BeHu F Rt LR Creator © Foxit Software
R i

For Evaluation Only.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS
ENDOFITAS DE PAPA ASOCIADAS CON SINTOMAS DE
PUNTA MORADA

MARIA ISABEL NOTARIO ZACARIAS

TESIS

Presentada como requisito parcial

para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias
en Parasitologia Agricola

Universidad Autonoma Agraria

"Antonio Narro"
PROGRAMA DE GRADUADOS

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México

Octubre de 2009


Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2009
For Evaluation Only.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
“ANTONIO NARRO”

DIRECCION DE POSTGRADO

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS ENDOFITAS DE PAPA ASOCIADAS
CON SINTOMAS DE PUNTA MORADA

TESIS
POR
MARIA ISABEL NOTARIO ZACARIAS

ELABORADA BAJO LA SUPERVISION DEL COMITE PARTICULAR DE ASESORIA'Y
APROBADA COMO REQUISITO PARCIAL, PARA OPTAR AL GRADO DE:

Maestro en Ciencias
en Parasitologia Agricola

Comité Particular:

Asesor principal

Dr. Alberto Flores Olivas

Asesor

Dr. Gabriel Gallegos Morales
Asesor

Dr. Oswaldo Garcia Martinez
Asesor

Dr. Victor Olalde Portugal

Dr. Jerénimo Landeros Flores
Director de Postgrado

Buenavista, Saltillo, Coahuila, Octubre de 2009



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

AGRADECIMIENTOS

Agradezco sinceray fervientemente:

A la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro” por otorgarme la oportunidad de fortalecer mi

formacion profesional.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por otorgarme apoyo econdémico durante el

transcurso de estudios en maestria.

Al Dr. Victor Olalde Portugal por fungir como un pilar en los aspectos concernientes al

procedimiento y culminacion del proyecto.

A Horacio Claudio Morales Torres por su valioso apoyo, recibidos en las distintas etapas del este
trabajo.

A la M.C. Rosalinda Serrato Flores por su asesoria y colaboracion en diversos procedimientos

implementados en este proyecto.

Al Dr. Alberto Flores Olivas por su atencién y ayuda recibidos, y a su impetu por tornar mi

formacion como fitopatéloga.

A el Dr. Jer6nimo Landeros Flores, Dr. Melchor Cepeda Siller, Dr. Oswaldo Garcia Martinez, Dr.

Gabriel Gallegos Morales, M.C. César Estrada Torres, M.C. Antonio Cardenas Elizondo.

A Juan Octavio Chirino Romero, Hugo Rosales Bravo, Irving Aarén Alemén Navarro, Blanca Estela
Mares Fermin, Desiré Davila Medina, Humberto Torres, Daniel, Sra. Alicia, Julieta Mireles, Claudio Rios,
Luis Patricio, Sarita, Marisol, Juanita, Yolanda, Gloria Leén Martinez y Susana GGmez, por su amistad y

apoyo manifestados en diversas ocasiones y procedimientos implementados en el presente trabajo.

Y por ultimo, pero no menos importante; a Dios, porque mediante sus diversos medios y seres

deificos, culminé algo, précticamente, dado por perdido...



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

DEDICATORIA

A mis padres:

Sara Zacarias Zacarias

Angel Notario Alejo

Porque a pesar de estar lejos fisicamente por tanto tiempo, a cada momento siento su célido
amor cubriéndome y protegiéndome de adversidades... -mamd, papé...los quiero mucho y les

dedico este pequefio trabajo como ofrenda al inmenso amor que me brindan dia con dia...

A mis hermanos: Beatriz Adriana y Miguel Angel y, mis sobrinos Miguel Angel y Daniel Isidro.

A Horacio Claudio Morales Torres, por haber iluminado mi sendero con su carifio y amistad, por su
apoyo incondicional, por compartir conmigo los momentos més felices en mi estancia en Irapuato y de

los mejores en mi vida...

A Juan Octavio Chirino Romero, Arg. Evelio Garza Alcala, Don Eduardo Herndndez y Dfia. Marta, y

respectivas familias por su amistad y ayuda servidas desde que los conoci...

A Hugo Rosales Bravo y seres queridos, por el multiple apoyo y carifio recibidos cuando pasé por

situaciones muy desfavorables en Irapuato.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

COMPENDIO

Aislamiento y Caracterizacion de Bacterias Endofitas de Papa Asociadas con Sintomas de Punta
Morada

POR

MARIA ISABEL NOTARIO ZACARIAS

MAESTRIA EN CIENCIAS
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BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, OCTUBRE 2009

Dr. Alberto Flores Olivas - Asesor-

Palabras Clave: Promocion de crecimiento, Antagonismo, Nicho ecoldgico.

El objetivo de este trabajo consiste en aislar y caracterizar bacterias enddfitas presentes en plantas
de papa enfermas de punta morada; para lo cual se propone crear medios de cultivo apropiados, realizar
una caracterizacion microscopica, fisioldégica y morfoldgica a las bacterias aisladas, asi como una
identificacion molecular; ademds de realizar pruebas en invernadero y laboratorio para descubrir la
funcionalidad de dichas bacterias en plantas hospederas.

Se identificaron y caracterizaron nueve cepas bacterianas endofitas de papa con sintomatologia de
punta morada; de los cuales ninguna resultd ser fitopatdgena; seis de ellas muestran capacidad
antagodnica a agentes fitopatdgenos, utilizan el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (precursor del
etileno) como fuente de nitrégeno, cinco cepas promueven la generacion de raiz, y dos producen
sideroforos.
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ABSTRACT

Isolation and Characterization of Endophytic Bacteria Associated with Purple Top Symptoms in Potato

BY

MARIA ISABEL NOTARIO ZACARIAS
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UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, OCTUBRE 2009

Dr. Alberto Flores Olivas - Advisor-

Key words: Growth Promoting, Antagonism, Ecologic Niche.

The goal of this study is to isolate and characterize endophytic bacteria present in potato plant with
purple tip symptoms; in order to do so, it is proposed: the development of appropriate culture media;
the microscopic, physiologic and morphologic characterizations, and the molecular identification; also is
important to make greenhouse and laboratory assays to define the effects of these bacteria in the host
plants.

Were identified and characterized nine endophytic strains in potato plants with purple tip
symptomatology; none of them resulted to be pathogenic; six showed antagonic characteristics against
phytopathogenic agents, used the 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (the ethylene precursor) as
nitrogen source; five strains promoted root generation; and two produced siderophores.

Vi
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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los alimentos principales a nivel mundial, debido a que
permite la subsistencia de una gran cantidad de personas en todo el planeta; esto gracias al manejo
agrondémico de su cultivo, ya sea por propositos comerciales o de autoconsumo (Secor, 2004). Asimismo,
posee cualidades nutrimentales dignas de consideracion en la ingesta humana, debido a su aporte
valioso de vitaminas, minerales, proteinas, aminoécidos esenciales (Struik. 2006) y carbohidratos
complejos (Secor, 2004; Struik, 2006). Ademas es un cultivo altamente eficiente en el uso de algunas
fuentes tales como suelo y energia (Struik, 2006). Estas constituyen algunas razones por lo cual es el
cultivo dicotiledéneo de mayor importancia en el dmbito alimentario humano, viéndose superado
Unicamente en nivel de importancia por los cereales trigo, arroz y maiz (Hooker, 2001). Es por motivos de
nutricién humana, seguridad alimentaria y economia nacional que su cultivo se reviste de importancia en

los paises en vias de desarrollo (Scott, 2002).

Por sus caracteristicas botanicas, la papa es una planta incluida en la familia Solanaceae vy, al igual
que otras plantas de la misma familia, tiene problemas persistentes de importancia, y una porcion de
estos factores limitantes es originado por plagas (Struik, 2002), cuyos agentes etiolégicos pertenecen a
los grupos de organismos tales como algas, virus, bacterias, hongos, nematodos e insectos (Strange,
2005). Probablemente es la planta cultivable con incidencia de la mayor cantidad de enfermedades,
superando a cualquier otro cultivo; asi, si se consideran las principales enfermedades de la papa, las
menores y aquellas de etiologia desconocida, sobrepasaria a 100 enfermedades (Secor, 2004).

Problemas asociados con la forma de reproduccion utilizada: propagacion clonal (Struik, 2006).

Ademés, recientemente numerosas enfermedades estan siendo descubiertas o, al menos, su
importancia esta revistiendo mayor fuerza debido a los intensos dafios generados a Ultimas fechas
(Secor, 2004). Tal es el caso de la enfermedad de punta morada (V. Borges, 1972; Leyva-Lopez, 2002;
Cadena-Hinojosa, 2003; Jones, 2005; Rubio-Covarrubias, 2006; Lee, 2006) la cual genera pérdidas
considerables en varios paises productores (Khadhair, 2003; Secor, 2004; Lee, 2004; Munyaneza, 2006;
Munyaneza, 2007; Nasir, 2007; Girsova. 2008).

En México, se encuentra presente en las principales zonas productoras de papa, provocando una

disminucién substancial en el rendimiento y calidad del producto cosechado (Cadena-Hinojosa, 2003),
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causando pérdidas que van desde 30 a 80 por ciento de la produccién debido a la no-germinacion de los
tubérculos semilla junto con la pérdida de plantas después de la emergencia (Haverkort, 2007). Esta
enfermedad es asociada principalmente a fitoplasmas (V. Borges, 1972; Leyva-Lopez, 2002; Cadena-
Hinojosa, 2003; Rubio-Covarrubias, 2006; Lee, 2006; Almeida-Ledn, 2008), los cuales se caracterizan por
ser bacterias de la clase Mollicutes, carentes de pared celular que habitan en los elementos cribosos del
floema en plantas infectadas; las cuales exhiben una sintomatologia que sugiere profundos disturbios en
el balance normal de fitohormonas o reguladores de crecimiento (Lee, 2000; Maust, 2003), en la

concentracién y translocacion de carbohidratos y aminoacidos (Lepka, 1999; Maust, 2003).

Los fitoplasmas son organismos que viven estrechamente asociados con sus hospederos, y su
supervivencia depende estrictamente de dicha asociacion (Welliver, 1999; Lee, 1986; Khadhair, 2003),
debido a que su genoma manifestd la pérdida de muchos genes metabdlicos importantes, tal como el
gen ATP sintasa, y la formacion de pseudogenes; debido al posible resultado de evolucion reductora

durante su adaptacion a un ambiente rico en nutrimentos (Shen, 1993; Kakizawa, 2006).

El interior de las plantas de papa también se encuentra habitado por una gran cantidad de
bacterias, aln y cuando la planta manifiesta estar completamente sana (Hollis, 1951; De Boer, 1974;
Sturz, 1995). Algunas de estas bacterias son promotoras de crecimiento y/o antagonistas de agentes
fitopatogenos (Sessitsch, 2004); otras tantas son inocuas y simplemente no generan algun beneficio

visible a la planta hospedera (Hollis, 1951; De Boer, 1974).

