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Resumen

La simbiosis planta-microorganismo constituye una fuente importante de compuestos bioactivos con aplicaciones
biotecnoldgicas. En este estudio se evaluo el potencial enzimatico de bacterias y hongos endoéfitos aislados de Vachellia
farnesiana (huizache), una especie nativa de regiones semiaridas de México. Se analizaron nueve bacterias y nueve hongos
en medios selectivos para determinar la produccion de amilasas, celulasas, lipasas, proteasas, quitinasas y la capacidad de
fijacion de nitrogeno. En bacterias, se observd crecimiento en los medios de proteasas (aislados 4 y 9), amilasas (aislado 5)
y lipasas (aislados 5, 6, 7, 8 y 9). En hongos, el crecimiento se presentd en lipasas (aislados 3, 4 y 9), amilasas (aislados 1,
3,4y 9)y celulasas (aislados 2, 4, 7 y 8). Las bacterias mostraron crecimiento en Caldo libre de nitrégeno, sugiriendo
posible fijacion intracelular de nitrogeno. La ausencia de halos de hidrélisis en la mayoria de los medios indica que las
enzimas podrian ser intracelulares o poco secretadas bajo las condiciones probadas. Los resultados evidencian la presencia
de microorganismos endofitos con actividades enzimaticas diversas y potencial biotecnolégico para su aprovechamiento en
las industrias agroalimentaria, farmacéutica y ambiental.
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Abstract

The plant-microorganism symbiosis represents a significant source of bioactive compounds with biotechnological
applications. This study evaluated the enzymatic potential of bacterial and fungal endophytes isolated from Vachellia
farnesiana (huizache), a native species from semiarid regions of Mexico. Nine bacterial and nine fungal isolates were
analyzed in selective media to determine the production of amylases, cellulases, lipases, proteases, chitinases, and nitrogen
fixation capacity. Bacterial growth was observed in protease medium (isolates 4 and 9), amylase (isolate 5), and lipase
media (isolates 5, 6, 7, 8, and 9). Fungal growth occurred in lipase (isolates 3, 4, and 9), amylase (isolates 1, 3, 4, and 9),
and cellulase media (isolates 2, 4, 7, and 8). Bacteria showed growth in nitrogen-free broth, suggesting a potential nitrogen
fixation capability. The absence of hydrolysis halos in most media indicates that enzymes may be mainly intracellular or
weakly secreted under the tested conditions. These results reveal the presence of endophytic microorganisms with diverse
enzymatic activities and biotechnological potential for use in agri-food, pharmaceutical, and environmental industries.

Keywords: endophytic microorganisms; Vachellia farnesiana; hydrolytic enzymes; bacteria; fungi.

En afios recientes, los endofitos han adquirido
relevancia en biotecnologia por su capacidad de sintetizar
metabolitos secundarios y enzimas extracelulares de
Los microorganismos endofitos, tanto bacterias interés industrial. Entre ellas destacan las enzimas

1. Introduccion

como hongos, son aquellos que habitan los tejidos internos
de las plantas sin causar dafio visible al hospedero [1].
Estas asociaciones simbiodticas confieren beneficios
reciprocos: los microorganismos obtienen compuestos
organicos, agua y proteccion frente a condiciones
externas, mientras que las plantas reciben ventajas
fisioldgicas como una mayor resistencia al estrés bidtico y
abidtico, incremento en la absorciéon de nutrientes y
produccion de metabolitos bioactivos [2-5].

hidroliticas como amilasas, celulasas, quitinasas, lipasas y
proteasas, capaces de degradar polisacaridos, proteinas y
lipidos complejos. Estas enzimas tienen aplicaciones
amplias en la industria farmacéutica, alimentaria, agricola
y ambiental, participando en procesos como la
biorremediacion, la obtencion de biocombustibles y la
produccion de aditivos industriales [4, 6-8]. En particular,
los hongos endofitos constituyen una fuente promisoria de
enzimas hidroliticas debido a su naturaleza filamentosa, su
elevada secrecion extracelular y su capacidad de penetrar
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matrices vegetales [9, 10]. Por su parte, las bacterias
endofitas presentan una alta adaptabilidad metabdlica y
contribuyen a la fijacion bioldgica de nitrogeno, la
promocion del crecimiento vegetal y el reciclaje de
nutrientes en los ecosistemas [11-13].

