complejos metal-
citrato, como citrato de hierro y citrato de
calcio, lo cual hace qué este sea un sistema
anico de los miembros de la familia
CitMHS (Lensbouer, J. J. et al 2008). Cabe
destacar qué, aunque los miembros de esta
superfamilia se encuentran en bacterias
Gram positivas existen miembros del
género de Streptomyces qué no poseen
citrato permeasas degradadoras de citrato,
ni transportadores de H+ CitMHS. Por otra
parte, el resultado negativo de la prueba
explica que, aunque existen Streptomyces
con la capacidad de hidrolizar citrato, es
importante tener en cuenta el cofactor
presente en el medio qué permita el
proceso, es decir, qué aunque el resultado
de la prueba es negativo se debe tener en
cuenta que el cofactor era Na+ mas no Fe3+
ni Ca2+ (Lensbouer, J. J. et al 2008), por lo
qué posiblemente este aspecto influyé en el
resultado de la prueba. Por esta razén,
basado en la literatura se encontro qué los
miembros del género Streptomyces no
poseen la capacidad de utilizar el citrato de
sodio como Unica fuente de carbono, lo cual
permite su facil diferenciacion de los
Actinomicetos (Lopez, F. R. et al., 2020).

Finalmente con la prueba amilasa se
determind qué morfotipos de Streptomyces



poseian la capacidad de sintetizar enzimas
que degradan el almidén, como las
amilasas, en el cual el almidon se escinde
en azlcares simples durante la actividad
enzimatica y se confirma un resultado
positivo al observar la formacion de un halo
de color azul al rededor de la colonia
después de utilizar lugol (Baskaran, B., et
al., 2017). Varios individuos del género
Streptomyces han sido reportados con la
capacidad de degradar moléculas incluso de
mayor dificultad qué el almidon cémo la
lignina, esta capacidad se encuentra
mayoritariamente en hongos de la
podredumbre  blanca, sin  embargo,
miembros del género Streptomyces poseen
dicha capacidad debido a qué sintetizan
algunas enzimas como Lacasas, Lignino
peroxidasa y Manganeso peroxidasa (Rojas
Prieto, N. L. 2020).

Los resultados obtenidos en los morfotipos
S2M4, S5M2, S8M2, S9M1, S10M1,
S10M2, S10M3, R6M2, R8M1, R10M1 y
R10M3 concuerdan con las caracteristicas
que confirman un resultado positivo para la

prueba de almiddn y un resultado negativo
para citrato, lo cual indica que se pudo
determinar qué el metabolismo, en cuanto
al consumo de fuentes de carbono, de estos
morfotipos corresponden al
comportamiento metabolico de
Streptomyces sp..

Finalmente, se realizd un analisis de los
resultado de aquellos morfotipos qué
cumplian con las caracteristicas de
respiracion y consumo de fuentes de
carbono, ya mencionadas, donde se
determind qué los morfotipos S10M3 y
R10M1 eran  posiblemente  cepas
pertenecientes al género de Streptomyces,
por lo qué fueron seleccionadas para la
siguiente etapa. Lo anterior indica qué, es
posible realizar un acercamiento preliminar
de posibles morfotipos pertenecientes al
género Streptomyces por medio de una
clave taxonémica y pruebas bioquimicas
caracterizando los aislados para relacionar
los resultados con la literatura y determinar
su procedencia.

Tabla 2. Resultados de las pruebas Catalasa, Oxidasa, Citrato y Almidon realizadas a

morfotipos seleccionados



Prueba bioquimica
Morfotipo
Catalasa Oxidasa Citrato Almidon
R6M2 + + - +
R8M1 - - - +
R9M1 + + - -
R10M1 + - - +
R10M3 + + - +
RLM1 - + - -
S1M2 + - - -
S2M1 + + - -
S2M3 + + - -
S2M4 - - - +
S2M5 + - - -
S5M2 - - - +
S8M2 - + - +
SomM1 + - + +
S9M3 - - - -
S10M1 - - - +
S10M2 + + - +
S10M3 + - - +
Cepa control + - - +

Identificacion por prueba MALDI-TOF

El proceso de identificacion de las cepas a
través de la prueba MALDI-TOF MS
permitid la identificacion de las cepas
S1I0M3 'y R10M1, seleccionadas
previamente, y la corroboracion de la cepa
control, indicando en el resultado qué las
tres cepas no solo pertenecian al género
Streptomyces, sino qué ademas comparten
la misma especie Streptomyces
andamanensis, segun los resultados de la
prueba, los cuales poseen el 98% de
confiabilidad (tabla 3).