La importancia de lo anteriormente citado respecto a las bacterias asociadas a plantas recae en el
entendimiento de su papel ecolégico, de su interaccion con la planta y; ademas, en la futura aplicacion
préactica de dichos conocimientos, tal es el caso del uso de control biolégico contra fitopatégenos o hasta
el aislamiento de compuestos bioactivos. Por tal razon, en este trabajo se pretende estudiar bacterias
presentes en el interior de plantas de papa, enfermas con punta morada y descubrir la relacién que
pudieran tener con dicha sintomatologia; razén por lo cual se expone el siguiente objetivo general: aislar
y caracterizar bacterias enddfitas presentes en plantas de papa enfermas de punta morada,
desglosandose los siguientes objetivos particulares: (1) generar medios de cultivo naturales apropiados
para el aislamiento de bacterias endofitas de plantas de papa; (2) caracterizar la morfologia, fisiologia y
funcionalidad de las bacterias endofitas en su hospedero y, realizar una identificacion molecular; (3)
estudiar la capacidad de bacterias enddéfitas como promotoras de crecimiento de plantas hospederas,
mediante pruebas in vitro e in planta y; (4) descartar la capacidad de las bacterias endofitas como

patdgenas de plantas hospederas.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

REVISION DE LITERATURA

Importancia de la Papa

La cuna de la papa se encuentra en América del Sur -donde se ubica la zona andina, que comprende
los paises de Perd, Ecuador, Bolivia y Chile- (FAO, 2008; CONPAPA, 2008); sin embargo los principales
paises productores de este cultivo alimenticio pertenecen a otros continentes; de donde China, Rusia,
India, Estados Unidos, Alemania, Ucrania, Francia, Polonia, Paises Bajos e Irdn destacan en produccion en
el 2007; dejando a América del Sur con el nivel mas bajo de produccion de papa (menor de 16 millones
de toneladas en el mismo afio), donde los principales paises productores son: Per(, Brasil, Argentina,

Colombia, México, Chile, Bolivia, Venezuela, Ecuador, Guatemala y Cuba (FAO, 2008).

La presencia de papas silvestres en México indica que este pais se encuentra en el &rea de origen de
este tubérculo (Hijmans, 2001; FAO, 2008). En donde, en el decenio de 1960, su cultivo se limitaba a las
zonas de secano situadas en las zonas volcanicas del centro de México, con una produccion anual de
300,000 toneladas, y una productividad inferior a seis toneladas por hectarea. En los siguientes 20 afos,
la produccion se extendié a las zonas comerciales de regadio del norte y occidente del pais, donde la
produccién actual alcanza las 40 toneladas. Si bien la superficie dedicada a la produccién de papa ha
cambiado poco desde 1980, el rendimiento promedio casi se ha triplicado desde 1961 y, en 2007 hubo

una cosecha extraordinaria de 1.75 millones de toneladas (FAO, 2008).

La papa es un alimento que se cultiva a lo largo de todo el afio agricola, producto que
practicamente se destina al consumo interno, ya que es poco lo que se exporta. La papa es una hortaliza
multifacética en sus usos, los cuales pueden ser clasificados en cinco grandes rubros (CONPAPA, 2008),
que son: 1) consumo doméstico y consumo animal en fresco; 2) en industria de alimentos donde
predominan la produccion de hojuelas o chips, bastones de papa pre-cocidas o para freir, puré,
mayonesas, jaleas, etc. (CONPAPA, 2008; Scott, 2002); 3) industria quimica, en la cual se extrae alcohol
para realizar: licores, esencias y aromas; 4) también es usada como pulpa de proteina, de la cual se
puede extraer proteina liquida, proteina seca, agregados para piensos, forrajes, abonos, entre otros y; 5)
como papa deshidratada conglutinante (CONPAPA, 2008; FAO, 2008).
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Es necesario mencionar el problema de imagen del que es acreedor este tubérculo. Los
consumidores consideran a la papa como un componente alimenticio insubstancial, que es la racion de
alimento que contiene mucha grasa y alto contenido de carbohidratos; lo cual contribuye a la pandemia

de la obesidad. Asimismo, se asocia con habilidades intelectuales limitadas (Struik. 2006).

No obstante, un aspecto que contradice lo anterior e importante de destacar es la composicion
quimica de la papa (Kaur & Mukerji, 2004), la cual contiene 72-75 por ciento de agua, 16-20 por ciento
de almidon, 2-2.5 por ciento de proteinas, 1-1.8 por ciento de fibra y, 0.15 por ciento de &cidos grasos
(FAO, 2008). Ademas, son abundantes en micronutrimentos tales como vitamina C, contiene una
cantidad moderada de hierro, pero el gran contenido de vitamina C fomenta la absorcion de este
mineral. Ademas, tiene vitaminas B1, B3 y B6, y otros minerales como potasio, fésforo y magnesio, asi
como folato, acido pantoténico y riboflavina. También contiene antioxidantes alimentarios (FAO, 2008),

aunque su composicion puede variar dependiendo del cultivar que se trate (Ortiz, 2009).

Papa: Bacterias Patogenas y Benéficas

Existe una gran cantidad de bacterias asociadas a la papa y, la naturaleza de estos organismos suele
ser muy variada; asimismo, cada organismo tiene funciones y capacidades muy particulares (De Boer,
1974; Long, 1988; Berg, 2005; Dandie, 2007; Yang, 2008). Sin embargo, para utilidad agrondmica, estas
bacterias pueden ser agrupadas en dos grandes categorias: la primera incluye a aquellas que generan
una enfermedad o disminucién de vitalidad en la planta con la cual se asocian, llamadas patégenas
(Long, 1988) y; la segunda integra a aquellas cuya relacién genera un beneficio, implicando en la mejora

de calidad y rendimiento del cultivo, denominadas benéficas (Sziderics, 2007).

Importancia de Bacterias Patégenas

A continuacién se citan las principales bacterias fitopatdgenas que atacan el cultivo de la papa,

también se presenta una breve resefia de la sintomatologia que generan en plantas afectadas.

- Pierna negra y pudricion blanda. Es causado por Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Jones). En
plantas relativamente pequefias, las hojas se tornan amarillas y se enrollan hacia arriba. Las plantas
tienden a ponerse de forma vertical. La primera porcion subterrnea del tallo se torna negra, conforme

la enfermedad progresa el color negro avanza varios centimetros hacia arriba del tallo, torndndose
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delgado. Plantas severamente afectadas se marchitan y mueren. La enfermedad también progresa hacia
abajo a través de los estolones y dentro de los tubérculos. En condiciones himedas, los tubérculos se

pudren répidamente, ocasionando la desintegracion total del tejido (Kaur & Mukeriji, 2004).

- Pudricion de anillo. Es ocasionado por Corynebacterium sepedonicum (Spieck & Kotth) Skapt &
Burkh. Se reconoce por el marchitamiento del follaje y pudricién del anillo vascular de los tubérculos. La
planta presenta una clorosis, las hojas se tornan de color café marginal y se marchitan. En los tubérculos
se detecta una decoloracién amarillo-claro de los elementos vasculares, los cuales exudan un flujo

celular cuando el tubérculo es oprimido (Kaur & Mukerji, 2004).

- Pudricion café de la raiz. Es causado por Ralstonia solanacearum. El sintoma caracteristico es el
marchitamiento repentino de las plantas. Las papas cosechadas pueden no manifestar sintomas
externos. Sin embargo, en general, los tubérculos infectados presentan decoloracion café en la region
vascular, en los cuales, sélo vasta ejercer una ligera presion para generar un flujo bacteriano a partir de
la region vascular. En etapas avanzadas, frecuentemente, se observan masas de flujo bacteriano fuera de
los tubérculos (Kaur & Mukerji, 2004).

- Sarna comun. Es causada por el actinomiceto Streptomyces scabies (Thaxter) Lambert & Loria. Se
reconoce por areas ligeramente levantadas o lesiones asperas, tejido de acorchado, en el tubérculo. Su
superficie entera se ve envuelta. Se presentan lesiones superficiales y profundas en el tubérculo. En la
costra superficial, los tubérculos muestran ligeras areas rugosas, elevadas y a menudo ligeramente
debajo del plano de la piel sana. Las lesiones consisten de tejido acorchado, el cual se genera de una
proliferacion anormal de células en la peridermis del tubérculo debido al ataque del patégeno. En la
costra de minas profundas, las lesiones miden 1-3 mm o mas en profundidad y son mas obscuras que las
lesiones de la costra superficial. Son acorchadas y pueden unirse hasta afectar la superficie total del
tubérculo (Kaur & Mukeriji, 2004).

Importancia de Bacterias Benéficas

La rizésfera comprende el volumen de suelo que rodea las raices, misma porcion que es
influenciada quimica, fisica y biolégicamente por la raiz de la planta. Es un hébitat favorable para la
proliferacion de microorganismos y ejerce un impacto potencial en la salud de la planta y fertilidad del

suelo (Manoharachary, 2006). Los exudados de la raiz son compuestos ricos en aminoacidos,
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monosacaridos y acidos organicos, los cuales sirven como fuente principal de alimento y mantienen el
crecimiento dinamico y actividad de varios microorganismos dentro de las inmediaciones de las raices.
Estos organismos colonizadores de raiz pueden ser de vida libre, parésitos o sapdfitos y, su diversidad
contindia dindmica, permitiendo un cambio frecuente en la estructura de la comunidad y abundancia de
especies (Singh, 2006). Un grupo importante de estas comunidades microbianas, que ejercen efectos
benéficos en el crecimiento de plantas sobre la colonizaciéon de la raiz, fueron llamadas rizobacterias
promotoras de crecimiento de plantas (PGPRs). El crecimiento acrecentado de la planta por PGPRs es
cuantificado como un incremento en la emergencia de plantulas, vigor, biomasa, proliferacion de sistema
radicular y rendimiento en varias especies de plantas. Desde su reconocimiento como una sub-serie de
microorganismos colonizadores de raiz, en las pasadas décadas se condujeron varios estudios dirigidos a
identificar las PGPRs en diferentes sistemas de cultivo y zonas agroecoldgicas (Vessey, 2003). De este
modo, los resultados obtenidos generaron la liberacion de algunas razas bacterianas para propdsitos
comerciales, adquiriendo, asi, atencidbn como un grupo de bacterias benéficas importante en la

agricultura junto con bacterias fijadoras de nitrégeno (Podile & Kishore, 2007).

Definicion de Organismo Endofitico y Generalidades de Bacterias Endofitas

Existe una heterogeneidad muy alta en el manejo dado al concepto “endofito”, lo cual genera
informacion bioldgica y ecoldgica muy diversa de organismos enddfitos. Frecuentemente, los términos
“enddfita” y “endofitica” son usados con particular significado para dirigirse a grupos particulares de
hospederos y microbios; sin embargo, investigadores que trabajan con distintos grupos de organismos
(infecciones asintométicas de hongos y bacterias que viven dentro de plantas) aplican estos términos
para diferentes sistemas, generando confusién y controversia (Stone, 2000). Es asi como la aplicacion
contemporanea del término no siempre es consistente o aceptada entre todos los investigadores,
aunque comunmente usan el término dirigiéndose a microbios capaces de no generar sintomatologia en

tejido de plantas aparentemente sanas (Hallmann, 1997).

Los conceptos que se tienen de endofitismo han variado en el grado de inclusion en funcién de, si
las interacciones entre organismos o ecologia descriptiva de ensamble de endoéfitas fueron enfatizados y,
si la metodologia de investigacion fue principalmente histoldgica o basada en aislamientos de cultivos
(Stone, 2000).



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Investigadores con un enfoque principalmente de organismo hacen intentos para caracterizar
endofitas en términos de atributos ecoldgicos y fisiologicos particulares; con frecuencia enfatizan en
aspectos de especificidad y adaptacion hospedera. Alternativamente, investigadores, quienes su
principal interés radica en la ecologia descriptiva, estudios de biodiversidad, o andlisis de comunidad en
términos generales, incluyen a todos los microbios encontrados; habitando tejido del hospedero (Stone,
2000), a menudo incluyen saprdfitos y especies relacionadas con organismos fitopatdgenos como

patdgenos latentes, quiescentes u oportunistas entre listados de enddfitas (Sturz, 2000).