El cribado cualitativo en placas, mediante
técnicas como tinciones con Lugol, rojo Congo o azul de
bromotimol, representa un método rapido para la
deteccion preliminar de actividad enzimatica, aunque su
sensibilidad puede verse limitada en cepas con baja
secrecion o enzimas intracelulares [14—16]. Asimismo,
medios selectivos como los caldos libres de nitrégeno
(NFB) permiten la evaluacion preliminar de la fijacion de
nitrogeno en bacterias endofitas, aunque se requiere la
confirmacion mediante métodos complementarios como
el ensayo de reduccion de acetileno o la cuantificacion de
5N (is6topo estable del nitrogeno) [17].

En este contexto, aunque diversos estudios han
documentado la presencia de microorganismos endéfitos
con actividad enzimatica en distintas especies vegetales,
la informacion sobre el potencial enzimatico comparativo
de bacterias y hongos endofitos asociados a Vachellia
farnesiana es ain limitada [18, 19]. Considerando la
adaptacion de esta leguminosa a ambientes semiaridos y
su capacidad para albergar comunidades microbianas
funcionalmente diversas, el analisis de sus endofitos
representa  una  oportunidad  para  identificar
microorganismos con capacidades metabolicas de interés
biotecnoldgico. Por ello, el objetivo de este estudio fue
evaluar cualitativamente el potencial enzimatico de
bacterias y hongos endofitos aislados de hojas sanas de
Vachellia farnesiana mediante su crecimiento en medios
selectivos para enzimas hidroliticas, asi como comparar
los patrones de actividad entre ambos grupos microbianos,
con el fin de identificar cepas promisorias que puedan ser
consideradas en futuros estudios cuantitativos, de
caracterizacion molecular y de aplicacién en procesos
agricolas, industriales y ambientales.

2. Metodologia

2.1 Reactivos y materiales

Los reactivos empleados fueron grado analitico y
adquiridos a través de Desarrollo de Especialidades
Quimicas (DEQ). Los medios de cultivo deshidratados
fueron marca BD Bioxon y los carbohidratos utilizados
como fuentes de carbono fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich. Todos los reactivos y soluciones se prepararon
siguiendo las especificaciones del fabricante y protocolos
estandarizados reportados en la literatura.

2.2. Evaluacion del potencial enzimatico

Los nueve aislados bacterianos y nueve aislados
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independientes) para cada aislado.

Los medios diferenciales para la evaluacion de la
actividad enzimatica contenian 1% (p/v) del sustrato
correspondiente, agar bacteriologico al 1.5% y la siguiente
solucion mineral (g/L): KH2PO4 (1.4), (NH4)2S04 (1.0),
MgSO4-7H20 (0.3) y CaClz (0.3). Tras la esterilizacion,
los medios se vertieron en cajas Petri estériles y se
inocularon por estria en tercios de placa.

Para la evaluacion presuntiva de fijacion biologica de
nitrogeno se empled medio semisélido libre de nitrogeno
con azul de bromotimol (NFB) con agar al 0.7%,
preparado en tubos estériles. La inoculacion se realizo con
cultivos frescos (18-24 h de crecimiento). Las placas y
tubos se incubaron a 28-30 °C durante 3-7 dias,
dependiendo del microorganismo y del ensayo.

2.3 Ensayos especificos y criterios de evaluacion

La deteccion de actividad enzimatica se realizo
mediante ensayos diferenciales en placa, descritos en la
Tabla 1.

Tabla 1. Ensayos diferenciales empleados para la evaluacion
de enzimas hidroliticas en microorganismos endofitos aislados de
Vachellia farnesiana.

E Sustrato Indicador / Criteri
nsayo riterio
Y (1% p/v) revelador
. Quitina . Halo claro
t Rojo C
Quitinasas | idal 20] | R9° €O | o tincion
. Halo claro
Celulasas CMC Rojo Congo .,
tras tincion
Zona clara
. Almidon
Amilasas Lugol tras
soluble Ly
aplicacion
. Cambio de
X Aceite . .
Lipasas Rojo fenol color rojo a
vegetal .
amarillo
i . Halo claro
Proteasas Caseina Rojo Congo .,
tras tincion
e ., Crecimiento
Fijacion de . Observacion L.
L Medio NFB . en medio sin
nitrogeno directa o
nitrégeno

Abreviaturas: CMC = carboximetilcelulosa; NFB: Libre de
nitrogeno con azul de bromotimol

Tras la incubacién, se aplicaron los reactivos
reveladores correspondientes. La presencia de un halo
claro alrededor de la colonia fue considerada evidencia de
actividad enzimatica extracelular.