Segun (Sripreechasak., et al, 2016) la
especie Streptomyces andamanensis, fue

aislada en las islas Similan, Tailandia, dicha
especie contaba con caracteristicas
macroscopicas similares a la de nuestros
aislados, como micelios aéreos de color
blanco o gris y el micelio del sustrato no se
encontraba fragmentado, mientras que,
dentro de la caracteristica microscopica
presenta la formacion de cadenas de
esporas. Sin embargo, hay caracteristicas
diferenciales entre ellos a nivel
microscopico, como la formacion de
espirales en su cadena de esporas, ya que
(Sripreechasak., et al, 2016) mencionan que
Streptomyces  andamanensis  presenta
cadenas de esporas en espiral, pero nuestros
aislados presentan diferencias al tener
esporas Rectinaculiaperti en SI0M3, e hifas



aéreas ramificadas y fragmentada en
R10M1 y cepa control. Por otro lado,
dentro de las pruebas bioquimicas, se
realiz6 una comparacion en la literatura de
dicho  microorganismo con  nuestros
aislados y se observd diferencias en la
prueba de almiddn, al presentarse positivo
para la cepa control, R10M1y S10M3, pero
al observar el de la literatura, mencionan
que Streptomyces andamanensis presenta
negativo la hidrélisis de almidon dentro de
su prueba bioquimica (Sripreechasak., et al,
2016), lo anterior confirma las diferencias
que pueden existir dentro de una misma
especie al encontrarse en nichos ecologicos
diversos, debido a que, nuestros aislados

son pertenecientes a la region de Uraba, en
Colombia, mientras que, el de la literatura
fue aislado en Tailandia y presentan
condiciones ambientales muy diferentes
entre ellos.

La identificacion de actinobacterias a traves
de caracteristicas morfoldgicas y pruebas
bioquimicas aun sigue siendo complejo al
seguir presentando diferencias entre ellas,
por lo que se hace importante realizar la
identificacion a partir de la prueba MALDI-
TOF, o pruebas moleculares, para lograr
confirmar que si nos encontramos frente al
género Streptomyces.

Tabla 3. Resultados de la identificacion de los morfotipos y la cepa control a través de la

prueba MALDI-TOF

Morfotipo

Nomenclatura de especie

Cepa control

Streptomyces andamanensis

R10M1

Streptomyces andamanensis

S10M3

Streptomyces andamanensis

Fitohormonas

Para procesar los resultados de los métodos
de colorimetria Salkowski (para AlA) y
Folin-Wu (para GA3), se hallaron las
concentraciones de las fitohormonas
empleando los resultados de absorbancia y
reemplazandolos en la Ecuacién 1 para AIA
y en la Ecuacion 2 para GAs (figura 1.). Una
vez se hallaron los valores de
concentracion, éstos se graficaron en el
tiempo para S10M3, R10M1l y Cepa
control; y se obtuvieron 2 gréaficos de la
cinética de produccion de AlA (figura 3A)
y GAs (figura 3B).

La produccion de AIA se extiende entre
diversos microorganismos, entre los qué se
encuentran algunos actinomicetos del
género Streptomyces, algunos de sus
miembros poseen la capacidad de degradar
el triptéfano y transformarlo en AlA,
ademas la capacidad de producir esta

fitohormona puede estar relacionada con la
diferenciacion entre actinomicetos vy
Streptomyces spp. (Monroy Guerrero, M.
2021)

Las concentraciones de AIA se obtuvieron
con mayor rapidez con la Cepa control en
comparacion a SI0M3 Y R10M1, ya que,
cdmo se observa en la figura 3A, pasados 6
dias de incubacion la produccion muestra
un comportamiento exponencial. Sin
embargo, previo a estos dias la produccién
de esta fitohormona era nula, lo qué podria
ser explicado por el hecho de qué los
actinomicetos producen el AIA como
metabolito secundario, asi mismo como lo
describié (Nazari, M. T., et al 2023). Cabe
destacar que, la capacidad de producir AIA
se encuentra principalmente en bacterias
del género Bradyrhizobium, Azospirillum,
Rhizobium, Azotobacter, entre otras; las
cuales lo producen a través de la via indol 3