Entre las definiciones propuestas para el término enddfita estan “microorganismos que viven en el
interior de plantas sin causar efectos patogénicos inmediatos en su hospedero“(Reiter, 2002; Bacon &
Hinton, 2007). Esta definicidn virtualmente incluye el espectro entero de organismos tales como hongos,
microbios procariontes: bacterias y algas verde-azules; o plantas vasculares enddfitas (Stone, 2000); sin
embargo, no contempla el espectro entero de interacciones simbidticas donde estos organismos y

plantas participan: parasitismo, comensalismo y mutualismo (Bills, 1996).

Una definicién mas inclusiva de “endofita”, ademas de destacar la sintomatologia de la infeccion en
los hospederos sin limitar el término a cualquier grupo particular de organismos, debe considerar a los
patdgenos latentes e inactivos, ya que éstos son endofitos como lo son los microbios mutualistas y

comensales benignos (Stone, 2000).

Algunos investigadores consideran al término "enddfita" puramente topografico, de tal modo que:
“las endofitas colonizan asintomaticamente los tejidos internos vivos de sus hospederos, alin cuando

pueden, después de un periodo de incubacion o latencia, causar enfermedad” (Sturz 2000; Stone, 2000).

Una bacteria enddfita es definida basicamente como un microorganismo que vive formando una
asociacion de caracter biotrofico intercelular asintomatico con plantas (Hallmann, 1997). Las bacterias
endofitas son diferenciadas de visitantes transitorios que forman asociaciones con la planta como
casualidades, que no sobreviven mucho tiempo. Las bacterias enddfitas incluyen a las bacterias
intercelulares que imparten un beneficio ecoldgico sin hacer dafio substancial a la planta. Inherente a la
definicion de bacteria enddfita estd el concepto de asintomatico, no-productora de sintoma de
enfermedad, que resulta en una serie de interacciones en la gama de sin efectos sobre los hospederos
(neutralismo), beneficios a los hospederos y bacteria (mutualismo) o, beneficiar solo a un miembro

(comensalismo) (Bacon & Hinton, 2007).
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Las bacterias enddfitas colonizan un gran ndmero de plantas, no obstante, por razén de no
provocar sintomas, estos organismos no pueden ser detectados, de no ser por su aislamiento a partir de
la superficie esterilizada de plantas colocadas en agar bacterioldgico; mismo procedimiento que dificulta
generar un estimado valido del nimero de bacterias enddfitas y sus funciones en la planta (Bacon &
Hinton, 2007).

Las bacterias endofitas colonizan activamente tejidos de plantas, establecen asociaciones a largo
plazo, en realidad asociaciones naturales de toda la vida y, generalmente no son drgano-especificas. Asi,
pueden estar asociadas a raices, hojas y tallos y, unas pocas a inflorescencia y frutos (Bacon & Hinton,
2007).

Evolucion del Endofitismo en Bacterias

Las asociaciones biologicas de plantas han ocurrido con bacterias Gram positivas y Gram negativas,
a pesar de sus principales diferencias en morfologia celular y especializaciones bioquimicas, indicando los
beneficios derivados de las asociaciones con plantas. Es mas, filogenéticamente estas asociaciones han
ocurrido en el grupo didermo y derivados y, en el grupo monodermo (referente a uno o dos membranas
lipidicas envolviendo la célula, Gram positivo y negativo, respectivamente), siendo el primero, visto
actualmente como el grupo méas primitivo. No obstante, la mayoria de las especies endofitas se
encuentran en el grupo de las bacterias monodermas, sugiriendo que las asociaciones endofiticas
podrian ser un rasgo ancestral, en oposicion, a lo visto a priori, de que es una caracteristica
evolutivamente derivada. Si en verdad la evolucion de la bacteria ocurriera en una direccion progresiva
en el tiempo, las bacterias endofiticas monodermas podrian no ser tan primitivas como la asociacion
sugiere, pues desde que los cambios ambientales han ocurrido sobre los periodos evolutivos sélo han
permitido que éstas sobrevivan, viviendo en nichos protegidos tales como los espacios intercelulares de
plantas (Bacon & Hinton, 2007). La incidencia de las bacterias enddfitas, como vestigios de las formas
primitivas, estd reforzado por sus ndmeros bajos y, dentro de ellas, las cifras mas abundantes
pertenecen a los grupos de B-proteobacterias y y-proteobacterias, colocandolos en el margen principal
de evolucion (Gupta, 2002), por ejemplo especies de Burkolderia (Mclnroy & Kloepper, 1995). Sin
embargo, esta conclusion esta basaba en el nimero total de bacterias cultivables. Otro estudio de
bacterias no-aisladas de maiz, basado en el analisis del 16S ADNr extraido directamente de sus raices,

indicaron que el grupo Proteobacteria es el mas grande, con la predominancia de las o-proteobacterias,
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seguido por las B-proteobacterias y, las y-proteobacterias como el tercer grupo mas abundante (Chelius
& Tiplett, 2001).

Finalmente, el comportamiento fisiolgico de las bacterias varia con el hospedero. Por ejemplo,
existe informacion especifica que indica diferencias en la fisiologia de especies de bacterias endofitas
cuando colonizan plantas silvestres en comparacion con sus relacionadas cultivadas (Bacon & Hinton,
2007).

Entonces, existe una amplia serie de estrategias evolutivas en las bacterias enddfitas, las cuales,
debido a la diversidad observada, son dificiles de determinar; lo cual condujo a concluir que cada especie
de bacterias ha evolucionado hacia el mejoramiento de su salud o sobrevivencia y, cada una podria no
expresar una tendencia evolutiva de saprofitismo o parasitismo, y finalmente a endofitismo. Pudiendo
resultar en la existencia de dos tipos generalmente diferentes, evolucionado y no evolucionado
(Kobayashi & Palumbo, 2000).

Nicho Endofitico de Bacterias

Asociacion y Nutricion en la Planta

Las bacterias endofitas son intercelulares (Bacon & Hinton, 2007; McCully, 2001), y pueden
colonizar partes de las plantas exclusivamente bajo el suelo, encima del suelo o ambos. Sin embargo, las
bacterias enddfitas no son intercelulares exclusivamente, tienen alguna forma de asociacion intracelular
también, por ejemplo, habitan dentro de tejidos de xilema (Stone, 2000; Bacon & Hinton, 2007). Aunque
el xilema es una fuente rica de nutrimentos, las endofitas que viven dentro de él son consideradas
endofitas no ideales ya que tales vasos son no-funcionales y, esto es considerado un detrimento para la
planta (McCully, 2001).

Las bacterias endofitas estan asociadas con plantas como simbiontes biotréficos y, estas
asociaciones pueden ser obligadas o facultativas; las cuales incluyen a miles de plantas hospederas,
aunque algunas enddfitas estan restringidas a pocas familias de plantas. Algunas estan asociadas
Unicamente con pastos, mientras otros son simbiontes con un amplio rango de especies de plantas,
incluyendo tanto a monocotiledéneas como dicotiledoneas. La mayoria de los estudios sugiere que la
infeccion intercelular se logra a través de roturas, taras o heridas de las raices de plantulas durante la

germinacion o poco tiempo después de ésta, las cuales permanecen abiertas por varios dias. Infecciones
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aéreas pueden tomar lugar a través de las células guardas de los estomas y en otros poros naturales
(Hallmann, 1997), pero tampoco estan demostradas como entradas de infeccion natural (Bacon &
Hinton, 2007). Sin embargo, las raices inactivas no ofrecen la entrada casual a microbios (McCully, 2001).
Como se trata de bacterias no patogénicas, existe muy poca probabilidad de que posean el arsenal de
enzimas hidroliticas que son usadas por organismos patdgenos, para conseguir entrar a las raices y hojas
(Hallmann, 1997; Bacon & Hinton, 2007).

El beneficio que proporciona el hbitat interior de las plantas a las bacterias enddfitas radica en que
es un nicho protegido, en el cual hay relativamente poca competencia con otros organismos (Forchetti,
2007) y con una fuente de nutrimentos constante y confiable. De hecho, las exigencias alimenticias de las
bacterias enddfitas se han reportado como copiotrdficas, lo cual es reforzado con datos que indican que
los espacios intercelulares son en efecto ricos en nutrimentos organicos e inorganicos capaces de
sostener la concentracion celular de bacterias observadas en plantas con infeccién endéfita (Bacon &
Hinton, 2007).

Componentes Morfol6gicos y Quimicos del Nicho Endofitico

Es importante saber cudles son las caracteristicas de los espacios intercelulares y qué sustancias
estan contenidas en él y asi, poder entender la naturaleza de las interacciones que permiten existir a las
bacterias endofitas en este nicho. Sin embargo, la naturaleza interactiva de los espacios intercelulares
alin no esta resuelta, opiniones modernas sugieren que es un area de las plantas muy importante y su

naturaleza varia para cada especie (Bacon & Hinton, 2007).

De manera general, se puede decir que los espacios intercelulares consisten de una serie de
componentes no vivientes conectados en la planta, referida como apoplasto, el cual es distinto del
contenido celular, referido como el simplasto. Los espacios intercelulares estan localizados en el tejido
cortical de la raiz y en el tejido parenquimatoso de las hojas. Los espacios intercelulares estan formados
por la yuxtaposicion de tres a cuatro células y la disolucion de la lamela media, diferenciandose
significativamente en hojas y tallos con respecto de las raices. El volumen ocupado por espacios
intercelulares consiste de una porcion significativa del eje de la planta y en hojas (el 6 por ciento del
tejido de la hoja consiste de espacios intercelulares en cafia de az(car). Los espacios intercelulares de
raices en la mayoria de plantas son tipicamente esquizdgenos, aunque en pastos pueden ser largos,

constando de una laguna lisigena formada por la averia de células circundantes. La composicion de estos
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espacios varia y algunos constan de aire 0 depdsitos escamosos secos, pero la mayoria de los espacios
consisten de fluidos, los cuales en maiz han mostrado contener los iones inorganicos potasio, calcio,
sulfuro, fésforo y cloro. Los espacios intercelulares de la porcion verde de las plantas también consisten
de gases y fluidos. Los espacios intercelulares en hojas estan predominantemente localizados en los
tejidos parenquimatosos extrafasciculares de la planta, que consisten de oxigeno y agua saturada de aire
y fluido (Bacon & Hinton, 2007).

La concentracion de nutrimentos en apoplasma y simplasma es interactiva con el floema;
investigaciones recientes indican que el transporte de nutrimentos dentro de los tejidos de la planta
ocurre a través de un recorrido apoplastico, via pared celular continua, y ruta simpléstica, via
plasmodesmos (Madore & Webb, 1981). Los nutrimentos organicos dentro del apoplasma constan de los
muchos azlcares y carbohidratos relacionados derivados de la fotosintesis - sacarosa, glucosa, fructosa,
verbascosa, estaquiosa, rafinosa, , galactosa, , galactinol, mioinositol, etc.- (Madore & Webb, 1981),
aunque varios compuestos nitrogenados tales como aminoacidos y aminas también estan presentes, asi
como nutrimentos inorganicos clave -glutamina, &cido aspartico, serina, alanina, asparagina, amonio,
acido y-aminobutirico, treonina, valina, lisina, tirosina, leucina, glicina, isoleucina, arginina, histidina,
metionina, &cido malico, acido tartarico, acido oxalico, acido fumarico, acido citrico, cistina, potasio,
calcio, azufre, fésforo, cloro- (Canny & McCully, 1988; Canny & Huang, 1993). Las concentraciones de
azlcar disponibles dentro del apoplasma dependen de la naturaleza del floema cargadndose ya sea del
apoplasma o del simplasma. De este modo, el espacio intercelular es rico en sustancias necesarias para
sostener el crecimiento de organismos, lo cual se refuerza con el gran nimero de células bacterianas

viviendo en él (Bacon & Hinton, 2007).