2.4 Clasificacion semicuantitativa

(2]

L ” . . .
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establecid de la siguiente manera:
e  (-)=sin crecimiento
e  (+)=crecimiento débil o halo apenas visible (< 2
mm)
e  (++)=halo moderado (2—5 mm)
(+++) = halo amplio (5-10 mm)
(++++) = halo muy amplio (> 10 mm)

Cuando se observo crecimiento sin formacion evidente
de halo, se interpretd como posible produccion de enzimas
intracelulares o secrecion limitada bajo las condiciones
experimentales evaluadas. El crecimiento en medio NFB
se consider6 como evidencia presuntiva de capacidad
fijadora de nitrogeno, reconociendo que esta prueba
requiere confirmacion mediante métodos moleculares o
ensayos cuantitativos complementarios.

3. Resultados y discusion

3.1. Actividad enzimatica en bacterias endofitas

El analisis cualitativo de las nueve bacterias endofitas
aisladas de Vachellia farnesiana mostré diferencias claras
en su capacidad de crecimiento y expresion enzimatica en
los distintos medios selectivos evaluados (Tabla 2). No se
observd crecimiento en los medios disefiados para la
deteccion de quitinasas y celulasas, lo que sugiere la
ausencia de estas actividades bajo las condiciones
experimentales empleadas o bien una expresion limitada
de enzimas extracelulares.

Tabla 2. Actividad enzimatica cualitativa en bacterias
enddfitas aisladas de Vachellia farnesiana.
Bac. | QTN | CLL | AML | LPS | PRS | NFB
) ) ) ) (&) )
) ) ) ) (&) )
) ) ) ) ) )
) ) ) O [t G
th | &*
) ) B | B ED O
ONG (G &9 I N &) )
ONG B | ED ] ED |G
OING O D [ED] O

Abreviaturas: QTN = Quitinasas, CLL = Celulasas; AML =
Amilasas;, LPS = Lipasas; PRS = Proteasas;, NF B = Medio sin
fuente nitrogenada; Bac. = Bacteria.

Simbolos: (-) = sin crecimiento; (+) = débil; (++) =
moderado; (+++) = alto.
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En el medio para amilasas, inicamente el aislado 5
presentd un crecimiento débil, sin la formacion de un halo
de hidrolisis evidente (Figura 1a). En contraste, el medio
para lipasas permiti6 detectar crecimiento en cinco de los
nueve aislados, destacando los aislados 8 y 9 por presentar
una respuesta mas intensa, lo que indica una mayor
capacidad para la degradacion de lipidos (Figura 1b). Este
patron sugiere que la actividad lipolitica podria ser una
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caracteristica comun entre las bacterias endofitas
asociadas a V. farnesiana, posiblemente relacionada con
el aprovechamiento de compuestos lipidicos presentes en
los tejidos vegetales [4].

En el medio de proteasas se observo crecimiento inicial
en varios aislados; sin embargo, tras la aplicacion del
colorante rojo Congo, Unicamente los aislados 4 y 9
presentaron halos de hidrolisis bien definidos y una
coloracion intensa, lo que indica una actividad proteolitica
extracelular marcada (Figuras 1c y 1d). La ausencia de
halos en el resto de los aislados podria atribuirse a una
secrecion limitada de enzimas o a una localizacion
intracelular, fendmeno previamente reportado en bacterias
endofitas (como Enterobacter y Pseudomonas) bajo
condiciones estandar de cultivo [13].

a)

Figura 1. Actividad enzimatica cualitativa en bacterias endofitas
aisladas de Vachellia farnesiana. (a) Crecimiento en medio con
almidon para la deteccion de amilasas; (b) crecimiento y cambio
de color en medio para lipasas; (c—d) halos de hidrélisis en medio
con caseina para la deteccion de proteasas.

Finalmente, en el medio semisélido libre de nitrogeno
(NFB), el aislado 5 mostrdé un crecimiento débil sin el
cambio de color caracteristico del indicador de pH (Figura
2). Este comportamiento sugiere una posible capacidad de
fijacion intracelular de nitréogeno, aunque se trata de una
prueba presuntiva que requiere confirmacién mediante
métodos complementarios, como la deteccion de genes
funcionales o ensayos cuantitativos [21].
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Figura 2. Crecimiento de bacterias endofitas aisladas de Vachellia
farnesiana en medio semisdlido libre de nitrogeno (NFB), como
prueba presuntiva de fijacion biologica de nitrogeno.

3.2. Actividad enzimatica en hongos endoéfitos

En los hongos endodfitos se observd una mayor
diversidad de actividades enzimaticas en comparacion con
las bacterias, particularmente en los medios para amilasas,
celulasas y lipasas (Tabla 3). No se detect6 crecimiento en
el medio para quitinasas, y la actividad proteolitica no fue
evaluada en esta etapa del estudio, lo cual representa una
limitacion experimental que debera considerarse en
trabajos posteriores.