piruvato (IPvA) (Leontovycova, H., et al.,
2020), y es por medio de esta que se
secretan las auxinas para inducir a la
formacion de los ndédulos de Rhizobium
(Gao, J. L., etal., 2020), ademas se ha
demostrado qué existen una gran variedad
de bacterias productoras de AIA donde la
mayoria son bacterias del suelo, epifitas y
colonizadoras de tejidos vegetales; se
estima qué aproximadamente el 80% de la
microbiota bacteriana del suelo es
productora de auxinas (Cantero, 1., 2018).
Por otra parte, existen 4 rutas dependientes
del triptéfano (Trp) para la sintesis
microbiana de AlA, cémo lo es la indol-3-
acetamida (IAM), la &cido indol-3-piravico
(IPvA), la indol-3-acetonitrilo y la
triptamina (Imada et al., 2017). Las dos
mas ampliamente encontradas son la IPVA
y la IAM (Tijero Esteve, V. 2019), esta
altima es una de las mas utilizadas por
miembros del género Streptomyces, incluso
ha sido identificada en individuos como
Streptomyces venezuelae, quien posee en el
gen iaaM qué codifica la triptofano-2-
monooxygenase qué da paso a la
produccién de AlA a través de la presencia
del intermediario 1AM (Berckx, F., 2022).
No obstante, existen algunos miembros del
género Streptomyces qué han demostrado la
capacidad de convertir acido indol-3-
lactico (ILA) e indol-3-etanol (IEt) en AIA
por vias adicionales, donde el ILA se
encuentra como intermediario 'y es
descarboxilado para producir IEt para qué
este finalmente se oxide en AlAId y AIA
(Imada et al., 2017).

Por su parte el GAsz mostré altas
concentraciones desde el dia O (figura 3B)
para las tres cepas y del mismo modo se
observa como la Cepa control es quien lleva
consigo la mayor produccion en
comparacion a S10M3 y R10M1. Sin
embargo, se debe tener en cuenta qué segun
(Celis & Gallardo, 2008) el reactivo folin-
wu posee una baja especificidad a la hora
de detectar giberelinas, ya qué también
interactla con las auxinas presentes en el
medio (Celis & Gallardo, 2008).

Lo anterior podria explicar la razon por la
cual la fitohormona se detecta desde el dia
0 de incubacion sin qué la cepa haya sido
sometida a la presencia del triptofano,
ademaés, algunos articulos de la literatura
han reportado producciones de GAs por
hongos cémo Fusarium fujikuroi con una
produccién maxima de 2,90 ppm (Suga, H.,
et al., 2019), cantidades con una diferencia
abismal en comparacion a los resultados
obtenidos en el presente estudio. Sumado a
esto, la literatura indica qué el AIA
generalmente se encuentra presente en
concentraciones mayores en comparacion
al GAs (Bessai et al., 2022), ya que entre
los microorganismos PGPR, existen
bacterias que tienen la capacidad de
producir AIA a través de mdltiples vias,
como las anteriormente mencionadas,
cémo lo es el caso de algunos miembros del
género Streptomyces, el cual ha sido
denominado lider en la produccién de AIA
(Nazari, M. T., et al 2023).

Asi mismo, se realizaron dos gréaficos de
barras de la maxima produccion de AlIA
(figura 3C) y GAs (figura 3D) en ug/mL por
cada morfotipo. En estos graficos se logra
apreciar qué la cepa control posee una
mayor capacidad de produccién de AIA en
comparacion a las otras cepas (figura 3C),
ya que al alcanzar los 12 dias de incubacion
este alcanza una produccién méxima de
0,0022 pg/mL, mientras qué RIOMI1 y
S10M3 produjeron 0,0015 y 0,0007 pg/mL,
respectivamente.

Aunque existe potencial biosintético para la
produccion de AIA entre los aislados, las
concentraciones obtenidas son bajas en
comparacion con la literatura donde
(Ravinder et al., 2022) encontro que la cepa
Streptomyces puniceus RHPR9 mostré una
produccién significativa de AIA  de
41pg/mL.