Biologia de la Asociacion Endofitica

Diversidad de Endofiticas y Hospederos

Las bacterias endofitas muestran una gran diversidad tanto en la taxa bacteriana como en los
grupos de plantas hospederas. Han sido aisladas de estructuras reproductivas tales como tallos, raices,
hojas (Stone, 2000), frutos, semillas y frutos secos, plantas herbaceas, por ejemplo, malas hierbas,
hierbas acuaticas, vegetales importantes, pastos anuales y perennes, y plantas lefiosas (Sturz, 2000;

Hallmann, 1997; Mclroy & Kloepper, 1995). Las plantas maderables reportadas como hospederas de
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bacterias enddfitas, incluyen especies de arboles maderables como roble, olmo, pera, alamo temblén y
pino (Bacon & Hinton, 2007).

Las bacterias enddfitas constan de especies Gram negativas y Gram positivas, sin embargo, un alto
nimero de especies del grupo Gram negativas han sido reportadas como agentes de control bioldgico,
figurando con un nimero de especies mayor que el grupo de Gram positivas; es considerado mas diverso
evolutivamente y superior que los Firmicutes primitivos (Gupta, 2002). A pesar de ello, el nimero de
especies reportadas como enddfitas es muy bajo, comparado con otras especies encontradas en plantas
como colonizadores epifitos, epibidticos o rizosféricos; pero, indudablemente este nimero podria
incrementarse cuando continde la bisqueda de mas agentes de biocontrol endofitos eficientes y a

medida que maés especies sean definidas por tecnologia molecular (Bacon & Hinton, 2007).

Existen reportes que avalan la presencia de varias endofitas en algunos hospederos, los cuales
sirven como reservorios para un amplio rango de taxas enddfiticas. Por ejemplo, el tubérculo de papa, es
habitado por: Acidovorax sp., Acinetobacter sp., Agrobacterium sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter
ureafaciens, Bacillus alclophialus, B. pasteurii, B. sphaericus, Capnocytophaga sp., Comamonas sp.,
Corynebacterium sp., Curtobacterium citreum, C. luteum, Enterobacter sp., Erwinia sp., Flavobacterium
sp., Kingella kingae, Klebsiella sp., Leuconostoc sp., Methylobacterium sp., Micrococcus sp., Pantoea sp.,
Photobacterium sp., Pseudomonas plymuthica, P. tolaasii, Psychrobacter sp., Serratia liquefaciens, S.
proteamaculans, Shewanella sp., Sphingomonas aurantiaca, Vibrio sp., Xanthomonas sp. (Hollis, 1951;
Sturz, 1995, 1998; Sessitsch, 2004). Sin embargo, no se sabe cuadntos de estos organismos estan
coexistiendo, en realidad, como enddfitas fisioldgicamente viables dentro del mismo nicho o estan como

propagulos dominantes (Bacon & Hinton, 2007).

Los nimeros de enddfitas bacterianas contenidas dentro de tejidos de plantas varian, pero son
sumamente mayores que las bacterias patogénicas. Se han reportado concentraciones internas hasta de
10’ UFC/g de peso humedo del tejido de plantas de varias especies, sin embargo, es normal encontrar
concentraciones de 10° a 10° UFC/g de peso hiimedo de tejido de plantas. EI nimero total de bacterias
endofitas que colonizan una planta esta relacionado con su genotipo, factores bidticos y abidticos v,
genotipo bacteriano. Las poblaciones enddfitas fluctian temporalmente, dependiendo en la
temperatura de crecimiento y genética del hospedero, o bien sea intra- o interespecifica la presencia de
endofitas o especies epifitas competidoras, alteraciones quimicas en el hospedante, asi como la

sequedad, calor y salinidad de los suelos (Sturz, 2000; Bacon & Hinton, 2007).
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Produccion de Metabolitos Secundarios en la Planta y Afectaciones en Hospederos

El enfoque principal de los estudios con bacterias endofitas consiste en su utilizacién para la mejora
de plantas de interés agricola, debido a que tienen un amplio espectro de efectos en hospederos (Bacon
& Hinton, 2007), lo cual se debe a la produccidon de metabolitos secundarios que alteran el crecimiento
del hospedero y el fenotipo (Forchetti, 2007). Las principales utilidades de las bacterias enddfitas son
soporte de crecimiento y promocion de la salud de la planta (Hallmann, 1997) y, proteccion de plantas
contra enfermedades (Andreote, 2009). Un ejemplo de la utilidad agrondmica que se le da a estos
organismos se reporta en cafia de azlcar pues, ha sido cultivada continuamente por 100 afios en partes
de Brasil sin adicion de nitr6geno; en cambio, este nutrimento es suministrado por la bacteria enddfita

Acetobacter diatrophicus (Stone, 2000).

La mejora en el crecimiento de plantas es atribuido a la produccién de fitohormonas, tales como
auxinas, citoquininas y las giberelinas (Holl & Chanway, 1992; Lebuhn, 1997), a la produccion de
antibidticos (Leifert, 1995), al suministro de nitrdgeno a la planta infectada y/o solubilizacién de hierroy
fésforo en el suelo (Sturz, 1998) y, la supresion de niveles endégenos de la produccion de etileno (Glick,
1995). Por consecuencia son descritas como bacterias promotoras de crecimiento, ademas se sugiere
que tienen una tendencia en estar restringidas a hospederos, lo cual puede limitar su uso como

promocion de crecimiento de plantas en general (Bacon & Hinton, 2007).

El control bioldgico de enfermedades de plantas es, quiza, el principal efecto observado en plantas
infectadas con bacterias endofitas. La supresion in vitro de patdgenos de plantas se demuestra en el
cultivo, lo cual puede no tener los mecanismos expresados bajo condiciones naturales. Sin embargo,
datos de campo sustentan la supresion de varias enfermedades de plantas que se correlacionan con la
mayoria de los estudios in vitro, los cuales conducen al interés en bacterias enddfitas (Bacon & Hinton,
2007). Muchos estudios indican que las especies de enddfitas producen antibidticos (Sturz 2005),
sideroforos y enzimas liticas, pero muy pocas sustentan la produccién de estas sustancias in planta. El
mecanismo comun para el control de enfermedades por bacterias endéfitas en plantas es inducido en la

resistencia sistémica (Bacon & Hinton, 2007).
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Utilidad TecnolGgica de las Bacterias Enddfitas

Histéricamente, las bacterias enddfitas que no produjeron enfermedades fueron bien descritas
hace mas de 50 afios (Hollis, 1951), pero las bacterias enddfitas rapidamente estan formando parte de
un grupo definido de organismos de biocontrol, indicado por el incremento reciente de publicaciones, las
cuales reflejan un interés en su potencial benéfico en la agricultura (Mclnroy, 1995; Hallmann, 1997). Sin
embargo, existen algunas especies que aparentemente han evolucionado junto con las plantas,
explotando el habitat endofitico y habiendo desarrollado algunos grados de especificidad de hospedero,
lo cual sugiere que el nicho endofitico es, quiza, diferente para cada una de las especies de plantas y
podra requerir modificaciones considerables para alojar a cualquiera otra bacteria. Esto es en particular
importante ya que hay algunas bacterias que exponen algunos grados de especificidad en cuanto a las
especies de hongos que controlan. De este modo, en suma a la produccion de plantas, también se debe

hacer un intento consciente en modificar la bacteria para el nicho endofitico (Bacon & Hinton, 2007).

Otras aplicaciones practicas de las endofitas implican aprovecharlas como fuentes de nuevos
metabolitos Utiles en medicina, usos en proteccion industrial y como busqueda de modelo de sistemas
para la investigacion de interacciones hospedero-parasito y evolucion en sistemas naturales (Stone,
2000).

Agentes de Control Biolégico

El nicho endofitico ofrece un Unico habitat para el control de patdgenos a partir de que la bacteria
endofita es contenida en la planta y no esta sujeta a la influencia directa del ambiente, repercutiendo en
su multiplicacion dentro de los espacios intercelulares a medida que la planta crece; de ese modo,
potencialmente se coloniza la planta entera. La bacteria estd dentro de un ambiente estable. Ademas la
asociacion se establece a largo plazo, lo que promueve aptitud, por parte de estos organismos, en
perennes tales como arboles. Otro beneficio es que la mayoria de las bacterias enddfitas pueden ser
aplicadas facilmente a la planta o semilla antes de, o a la plantacién, con lo cual la infeccion natural
acontece al mismo tiempo de su aplicacion. Ademas, las plantas hospedantes parecen ser buenas
aceptadoras de endofitas bacterianas de modo que la modificacion genética de la planta no se requiere

para la infeccion (Bacon & Hinton, 2007).

La diversidad de bacterias enddéfitas podria reflejar el gran nimero de probables mecanismos de

accién que se han reportado sirven como la base de supresién de enfermedades. De este modo, los
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mecanismos de accion por agentes de biocontrol endofitico incluye la produccion de compuestos
antimicrobianos (Leifert, 1995), la competencia por nutrimentos y el traslape del nicho, competencia por
micronutrimentos tales como hierro por produccién de sider6foros y méas recientemente la adquisicion

de resistencia sistémica del hospedero (Bacon & Hinton, 2007).

Un aspecto a considerar en el uso de enddfitas bacterianas para el control de enfermedades es la
posibilidad de que el patdgeno produzca antibidticos para alterar la expresion del agente biocontrol. Lo
cual se ha observado sucede con el hongo patdgeno Fusarium verticillioides, que produce acido fusarico,
que es un potente antibidtico para muchas especies de biocontrol. Sin embargo, se pueden y se han
desarrollado razas mutantes de enddfitas de biocontrol tolerantes al &cido fusarico, lo cual ofrece una

promesa para el uso de estas especies en campo (Bacon & Hinton, 2007).

Crecimiento de Plantas

Las respuestas del crecimiento de plantas por la accion de bacterias enddfitas estan bien
establecidas para varias plantas cultivables. Lo que no se conoce es la participacion directa de los
muchos agentes relacionados con las bacterias especificas que afectan el crecimiento de plantas. Sin
embargo, las causas méas obvias incluyen la produccion de fitohormonas tales como etileno, auxinas y
citoquininas, todo lo cual tendra un efecto positivo en el crecimiento y desarrollo de la planta (Bacon &
Hinton, 2007).

Otros efectos en el crecimiento de plantas atribuidos a bacterias endofitas son acrecentar la
respuesta mineral tal como la solubilizacion de hierro y fésforo atado en el suelo y, proporcionar
nitrogeno a la planta. Efectos adicionales son que interactdan con la poblacion bacteriana del suelo,
historia de cosecha previa y acumulacion de bacterias de suelo y los beneficios resultantes derivados de
la alelopatia (Sturz, 2000). Se ha estimado que por el uso de endoéfitas en plantas se puede producir

alrededor de 200 kg de nitrégeno por hectarea por afio (Ladha & Reddy, 1995).