Tabla 3. Actividad enzimatica cualitativa en hongos endofitos

aislados de Vachellia farnesiana.

Hongo QTN CLL AML LPS

1 ) ) (1) )

2 ) () ) )

3 ) ) (G (G
4 (-) (+++) (+++) (++++)
5 ) ) ) )

6 ) ) ) )

7 ) (@) ) )

8 ) (&) ) )

9 (-) (-) (++++) (++++)

Abreviaturas: QTN = Quitinasas; CLL = Celulasas; AML =
Amilasas; LPS = Lipasas.

Simbolos: (-) = sin crecimiento; (+) = débil; (++) =
moderado; (+++) = alto; (++++) = muy alto.

Los aislados 4 y 9 destacaron por presentar una
actividad lipolitica muy alta, evidenciada por halos de
hidrdlisis amplios y bien definidos (Figuras 3a y 3b).
Asimismo, el aislado 9 mostrd una actividad amilolitica
sobresaliente, con un halo de hidrélisis de gran tamafio
(Figura 3c), lo que indica una elevada capacidad para la
degradacion de almidon.
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Figura 3. Actividad enzimatica cualitativa en hongos endofitos
aislados de Vachellia farnesiana. (a-b) Halos de hidrolisis en
medio para lipasas; (c) halo de hidrolisis en medio con almidén
para la deteccion de amilasas.

La variabilidad observada entre los aislados fungicos
sugiere diferencias en la expresion y secrecion de enzimas
extracelulares, posiblemente influenciadas por factores
fisiologicos propios de cada cepa y por la naturaleza del
sustrato. En general, los hongos endéfitos mostraron una
mayor capacidad para la degradacion de polisacaridos
complejos, lo que coincide con su naturaleza filamentosa
y su papel ecoldgico dentro de los tejidos vegetales [11].

El analisis comparativo entre bacterias y hongos
endofitos revela wuna posible complementariedad
metabdlica dentro de la microbiota asociada a V.
farnesiana, donde los hongos podrian participar
principalmente en la degradacion de carbohidratos
estructurales, mientras que las bacterias contribuirian a la
descomposicion de lipidos y proteinas. La combinacion de
ambos grupos representa una comunidad funcional que
facilita la colonizacién y el reciclaje de nutrientes dentro
del tejido vegetal. Estos hallazgos coinciden con reportes
previos en otras especies de Acacia, donde las
comunidades endoéfitas presentan funciones metabdlicas
complementarias adaptadas al hospedero [18].

El hecho de que no se observaran halos de hidrdlisis
amplios tras la aplicacion de colorantes no implica
ausencia de actividad. Diversos autores han documentado
que las enzimas intracelulares pueden no difundirse en el
agar, requiriendo ensayos cuantitativos en extractos
celulares o condiciones de induccion especificas [22].

De manera comparativa, el 55% de las bacterias
evaluadas mostraron actividad lipolitica y el 44%
actividad proteolitica, mientras que unicamente el 11%
presento actividad amilolitica detectable. En contraste, los
hongos evidenciaron mayor diversidad enzimatica, con
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44% de actividad celulolitica, 44% amilolitica y 33%
lipolitica, destacando ademas una mayor intensidad en la
formacion de halos.  Estos resultados respaldan la
hipotesis de una posible complementariedad metabdlica
entre bacterias y hongos endofitos, donde los hongos
podrian desempefiar un papel predominante en la
degradacion de polisacaridos estructurales, mientras que
las bacterias contribuirian principalmente a la hidrélisis de
lipidos y proteinas [18].

4. Conclusiones

Las bacterias y hongos endofitos aislados de Vachellia
farnesiana mostraron una actividad enzimatica cualitativa
variable, destacando principalmente las actividades
lipolitica y amilolitica. En las bacterias endoéfitas, la mayor
frecuencia de crecimiento se observo en los medios para
lipasas y proteasas, mientras que en los hongos endofitos
se registr6 una mayor diversidad de actividades en
amilasas, celulasas y lipasas.

La ausencia de halos de hidrolisis en varios de los
ensayos sugiere que, bajo las condiciones evaluadas, las
enzimas podrian localizarse predominantemente de forma
intracelular o presentar una secrecion limitada. No
obstante, los resultados evidencian que los endofitos
asociados a V. farnesiana constituyen una fuente
prometedora de microorganismos con potencial
biotecnologico. Estudios futuros que incluyan ensayos
cuantitativos, caracterizacion molecular y optimizacion de
condiciones de cultivo permitiran profundizar en la
aplicacion de estas cepas en los sectores agricola,
industrial y ambiental.
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