Las fitohormonas como AIA y GAz
cumplen funciones muy importantes para el
desarrollo de las plantas mejorando la



produccién de los cultivos, las giberelinas
coémo el GAz poseen la capacidad de regular
varios aspectos del desarrollo como la
promocion de la elongacion de los 6rganos
(Alejandro, 2020), ademas activan la
division  celular,  acumulacién  de
pigmentos, controlan el crecimiento y
desarrollo de las semillas (Bonilla, S., et al
2021). Por su parte las Auxinas como el
AlA poseen un alto potencial antagonico,
donde su alto contenido exdgeno ha sido
capaz de inhibir el crecimiento de hongos
patdgenos del maiz cémo Harpophora
maydis (Leontovycova et al., 2020). Este
potencial de las fitohormonas
anteriormente mencionado es una gran
ventaja para los miembros de Streptomyces,
ya qué, gracias a su capacidad de producir
estas fitohormonas ha permitido mejorar el
rendimiento de cultivos acelerando el
crecimiento de las plantas y controlando
fitopatdgenos (Nazari, M. T., et al 2023).

Sin embargo se debe tener en cuenta qué las
condiciones para la produccién de
fitohormonas por parte de Streptomyces
deben ser lo mas dptimas posibles para
obtener resultados satisfactorios, ya que es
esencial una cepa estable y de alto
rendimiento para una produccion industrial
(Cen et al., 2023).

No obstante, segun el analisis estadistico en
el qué se realiz6 un ANOVA de una sola
variable, se obtuvieron varianzas mucho
menores para las cepas en las curvas de la
producciéon de  AIA  (1,0058x10-6,
4,2195x10-8 y 1,703x10-6 para Cepa
control, S10M3 y R10M1,
respectivamente) por lo qué las diferencias
de produccién entre cepas no son muy
grandes. Por otra parte en comparacion a las
de GA3(0,61728 para Cepa control, SI0M3
y R10M1).

Se realizé un ANOVA con el fin de obtener
un valor de P y una valor F para determinar
si existen diferencia significativas entre los
morfotipos al producir fitohormonas
(figuras 3E y 3F). En la figura 3E, donde se

encuentran los valores de AIA, se puede
apreciar que el F experimental es menor
que el F critico, mientras que el valor P es
mayor a 0.05, lo que permite identificar que
no existen diferencias significativas entre
los morfotipos al producir AIA, aceptando
la hipdtesis nula que nos indica que los
resultados presentan una distribucion
normal y que la produccion de AIA es
independiente en cada uno de los
morfotipos, sefialando que son datos
confiables (Kim, T. K., 2017).

Por otro lado, en la figura 3F observamos
los valores de GAs, donde se obtiene un F
experimental mayor al F critico, mientras
que el valor P es menor a 0.05,
identificando que si hay diferencias
significativas entre los morfotipos en la
produccion de GAs rechazando la hipdtesis
nula e indicando que, al menos una de las
medias poblacionales de los tres grupos es
diferente (Kim, T. K., 2017) y no presenta
una distribucion normal, por lo que se
realizd una prueba Tukey para determinar
cuales eran las diferencias significativas
entre los morfotipos, y encontramos que
efectivamente no existe diferencia
significativa entre las cepas aisladas,
mientras que, al compararlas con la cepa
control si existe diferencia, ésto sugiere
estar relacionado con el hecho de que, si
bien, las tres cepas son de la misma especie,
estas difieren en las condiciones
ambientales que fueron aisladas, debido a
que, los morfotipos S1I0M3 y R10M1, son
aislados de cultivos de pifia, mientras que,
la cepa control es aislada de un cultivo
distinto, lo cual hace que la produccion de
metabolitos de los aislados difiera con la de
la cepa control. Lo anterior, se puede ver
reflejado en la figura 3 D, donde hay una
menor produccion de GAsz en la cepa
control al compararlo con los morfotipos
aislados. Ademas, (Celis & Gallardo, 2008)
indican una baja especificidad a la hora de
detectar giberelinas con el reactivo de
Folling-Wu al interactuar también con las
auxinas presentes en el medio, por lo que se
recomienda implementar una prueba mas



sensible y especifica para la deteccion de GAs.
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CONTROL 2 0,00443609  0.00221805 1,0058E-06
S10M3 2 0,00146275  0,00073137 4,2195E-08
RI10M1 2 0,00301777 0.,00150889 1,703E-06
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Valor
las Suma de Grados de  Promedio de critico
variaciones  cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos  2.2117E-06 2 1,1059E-06 1,20597601 0,41271569 9.5520945
Dentro de
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C-S 12,33 significativa
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Figura 3. Ay B: Produccion de fitohormonas en el tiempo de S10M3, R10M1 y Cepa control,;
C y D: Produccién maxima de fitohormonas de SI0M3, R10M1y Cepa control. E y F: Anélisis

de varianza de S10M3, R10M1 y Cepa control.
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