Los efectos en el crecimiento de plantas pueden ser indirectos. El control de organismos
patogénicos podria maximizar el crecimiento de plantas debido a la falta de parasitismo y enfermedades,
asi como disminuir la susceptibilidad a estreses abidticos tales como tolerancia a sequia o resistencia a
heladas. Adicionalmente, efectos indirectos en crecimiento de plantas por estimulo de la planta
hospedera para producir una cantidad mayor de fitohormonas y disponibilidad mineral (Bacon & Hinton,
2007).
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Proyecciones Tecnoldgicas Futuras para Bacterias Endofitas

Requerimiento de Capas Enddfitas para Explotaciones

Las endofitas bacterianas ofrecen un hébito Unico para la proteccién de plantas y otras
aplicaciones: esto es su auto-contenido, sistema de auto-perpetuacion que es amortiguado y protegido
de los muchos cambios en el ambiente natural, muy poco requiriendo del medio ambiente y
normalmente teniendo muy poca competencia dentro del nicho endofitico. El primer requerimiento que
deben cubrir las bacterias enddfitas, para este proposito, es que deben prescindir del potencial para
inducir enfermedades en plantas. Deben ser capaces de ser distribuidas dentro la planta, especialmente
a posiciones donde se espera que las plagas residan. Igualmente importante, y en la ausencia de una
distribucién uniforme en la planta, es que liberen plaguicida, sustancia que puede ser traslocada a partir
de la bacteria, a través de la planta y al objetivo. El tercer requerimiento es que el organismo pueda ser
cultivable, facilmente transformable y manipulado genéticamente con facilidad. Un cuarto
requerimiento, aunque no incondicional es que la colonizacién endofitica sea natural y obligada para las
especies. Estudios indican los papeles importantes que desempefian los plasmidos en las asociaciones de
bacterias con plantas, sugiriendo importantes usos potenciales de plasmidos especificos en la
colonizacion endofitica de plantas por bacterias, ya sea en términos de eficiencia incrementada y/o en
plantas que se conocen por ser dificiles como hospederas o no-hospedera de enddfitas (Bacon & Hinton,
2007).

El uso de bacterias enddfitas para controlar otros enddfitos, hongos o bacterias, requiere que las
especies biocontrol sean altamente competitivas en el orden de controlar el patdgeno endofitico. Asi, lo
que se necesita es una medida de competicion inter- e intra-especifica para cuantificar, o al menos,

medir el potencial de éxito de competencia del nicho. (Bacon & Hinton, 2007).

Transformacién Sucedanea o Paratransgénesis de Plantas

El término transformacién sucedanea se usa para describir el uso de tecnologia transgénica en la
proteccién de cultivos donde, el mutualismo bacteriano es transformado con un gen o genes especificos
y la raza es reinsertada en la planta para la expresion del gen. Paratransgénesis, es el concepto que se
usa para indicar que la bacteria enddéfita forma una asociacion mutualista con la planta; o al menos la
asociacion es neutral, resultando en respuesta no hospedera a la asociacion bioldgica (Bacon & Hinton,
2007).
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Cada agente de biocontrol simbiotico especifico tiene muchas llaves caracteristicas que una
endofita debe poseer en orden para que sea un agente efectivo para transformacion sucedanea. La
principal caracteristica puede incluir una transformacion exitosa sin la pérdida de aptitud endofitica
poseida por los no-transformantes. Los genes introducidos deben ser expresados y no regulados in
planta y, el producto o mecanismo debe ser entregado en los sitios debidos, lo cual deberia ser
especifico, especialmente si el resultado deseado es el biocontrol. Las ventajas de la transformacion
sucedanea sobre la transformacion tradicional de plantas incluyen la facilidad de la transformacion
bacteriana, comparado con las plantas mas dificiles tales como pastos y, la extension horizontal de los
genes introducidos es reducida. Ademas, el proceso de transformacién bacteriana es rapido,
razonablemente economico, es mas facil que en eucariontes y es posible la introduccién de un gran

numero de genes dentro de una bacteria endéfita (Bacon & Hinton, 2007).

La paratransgénesis o transformacion sucedanea puede ser usada para aspectos medicinales
especificos de medicina humana y otras aplicaciones farmacéuticas. La mayoria de los usos de la
transformacién sucedanea de enddfitas bacterianas han sido para la entrega de plaguicidas, tales como
Bt, a varias plantas. Sin embargo, la trasformacion sucedanea tiene el potencial para su uso como un
sistema de entrega de gen en plantas para comportamiento incrementado de la planta en eficiencia de
nitrégeno, resistencia a estrés bidtico y abiotico, emergencia de plantulas acelerada y subsecuente
desarrollo de planta, cualidades nutrimentales incrementadas o mejoradas, y produccion de herbaje
incrementado. Las bacterias enddfitas tienen el potencial como vectores de transformacion de productos
atiles que pueden ser expresados in planta, aumentando las cualidades nutrimentales naturales de
alimentos o produciendo componentes de valor agregado de cultivos alimenticios, asi como vectores

viviendo de pesticidas (Bacon & Hinton, 2007).

Fitorremediacion de Polutantes

Recientemente se establecid que las bacterias enddfitas pueden ser usadas para remediar
directamente suelos contaminados o contribuir a plantas que detoxifican suelos contaminados. Los usos
que se les da a las bacterias enddfitas para la fitorremediacion varian, incluyendo la reduccién de
contaminaciones de hidrocarbono de petrdleo en suelos para reducir sus niveles de metales pesados,
incluyendo solubles en agua y xenobidticos organicos volatiles. Existen reportes de polutantes que son
reducidos por bacterias enddfitas, incluyendo benceno, tolueno, etilbenceno, desperdicios con alto

contenido de amoniaco y estiércol animal, cloroformo, diclorometano, xileno y otros polutantes
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hidrofdbicos. La degradacion endofitica ocurre dentro de la planta o, en la rizosfera si la bacteria se

localiza en la raiz (Bacon & Hinton, 2007).

Las razas de bacterias endofitas establecidas para uso en fitorremediacion son aquellas que
colonizan xilema, asi como espacios intercelulares. Esto es porque la mayoria de los polutantes son
traslocados en el sistema vascular de las plantas, por lo tanto es eficiente la bacteria que sea capaz de
colonizar el sistema vascular de la planta. En ausencia de bacterias enddfitas, la planta dispone de los
polutantes descompuestos como volatiles, que son liberadas al ambiente por transpiracién por las hojas.
En cambio, si una bacteria es requerida, se previene la mayoria de las metilaciones usadas por la planta
para hacer compuestos voldtiles y, la cantidad de volatiles téxicos son eliminados, haciendo el proceso
de fitorremediacion microbiana méas segura que cuando se hace con plantas Unicamente (Bacon &
Hinton, 2007).
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Isolation and Characterization of Endophytic Bacteria Associated with Purple Top
Symptoms in Potato
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Martinez', Victor Olalde-Portugal®
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Abstract

The potato (Solanum tuberosum L.) is the fourth most important crop at world level, and is attacked
severely by the disease “purple top”. Phytoplasmas are considered the principal etiologic agent of the
disease. In a first trial for isolating phytoplasmas by using natural culture media, it was observed a great
quantity of endophytic bacteria and, because of their unknown nature and function on the plants from
they were isolated, in this study it was done a general probe of the endophytic bacteria in potato plants
affected by purple top disease with the objective of clearing the some of the questions about these
bacteria and their roll in plants infected by the mentioned disease. By the means of isolation and
recognition procedures, were indentified several genera like Labrys, Shinella, Ralstonia, among others.
Among the performed tests, the most prominent are the ones of growth promotion, pathogenicity tests
and antagonism tests with some phytopatogenic fungus and algae. The probes show that the bacteria do
not produce a harmful effect on potato plants, some are growth promoters and others are antagonic
with some phytopatogenic agents. The results move us to think that the endophytic bacteria help
maintaining the potato plant alive even with the purple top symptoms because of their growth
promoting and antagonistic capabilities; that way, the plant is favored by the joint benefit.

Key words: Antagonism, Ecological Niche
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Resumen

La papa (Solanum tuberosum L.) es el cuarto cultivo de mayor importancia a nivel mundial, y es
atacado severamente por la enfermedad Punta Morada. Se considera a los fitoplasmas como el principal
agente etioldgico de la misma. En un primer intento de aislar fitoplasmas a través de medios de cultivo
naturales se observé una gran cantidad de bacterias endéfitas, por lo que se propuso hacer un sondeo
general en plantas de papa enfermas con Punta Morada. Mediante los procedimientos de aislamiento y
reconocimiento de las bacterias se identificaron algunos géneros tales como Labrys, Shinella, Ralstonia,
entre otros. Entre los ensayos realizados destacan la promocién de crecimiento, pruebas de
patogenicidad, antagonismo a algunos hongos fitopatdgenos. Los resultados obtenidos demuestran que
dichas bacterias no producen efecto perjudicial en las plantas de papa, algunas ayudan a mantener viva a
la planta ain con la sintomatologia de punta morada, debido a su capacidad antagdnica y efecto
promotor de crecimiento, ya que, si bien las bacterias Unicamente presentan alguna de estas
capacidades, la planta se favorece de los beneficios conjuntos.

Palabras clave: Antagonismo, Nicho Ecoldgico.

Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) constituye uno de los alimentos basicos, debido a que ocupa el
cuarto lugar de importancia a nivel mundial (Secor & Rivera-Varas, 2004), genera una produccién anual
mayor de 200 millones de toneladas, las cuales tienen impacto directo en la alimentacién de gran parte
de la poblacién en todo el mundo (Buckenhiskes, 2005; Van Gijssel, 2005). Proporciona alimento a
muchas personas con la produccidn generada (24.6 ton/ha) (FAO, 2007). Muchos estudios agrondémicos
han mostrado la alta eficiencia en el uso de recursos tales como tierra y energia por el cultivo de la papa.
Este producto agricola proporciona un valioso aporte de vitaminas, minerales, proteinas, aminoacidos
esenciales y carbohidratos (Buckenhiiskes, 2005; Van Gijssel, 2005). En México también constituye uno
de los cultivos mas importantes (Hooker, 1981) debido a su trascendencia econdmica y social (Estévez et
al, 2001). Sin embargo, el cultivo de la papa es susceptible a méas de 300 plagas, aunque no todas ellas
causan pérdidas de rendimiento significativas (Hooker, 1981). Actualmente, a nivel mundial, se considera
al tizén tardio, cuyo agente etioldgico es Phytophthora infestans, como la enfermedad de mayor
importancia. Sin embargo en México y otros paises, recientemente, una sintomatologia conocida como
punta morada de la papa (Lee, 2006; Munyaneza, 2007) asociada inicialmente a fitoplasmas (Martinez-
Soriano, 1999) es el principal problema fitosanitario por combatir. La importancia de esta enfermedad
radica en su nivel de dafio a la produccion ya que ésta disminuye considerablemente la produccion asi
como su calidad. Debido a la importancia que ha revestido, muchos investigadores se han dedicado a la

tarea de estudiar a sus agentes etioldgicos; es asi como este trabajo se suma a la tarea de indagar mas
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respecto a los organismos (bacterias) que se encentran presentes en el interior de las plantas que
presentan la sintomatologia de Punta Morada y tratar de dilucidar la funcidn de su presencia en estas
plantas. El objetivo del presente estudio fue aislar y caracterizar bacterias enddfitas de la papa asociadas

a la sintomatologia de Punta Morada y conocer su nicho en este sistema.

Materiales y Métodos
Preparacion de Medios de Cultivo

Se licud 50 g de tejido vegetal (hojas, tallos, brotes terminales, raices y tubérculos) en medio de
sales Dubo (medio base) cuyos constituyentes son: K, HPO,, 1.0 g; NaNOs, 0.5 g; MgS0,4.7H,0, 0.5 g; KCl,
0.5 g; FeS0,.7H,0, 0.01 g; por litro de agua destilada, pH 6.7. El licuado se centrifugd dos veces a 10,000
rpm por seis min, el sobrenadante se aford a un litro, con el medio de sales y 18 g de agar. Se esterilizo
en autoclave por 20 min. Se adicioné ampicilina (50 pg/It) antes del vaciado en placa. Se prepararon
cuatro medios: los dos primeros incluyen los jugos de tejidos aéreos de la planta, a uno de ellos se
agrego aceite de aguacate (1%); los dos medios restantes contienen los jugos de tejidos subterraneos, y
de los cuales uno tiene aceite de aguacate (1%) como agente de tension en el medio (agregado antes de

esterilizar).

Aislamiento y Purificacion de Bacterias

El indculo (brotes axilares, tubérculos aéreos, tubérculos y estolones) se desinfectd con hipoclorito
de sodio (concentracion de producto comercial) por tres min, seguido de dos pasos de lavado con agua
destilada estéril (dos min), un lavado en leche ultrapasteurizada y un lavado con agua destilada estéril.
Se macerd con 20 ml de medio de sales Dubo y, sembré un ml del in6culo original y las diluciones 1x10™7,
1x107%, 1x10° por inmersion en los medios preparados. Se incubd por 15 dias a 26 °C, con transferencia

periddica de colonias emergentes, mediante el método de picadura.
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Seleccion de Aislados

Los aislados obtenidos se traspasaron a cada uno de los medios de cultivo preparados, se observo la
morfologia colonial en ellos y, seleccionaron los aislados con morfologia diferente. Posteriormente se
sembraron en Agar Nutritivo y PDA, para observar su capacidad de crecimiento en medios

convencionales para posterior manipulacion en ellos.

Caracterizacion General e Identificacion Molecular

Morfologia Colonial, Celular y Prueba de Gram. Los aislados se sembraron en placas con PDA

por el método de estria cruzada, se incubaron a 28 °C. La prueba de Gram y, descripcién de formay
tamafio celular se realizaron cuando los aislados alcanzaron un crecimiento de 24 h. La morfologia
colonial se describi6 en aislados con 48 h de crecimiento; las caracteristicas consideradas son: tamafio,

color, formay bordes.

Tiempo de Generacién. Se inocularon matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 80 ml de

caldo nutritivo (extracto de levadura, 2.5 g; peptona de caseina, 5.0 g; glucosa, 1.0 g; por litro) con un ml
de cultivo de cada aislado (crecidos durante la noche), siendo incubados a 28 °C y 170 rpm. El
crecimiento poblacional bacteriano se midié con absorbancia a 640 nm y siembra en placa con agar
nutritivo en Spiral Biotech (Inc. Autoplate 4000 Automated Spiral Plater) para el conteo de unidades
formadoras de colonia por ml (UFC/ml), cada tres horas a partir de la inoculacion. La medicion de
absorbancia sirvié para correlacionar con el conteo de las UFC. Las placas sembradas se incubaron a 28
°C hasta por 48 h. El conteo de UFC/mI se hizo de acuerdo a las indicaciones del manual del Spiral
Biotech.

Resistencia a Antibi6ticos. Esta prueba se realizd por razén del empleo de antibiogramas

(Multidiscos Combinados, BIO-RAD S.A.). Se sembraron 100 pl de cada aislado (de un cultivo de una
noche), mediante extension en placas de 190 mm, conteniendo agar nutritivo; se colocé un multidisco
con 12 antibidticos y se incubd durante una hora a 4 °C, y posteriormente a 28 °C durante 24 h. Se
midieron los diametros de halos de inhibicion generados por cada antibidtico y se compararon con la

tabla de datos proporcionada por la empresa.
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Efecto de la Concentracion de Dextrosa Sobre el Desarrollo Colonial. Se inoculd 15 pl de cada

aislado bacteriano, (crecimiento de una noche) en tubos de ensayo conteniendo 15 ml de medio de
infusion de papa y seis concentraciones de dextrosa (1, 5, 10, 15, 20 y 25 %) por duplicado. El
crecimiento se determind con la medicion de absorbancia a 640 nm en periodos de 24 h durante seis

dias.

Secuenciacién de la Regién 16S ADNTr. Se partio de la extraccion de ADN cromosomico, para ello

se empleo el método Harwood & Cutting (1990) modificado. Se tomé una alicuota de cultivo bacteriano
(crecimiento de una noche) y centrifugd a 14,000 rpm por seis min. Se decantd el sobrenadante y
adiciond 100 pl de buffer de lisis (NaCl, 0.1 M; EDTA, 50 mM, pH7.5) a la pastilla y centrifugd por cuatro
min. El sobrenadante se decant6 y adicion6 250 ul de buffer de lisis junto con 25 ul de N-sarcosine. Se
mezclé con 5 pl de proteinasa K e incub6 10 min a temperatura ambiente. Seguido, se incub6 30 min a
80 °C con agitacion de 300 rpm. Se transfirio a hielo durante 5 min. Se atempero, adiciond 2 pl de RNasa
e incubd a temperatura ambiente por 10 min. Se afiadié 330 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1),
centrifugd por 10 min a 14,000 rpm. La fase acuosa se separd y se le adiciond 200 pl de cloroformo:
alcohol isoamilico, se mezclé y centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. Después de repetir este paso se
adiciond 20 pl de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 500 pl de isopropanol frio. Se incubé durante 20 min a 4
°C y centrifug6 a 14,000 rpm por 15 min. La pastilla se lavo con etanol al 70%, resuspendié en 25 pl de
agua ultrapura y almaceno a 4 °C. La amplificacion de la region 16S ADNr se realiz6 con los iniciadores de
secuencia generales Fd1/rP2 (Weisburg, 1991). La reaccion de PCR consté de 1l de preparacion de ADN,
amortiguador de Tag ADN polimerasa 1X, MgCl, 2mM, dNTP’s 0.2mM, iniciadores de secuencia 1pM, Taq
ADN polimerasa 1UDO (Invitrogen Technologies). La reaccion se llevd a cabo bajo las siguientes
condiciones de amplificacién: cinco min de desnaturalizacion inicial a 94 °C; 30 seg de desnaturalizacion
a 95 °C, 45 seg de alineamiento a 60 °C, un min de extensién a 72 °C (28 ciclos), y cinco min de extension
final de 72 °C. El segmento amplificado se insert6 en un vector TOPO 2.1 (Kit TOPO TA Cloning) y
multiplicado en células quimiocompetentes. El vector con el inserto se aislé mediante una lisis alcalina
(Birnboim & Doly, 1979). Se constat6 la integridad del ADN, se ajustd la concentracion de ADN
plasmidico a 2ug/pl y se envid a secuenciar al Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad,
CINVESTAV-I. Las secuencias se sometieron a una comparacion dentro de la base de datos del GenBank

(http://www.ncbi.nim.nhi.gov).
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Caracterizacion para Determinar Promocién de Crecimiento

Crecimiento en Medio ACC. Se preparé medio minimo de sales DF (Dworkin & Foster, 1958), con

el uso de ACC (1-aminocicloporpano-1-acido carboxilico) como fuente de nitrégeno (Penrose & Glick,
2003). Los aislados se sembraron mediante el depdsito de 15 pl de cultivo bacteriano (crecimiento de
una noche) en discos de papel absorbente, de 0.5 cm de diametro, adheridos a la superficie del medio de
cultivo. Se dejd incubar a 28 °C durante tres dias y observar el crecimiento de los aislados en el contorno

de los discos.

Produccion de Sidero6foros. Se utilizé el medio agar-CAS, preparado de acuerdo a la metodologia

descrita por Alexander y Zuberer (1991). Los aislados se sembraron en placas de agar-CAS, mediante el
método de estria cruzada, se incubd a 28 °C durante cuatro dias para observar el crecimiento colonial de
color naranja y el halo del mismo color en el medio, lo cual es indicativo de la liberacién de hierro a partir

del complejo colorido Fe-CAS por parte de los sider6foros bacterianos.

Efecto de Estimulacion de Crecimiento. Se utilizé semilla de sorgo Caloro BJ86 libre de residuos

de productos biocidas, se desinfestd con hipoclorito de sodio (2%) durante dos min y se lavd dos veces
con agua destilada estéril. Se colocd en camara himeda para promover su germinacion. Las plantulas
generadas se traspasaron a invernadero (sustrato estéril); al mismo tiempo fueron inoculadas con los
aislados bacterianos, el control positivo (Bacillus subtilis cepa comercial Kodiak) y el control negativo
(infusién papa-dextrosa). Se inocularon seis plantulas por tratamiento, con tres ml de cultivo, crecido
durante la noche, cada una. Las plantas se extrajeron del sustrato y se les midi6 volumen de raiz, nimero
de raices adventicias, longitud total y peso seco de raiz y vastago. Los datos generados fueron
procesados por separado mediante un andlisis de varianza bajo el disefio estadistico completamente al

azar.

Pruebas de Antagonismo Ante Agentes Fitopatdgenos. Las pruebas se realizaron contra

Fusarium sp., Alternaria sp., Rhizoctonia sp. y Pythium sp. (los organismos fueron proporcionados por el
laboratorio de Bioguimica Ecoldgica del CINVESTAV-I). Se sembraron en el centro de placas con infusién
de papa-dextrosa-agar (PDA) mediante el uso de sacabocados de 0.3 mm de diametro. Se incubaron a 28
°C hasta alcanzar un crecimiento radial de 0.5 cm, para confrontarlos con los aislamientos bacterianos;
para lo cual en cada placa se trazaron dos lineas (equidistantes del centro de crecimiento del hongo) con
15 pl, cada una, de cultivo previamente crecido, se utilizo caldo nutritivo como control. Se incubaron

nuevamente y el crecimiento (radial) de los agentes fitopatdgenos se midio cuando éstos alcanzaron la
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linea trazada por el control (caldo nutritivo). Pythium, los aislados bacterianos y el control negativo se
sembraron al mismo tiempo; debido al crecimiento rapido de esta alga, su medicién se realizd después
de transcurrir 24 h de incubacion. El analisis estadistico se realiz6 mediante un analisis de varianza y

comparacion de medias DMS al 0.01 de significancia, para cada agente fitopatdgeno estudiado.

Prueba de Patogenicidad In Vitro. Se sub-cultivaron yemas axilares de papa variedad Fabula en

tubos de crecimiento conteniendo medio de sales base Murashige & Skoog con organicos,
micronutrimentos y vitaminas minimos (MSMO, Sigma-Aldrich), sacarosa (3% p/v) como fuente de
carbono y agar (0.6% p/v) (Difco, Detroit, MI, USA), con pH ajustado a 5.7. Se colocaron en cadmara de
crecimiento con temperatura de 25 °C y fotoperiodo de 12 h. Después de tres semanas de crecimiento
(aprox. 6 cm altura), se inocularon con los aislados bacterianos (cultivo de una noche) y un control
negativo (infusién papa-dextrosa). Cada plantula fue herida por puncién en una de sus hojas y en la
parte media del tallo. Después de la inoculacion, las plantulas fueron incubadas nuevamente, durante
tres semanas, bajo las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo. Se tomaron en cuenta las
siguientes variables: sintomas de enfermedad, peso seco de plantula, longitudes del tallo y de raiz;

variables analizadas estadisticamente bajo el disefio completamente al azar.

Resultados

Caracterizacion General e Identificacion Molecular

Se obtuvieron nueve aislados bacterianos provenientes de plantas de papa con sintomas evidentes
de punta morada, a los cuales se les realizaron diferentes pruebas para tratar de conocer su naturaleza y
nicho en estas plantas. El reconocimiento molecular mostré que un aislado tiene alto parecido a Labrys
miyagiensis (Nimero de Acceso AB236171), dos tienen mayor homologia con Shinella zoogloeoides
(NUmero de Acceso EU373395), uno mas es similar a Ralstonia metallidurans (Nimero de Acceso
CP000353), los restantes tienen mayor parecido a Staphylococcus haemolyticus (Ndmero de Acceso
AP006716), Bosea sp. (NUumero de Acceso EU373419), Variovorax paradoxus (NUmero de Acceso
DQ256487), Curtobacterium flaccumfaciens (NUumero de Acceso AJ310414) y Curtobacterium sp.
(Ndmero de Acceso AJ784400). Todos los aislados son Gram negativo, excepto S. haemolyticus. L.
miyagiensis tiene una morfologia celular de cocobacilo (1 x 1.5 um), los aislados de S. zoogloeoides son
bacilos (0.5 x 2.5-3 um), R. metallidurans es bacilo (0.5 x 2-2.5 um), S. haemolyticus es coco (1-0.8 x 1-0.8

pm), Bosea sp. es cocobacilo (1 x 0.5-0.8 um), V. paradoxus es vibrio (1.5 x 0.5 um), C. flaccumfaciens y
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Curtobacterium sp. son cocobacilos (1 x 0.5 um). La morfologia colonial de los aislados presenta pocas
diferencias entre si a las 48 h de crecimiento ya que, hasta ese momento, en su mayoria son colonias
extremadamente pequefias. L. miyagiensis presenta un diametro de 0.45 mm, color blanco, forma
circular y borde entero; los aislados de S. zoogloeoides presentan 0.69-0.88 mm de didametro, color
blanco, forma circular y borde entero; R. metallidurans tiene 3.31 mm de didmetro, es de color beige-
amarillo, forma circular y borde ondulado; S. haemolyticus mide 0.64 mm de didmetro, es de color
blanco, circular con borde entero; Bosea sp. mide 0.22 mm de didametro, es blanco, circular y borde
entero; V. paradoxus mide 0.24 mm de diametro y las demas caracteristicas son iguales al aislado
anterior; C. flaccumfaciens mide 2.03 mm de didmetro, es beige-amarillo, con forma circular y borde
entero y; Curtobacterium sp. mide 1.97 mm de diametro y las demas caracteristicas son iguales al aislado

anterior.

Tiempo de Generacidn. El crecimiento poblacional de los aislados se comporté de forma distinta

en cada aislado, los datos obtenidos se ajustaron de acuerdo al modelo logistico Verhults-Pearl

N = k ( _y La correlacion (R?) se mantuvo dentro del limite 0.8-0.99. Los aislados
1 + e a - m *t

mostraron diferencias marcadas en el nimero de células generado por cada aislado, al momento de
alcanzar la fase estacionaria, de donde V. paradoxus alcanz6 su mayor ndmero de células viables a las 24
h con 1.55*10 unidades formadoras de colonia, en contraste con R. metallidurans, que alcanzé 3.92*10°
unidades formadoras de colonias en 36 horas. La Figura 1 muestra el comportamiento del crecimiento
poblacional de los aislados en estudio; y el Cuadro 1 presenta las constantes para los aislados, generadas

por el modelo logistico usado.
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Figura 1. Tiempos de generacion de nueve aislados bacterianos enddéfitos de papa con sintomatologia de Punta Morada.
A-01 L. miyagiensis, A-03 S. zoogloeoides, A-28 S. zoogloeoides, A-39 R. metallidurans, A-67 S. haemolyticus, A-92 Bosea sp.,
A-95V. paradoxus, A-139 C. flaccumfaciens y A-143 Curtobacterium sp.

Cuadro 1. Valores de constantes de velocidad especifica de crecimiento (m) y capacidad portadora del
medio (k) de los aislados endofitos de papa, generados en las cinéticas de crecimiento.

Organismo k m Organismo k m

L. miyagiensis 1.2E+9  0.700 Bosea sp. 2.14E+9  0.326
S. zoogloeoides 1.79E+9 0.534 V. paradoxus 1.55E+7  0.452
S. zoogloeoides 1.05E+9 0.599 C. flaccumfaciens 1.64E+9  0.736
R. metallidurans ~ 3.92E+9 0.269 Curtobacteriumsp. 1.68E+9  0.749

S. haemolyticus 6.82E+8 0.234
m= UFC/ml; k=h"

Resistencia a Antibidticos. Todos los aislados mostraron resistencia a la penicilina, ampicilina y

dicloxacilina. L. miyagiensis, Bosea sp. y V. paradoxus son resistentes a enoxacina. R. metallidurans y S.
haemolyticus son resistentes a netilmicina. L. miyagiensis, R. metallidurans, S. haemolyticus y V.
paradoxus son resistentes a cefalotina. L. miyagiensis, R. metallidurans, S. haemolyticus, Bosea sp. y V.
paradoxus son resistentes a gentamicina. L. miyagiensis y V. paradoxus son resistentes a ceftriaxona; S.
zoogloeoides, C. flaccumfaciens y Curtobacterium sp. presentan resistencia intermedia. L. miyagiensis es
resistente a trimetoprim-sulfametoxazol; Bosea sp. manifiesta resistencia intermedia. L. miyagiensis, S.
zoogloeoides y V. paradoxus son resistentes a la eritromicina; S. zoogloeoides y Bosea sp. tienen
resistencia intermedia. L. miyagiensis, R. metallidurans y S. haemolyticus son resistentes a cloranfenicol y

V. paradoxus demuestra resistencia intermedia. R. metallidurans y S. haemolyticus presentan resistencia
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ante la amikacina; L. miyagiensis y Bosea sp. manifiestan resistencia intermedia ante el antibidtico. Es
necesario hacer notar que los aislados son resistentes a la ampicilina debido a que este antibiotico se uso

en los medios de cultivo, al aislarlos de plantas de papa.

Efecto de la Concentracién de Dextrosa Sobre el Desarrollo Colonial. En el medio con uno por
ciento de dextrosa se observo crecimiento de todos los aislados, con ritmos diferentes de crecimiento. El
segundo aislado de S. zoogloeoides es el Unico que no crecid en el medio con cinco por ciento de
dextrosa. En el medio con el tercer y cuarto grados de concentracion de dextrosa crecieron R.
metallidurans, S. haemolyticus, C. flaccumfaciens y Curtobacterium sp. En el medio con 20 por ciento de
dextrosa crecieron S. haemolyticus, C. flaccumfaciens y Curtobacterium sp.; y los Gltimos dos organismos
citados fueron los Unicos capaces de crecer en concentraciones de 25 por ciento de dextrosa. A partir del
segundo nivel de concentracién de dextrosa aplicado se distinguié cambios notorios en la capacidad de
generacion de células, en cada aislado se vio disminuida en diferentes grados. En el Cuadro 2 se muestra
el comportamiento en el crecimiento de los distintos organismos ante distintas concentraciones de

dextrosa.

Cuadro 2. Desarrollo colonial de nueve bacterias enddfitas de papa en caldo de papa con seis
concentraciones de dextrosa.

Concentraciones de Dextrosa (%)

Aislados
1 5 10 15 20 25

L. miyagiensis 24 120 - - - -
(0.1461) (0.2910)

S. zoogloeoides 24 120 - - - -
(0.0636) (0.0442)

S. zoogloeoides 24 - - - - -
(0.0434)

R. metallidurans 24 24 48 96 - -
(0.7679) (0.5145) (0.2024) (0.1283)

S. haemolyticus 24 24 24 72 120 -
(0.3321) (0.1204) (0.0380) (0.0276) (0.0159)

Bosea sp. 24 96 - - - -
(0.0142) (0.0552)

V. paradoxus 24 96 - - - -
(0.0171) (0.0782)

C. flaccumfaciens 24 24 24 48 48 96
(0.5677) (0.4664) (0.2126) (0.2750) (0.0800) (0.0663)

Curtobacterium sp. 24 24 24 48 48 96

(0.4630) (0.3394) (0.1678) (0.2372) (0.0773) (0.0639)
Se reporta el tiempo (horas) en el cual se observd crecimiento bacteriano. El valor encerrado en paréntesis es la
absorbancia media registrada en los tiempos de observacién. (-) Representa ausencia de crecimiento bacteriano en las
respectivas concentraciones de dextrosa.
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Caracterizacion para Determinar Promocién de Crecimiento

Crecimiento en Medio ACC. A las 24 h de incubacion de los aislados en el medio ACC se observo

crecimiento bacteriano en L. miyagiensis, S. zoogloeoides, R. metallidurans y Curtobacterium sp. Sin
embargo, el crecimiento se siguié observando por 72 h més. A las 48 h, C. flaccumfaciens mostré

crecimiento en este medio, y después de este tiempo ningln otro aislado logré crecer en él.

Produccidn de Siderdéforos. Transcurridos cuatro dias de incubacion de los aislados en el medio

agar-CAS, se observo que las placas sembradas con L. miyagiensis y R. metallidurans mostraron halos
tenues color naranja alrededor del crecimiento bacteriano, ademas, la misma masa bacteriana crecid
adquiriendo esa tonalidad naranja. Sin embargo, la produccién de siderdforos es baja. Por otra parte, los

demas aislados no lograron crecer en dicho medio.

Efecto de Estimulacion de Crecimiento. Los resultados generados, por el disefio estadistico

utilizado, muestran que no existe diferencia estadistica significativa en los valores correspondientes a
cada una de las variables evaluadas, excepto longitud total de raiz. Otro punto a observar es que los
datos analizados presentaron una dispersion hasta de un 44.39%. L. miyagiensis estimul6 el desarrollo de
raiz en comparacion con el control positivo B. subtilis (Kodiak), un aislado de Shinella zoogloeoides,
Variovorax paradoxus, C. flaccumfaciens y Curtobacterium sp., estimularon el crecimiento de raiz en la

misma magnitud que el control positivo, a diferencia de Bosea sp., R. metallidurans y S. haemolyticus.

Pruebas de Antagonismo Ante Agentes fFitopatdgenos. L. miyagiensis mostré mayor efecto

antagonico contra Pythium sp., Alternaria sp. y Fusarium sp.; S. zoogloeoides manifesté actividad
antagonica contra Alternaria sp. y Fusarium sp.; por su parte, R. metallidurans es antagénico contra
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp.; C. flaccumfaciens expuso mejor actividad antagénica contra Pythium sp.,
Alternaria sp. y Fusarium sp.; mientras Curtobacterium sp. tiene mayor capacidad antagdnica contra

Fusarium sp.

Prueba de Patogenicidad In Vitro. Esta prueba mostré que ninguna planta manifest6 sintomas

de enfermedad aparente, las areas inoculadas por puncién tampoco mostraron clorosis o algin otro
sintoma de dafio. En cuanto a las variables de peso seco de la plantula, longitud del tallo y de raiz, no se

encontro diferencia estadistica en su respuesta ante el estimulo de los aislados bacterianos.
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Discusion

Se trabajo con nueve aislados bacterianos debido a que en el proceso de aislamiento y purificacion
de los mismos, muchos de ellos se tornaron incultivables. Por ello se considera altamente probable el
haber conseguido el aislamiento de fitoplasmas en las primeras etapas de aislamiento de organismos. Sin
embargo, no se pudo corroborar debido a la répida pérdida de capacidad de crecimiento en los medios
de cultivos preparados. El ADNr de los nueve aislados fue sometido a alineamiento de secuencias en una
base de datos (BLAST). Los datos generados por la base de datos permitieron dar a conocer
tentativamente a los organismos, sin embargo es necesario realizar mas pruebas para conocerlos de
manera certera. Estos organismos se han reportado en diferentes habitas; en Japén, L. miyagiensis se
aislo de habitats de rizdsfera (Islam et al, 2007); S. zoogloeoides se encontrd en suelos cultivados con
arroz (Xie & Yokota, 2006); R. metallidurans es tolerante a altas concentraciones de metales pesados
(Brenner et al, 2005; Avoscan et al, 2007; Scherer & Nies, 2008), es endofita de plantas resistentes a altas
concentraciones de metales pesados (Cubaka-Kabagale et al, 2008), esta presente rizosfera de cebada
(Schmalenberger & Kertesz, 2007) y en aguas contaminadas (Alfreider et al, 2009). Bosea sp. se identifico
como enddfita asociada a nddulos en raices de leguminosas (Rincén et al, 2008; Zakhia et al, 2006), se
encontrd también en campos de cultivos de papa (Dandie et al, 2007). V. paradoxus se aislé de suelos de
invernaderos (Kim et al, 2006), asi como de superficie estéril de raiz del pasto Lasiurus sindicus, en la
India (Chowdhury et al, 2007) y riz6sfera de cebada (Schmalenberger & Kertesz, 2007). C. flaccumfaciens
es la Unica especie del género al que se le atribuyen propiedades patogénicas, se encontrd en varias
plantas sin sintomas de enfermedades, €j: fildsfera de malezas, pastos, cafia de azlcar, cacahuate y trigo
(Dworkin et al, 2006), sin embargo en este trabajo no provoco alguna patogenicidad en las plantas
tratadas con la bacteria, lo cual concuerda con otros trabajos (Reiter et al, 2002; Sessitsch et al, 2004)
donde, de acuerdo a las secuencias del gen 16s ARNr de algunos aislados mostraron alta homologia a
bacterias fitopatdgenas tales como C. flaccumfaciens y Erwinia amylovora, sin embargo, ambas especies
se encontraron como endofitas de papa. Datos disponibles sugieren que el principal habitat natural de
Curtobacterium sp. esta constituido por diferentes plantas y fuentes relacionadas tales como suelo y
otros ambientes. Se ha encontrado Curtobacterium en hojas y semillas de plantas de las familias
Asteracea, Cypereceae, Poaceae y Lamiaceae. Sin embargo los métodos de aislamiento no involucran
desinfeccién de superficie, por lo que resulta desconocido si las bacterias saprofitas son epifitas o
endofitas viviendo en tejidos de plantas sin provocar dafio o beneficio por su residencia (Dworkin et al,
2006). Existen reportes de bacterias endofitas en tallos y tubérculos de papa saludables, donde se han
encontrado y cuantificado a los siguientes géneros: Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium,

Agrobacterium y Xanthomonas (De Boer & Copeman, 1974), sin embargo en el presente trabajo se han



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

31

encontrado otros géneros, los cuales, a pesar de no haber provocado ningln sintoma de enfermedad,
pudieran estar vinculados con la presencia de otros organismos en la planta, que pueden ser los agentes
causales directos de la sintomatologia de Punta Morada, y que cuando éstos atacan a la planta, pudieran
desencadenar un aumento en la densidad de poblacion de las bacterias encontradas en este trabajo.
Existen reportes donde se asocian bacterias enddfitas en papa con hongos o algas fitopatdgenas (Sturdy
& Cole, 1974). Sin embargo, todos los aislados mostraron actividad antagonica ante algunos agentes
patdgenos, esto es interesante debido a que muchos de los hongos confrontados estan presentes en los
cultivos de papa con sintomatologia de punta morada, ademas es evidente que las plantas, ain cuando
se encuentran en etapas muy desarrolladas de enfermedad, rara vez perecen, aqui es donde entra en
juego el papel de estas bacterias, por tanto, debido a que muestran cierto nivel de accion contra estos

patdgenos, reducen su nivel de dafio.

Por su parte, L. miyagiensis mostr6 mayor produccion de raiz que el resto de los aislados, dicho
organismo crecid en medio con ACC con fuente de nitrégeno (precursor del etileno) y produjo
siderdforos, sin embargo S. zoogloeoides, Curtobacterium sp. y R. metallidurans no favorecieron el
crecimiento de plantas de sorgo tanto como L. miyagiensis, a pesar de que todos ellos crecieron en el
medio minimo con ACC y el ultimo produjo siderdforos. Ademas presentaron el mismo comportamiento
que otros aislados que no manifestaron las mismas cualidades de los anteriores; lo cual indica que en el
ecosistema existen factores que a veces impiden que la produccién de etileno y sider6foros generen una
respuesta de aumento en el crecimiento de la planta, ocasionando los mismos resultados que las
bacterias que no los producen. El efecto de la concentracion de dextrosa es marcado en el crecimiento
de S. zoogloeoides y L. miyagiensis, no siendo asi para los otros dos organismos; este puede ser un factor
que interfiera con la efectividad de la promocion de crecimiento por parte de los aislados, ya que es un
compuesto abundante en los haces vasculares de la papa. Sin embargo, seria de utilidad hacer
inoculaciones en plantas utilizando mezclas de las bacterias y observar su comportamiento, ya que la
concentracién de dextrosa en los haces vasculares no generan un impedimento para su existencia en ese
habitat. Otro factor a considerar es que las bacterias fueron inoculadas en plantas de sorgo y no en papa,
esta diferencia de familia puede generar una diferencia marcada en el efecto de las bacterias de estudio.
Sin embargo, se utilizaron plantas de papa in vitro para observar el efecto de patogenicidad por parte de
las mismas bacterias, y se pudo notar que, aunado a la no patogenicidad de las bacterias, tampoco se
mostraron efectos contundentes en el crecimiento de las plantulas de papa. Cabe resaltar que se aislo
Staphylococcus haemolyticus en las plantas de papa, bacteria que constituye un riesgo para la salud
humana. Resultados analogos son reportados en otras investigaciones (Berg et al, 2005a; Berg et al,

2005hb) donde se han detectado razas que son conocidas como patégenos facultativos de humanaos, tales
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como Bacillus cereus, Staphylococcus epidermis y S. pasteuri. Tales investigaciones hacen notar que no

existe una distincién definida entre bacterias enddfitas en plantas y patdgenas.

Conclusiones

Con base en los resultados generados en este trabajo, se afirma que las bacterias endofitas
estudiadas tienen la funcién de proteger su habitat, es decir, cuidar de la planta con la que se asocian. Se
observa que cada aislado tiene propiedades particulares en cuanto a capacidad antagénica contra
agentes patogénicos, cualidades de promocién de crecimiento directa (produccién de sideréforos) e
inocuidad (todas las bacterias); deduciéndose que estos organismos act(lan en equipo para ayudar a la
planta a realizar sus funciones de forma mas saludable, debido a que cada uno aporta el producto de su
trabajo. Cuando la planta es sometida a la enfermedad de Punta Morada, tales los productos y/o
capacidades de las bacterias endofitas promueven que los sintomas de la enfermedad no sean tan

devastadores, permitiéndole completar su ciclo de vida.
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CONCLUSIONES GENERALES

- Se elaboraron medios de cultivos apropiados para el aislamiento de bacterias enddfitas de papa;
sin embargo, la alta dependencia de muchas de ellas, por su hospedero, provocé su efimera

sobrevivencia en dichos medios.

- Se logro realizar una caracterizacion fisiologica de bacterias enddfitas de papa asociadas a punta
morada, ademaés de caracterizaciones complementarias y una identificaciéon molecular con base en el
gen 16S ADNT.

- La mayorfa de las bacterias enddfitas encontradas en plantas de papa con sintomas de Punta
Morada mostraron, mediante trabajos de laboratorio e invernadero, tener cualidades para promover

crecimiento.

- Las bacterias enddfitas de papa asociadas a punta morada no generaron sintomas de enfermedad

en plantas inoculadas.

- Los resultados recabados en este trabajo son insuficientes para ofrecer un veredicto final
referente a la funcion de las bacterias endofitas encontradas en plantas de papa con sintomas de punta
morada, sin embargo, las observaciones apuntan a que dicha carga microbiana encontrada en estas
plantas tienden a proteger su habitat. Lo cual concuerda con trabajos donde se prueba la respuesta de
bacterias enddfitas de papa contra agentes fitopatogenos (Reiter, 2002; Sessitsch, 2004) y contra estrés

abidtico en chile (Sziderics, 2007).
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- Comparar a las bacterias endofitas aisladas en plantas de papa enfermas de punta morada, en
este estudio, en contraste con las encontradas en plantas de papa sana (De Boer and Copeman, 1974,
Hollis, 1951; Long, 1988; Sturz, 1995), se observa un cambio en la composicion microbiana endéfita de
las mismas, o al menos existe una alteracion en las concentraciones originales, desencadenado

posiblemente a cambios metabdlicos que sufre la planta en consecuencia de la enfermedad.

- Existen bacterias enddfitas que, después de cierto tiempo, perdieron su capacidad para crecer en
los medios de cultivo. De esto se asume que la planta y esas bacterias son organismos relacionados
estrechamente a causa de una evolucién conjunta generada, tal vez, por razones de cooperacion
metabolica; lo cual generd una especializacion tal que impide que ésta Ultima sobreviva mucho tiempo
sin su anfitrion, conduciendo, a su vez, a considerar que existen otras innumerables bacterias

plenamente incultivables en los medios de cultivo artificiales considerados.

- La presencia de bacterias endoéfitas en papa, las cuales, en ciertas condiciones, son patdgenas en
humanos (Schleifer, 1975), deja una laguna cognoscitiva respecto al limite establecido entre organismo
benigno y patdgeno. Sin embargo, se puede pensar que estos organismos estan capacitados para hacer
relaciones con otros individuos, y de no poder ser de beneficio mutuo, adaptan su supervivencia por

medio del parasitismo.

- Es necesario considerar ensayos mas detallados para definir plenamente la funcion que
desempefia cada organismo endofito aislado, tal es el caso de mas pruebas bioquimicas, fisiolGgicas y

considerar los efectos generados en plantas de papa, cuando éstas son inoculadas por el consorcio.
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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) forma parte de los principales cultivos alimenticios a nivel mundial.
Se encuentra asociada con una gran diversidad de organismos de naturaleza muy variada de donde, la
asociacion de parasitismo es cominmente la més destacada en el ambito fitopatolégico. No obstante, la
papa mantiene otras asociaciones simbidticas incluyendo aquellas con caracteristicas particulares de
mutualismo. Estas simbiosis generalmente ocurren fuera de la planta, sin embargo, existe un grupo de
organismos que viven dentro de ella, llamados enddfitos, los cuales también tienen importancia
fitopatoldgica debido a la estimulacién de crecimiento de la planta y actividad antagoénica. Este trabajo
hace énfasis en la identificacion y estudio de las bacterias enddfitas de papa asociadas a plantas con
sintomatologia de Punta Morada; dado que permiten un alto nivel de supervivencia de plantas enfermas.
Se aislaron bacterias de superficie esterilizada de plantas de papa en medios de cultivo naturales, se les
practicaron caracterizaciones morfolédgicas colonial y microscépica; fisiologica de resistencia a
antibidticos, sobrevivencia a concentraciones de dextrosa y tiempo de generacion poblacional;
molecular; de patogenicidad y promocion de crecimiento. Los andlisis de las secuencias del gen 16S ADNr
proyectaron la presencia de Labrys, Shinella, Ralstonia, entre otros. Los resultados obtenidos
demuestran que dichas bacterias no producen enfermedad a las plantas de papa, algunas son
promotoras de crecimiento y/o tienen actividad antagonica contra algunos patogenos. Incitando a
pensar que las bacterias endofitas encontradas ayudan a mantener viva a la planta ain con la

sintomatologia de Punta Morada.
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