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RESUMEN

Las bacterias endofiticas son conocidas como PGPE (Plant growth-promoting
endophytic bacteria) presentan un alto potencial biotecnol6gico para aumentar los indices
de productividad agricola, estos microorganismos tienen la capacidad de interactuar con
las plantas en donde contribuyen con la fijacion bioldgica de nitrégeno, capacidad de
solubilizar fosfatos, produccién de anti fingicos, entre otros beneficios para las plantas.
En este estudio se aisld 85 bacterias endofiticas, se identifico 11 géneros bacterianos:
Burkholderia, Gamma, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Chryseobacterium,
Pantoea, Agrobacterium, Rhizobium, Bacillus y Xanthomonas. El 29,31% de los aislados
bacterianos presentaron la capacidad de solubilizar el fosfato y la actividad antagonica
(anti fungicos) siendo solamente observados 10 cepas bacterianas endofiticas. La
identificacion molecular fue realizada utilizando primers especificos seguido de la

amplificacion del ADN ribosémico y la secuenciacion parcial del gen 16S rADN.

Palabras Clave: Bacteria, endofitos, fosfatos, nitrégeno y gen 16S rADN.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del

. INTRODUCCION

El nitrogeno a excepcion del agua es considerado el nutriente mas limitante para
el crecimiento de plantas en su estado natural. En la atmosfera, el nitrdgeno se encuentra
en grandes cantidades, como elemento quimicamente es bien estable, mas no es
asimilable por la gran mayoria de seres vivos, necesitando su transformacion para otra

forma combinada que posibilite su asimilacion.

La poblacion humana actualmente es mantenida por alimentos producidos
utilizando fertilizantes nitrogenados inorganicos obtenidos mediante el proceso industrial
de Haber-Bosch, mediante este proceso quimico es producido el amonio y la urea, el cual
es necesario 1,3 toneladas de combustible fésil para producir una tonelada de nitrégeno
inorgénico. Este proceso es responsable por el excesivo consumo de combustible fosil,
ademas de los altos costos y la generacién de la contaminacion ambiental: como la
contaminacion de los recursos hidricos, suelo y de los alimentos por NO3 y NO™, la
toxicidad para las plantas por la presencia de altos niveles de NO-; en los suelos y la
emision de COz contribuyen para acelerar el efecto invernadero del planeta y el cambio

climético.

La finalidad de este estudio es dar a conocer avances y contribuciones importantes
sobre las perspectivas actuales de los efectos beneficiosos de los microorganismos
endofiticos fijadores de nitrégeno aislados de Saccharum sp (cafia de azlcar) y su
contribucion para el medio ambiente y la agricultura. Estos resultados obtenidos
brindaran informacion como alternativa biotecnoldgica, sostenible, inocua, econémica y
beneficiosa para el medio ambiente y potenciar una agricultura sostenible sin contaminar

y remplazando el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos.
Para el desarrollo del trabajo de investigacion se propuso los siguientes objetivos.

- Aislamiento e identificacion de bacterias endofiticas diazotroficas de Saccharum

sp (cafia de azucar).

- Evaluacion de la capacidad de solubilizacion de fosfato inorganico y la

produccién de metabolitos anti fangicos en los aislados bacterianos.
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I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Cafa de AzUcar

La cafia de azucar es una graminea tropical el tallo se acumula un jugo compuesto
de sacarosa que al ser extraido y cristalizado se forma el aztcar (James, 2004), la sacarosa
es sintetizada por la cafia de azucar con la energia recibida del sol durante el proceso de
la fotosintesis, esta planta constituye uno de los cultivos de mayor importancia desde el

punto de vista de la produccion azucarera (Castillo y Silva 2004).

Nombre Cientifico: Saccharum officinarum L. Nombre comun: cafa de azucar,
conocida con otros nombres como cafia de castilla, cafia dulce, cafiaduz, cafa melar,

cafiamiel y Sa-kar.
2.2. Taxonomia de la cafa de azUcar

La clasificacion taxondmica de la cafia de azUcar es la siguiente: (Cheavegatti-

Gianotto, et al., 2011).

Reino: Vegetal
Tipo: Fanerbgamas
Subtipo: Angiospermas
Clase: Monocotiledoneas
Orden: Glumales
Familia: Gramineas
Tribu: Andropogoneas
Género: Saccharum

Especie: officinarum L.
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2.3. Origen de la cafia de azUcar

La cafia de azlcar es una planta nativa de las regiones subtropicales y tropicales
del sudeste asiatico, africa, China y Sudamérica (Abbott, 1953; Parrefio, 2012). La
especie botanica de S. officinarum L. corresponde a las cafias cultivadas por el hombre,
se considera que esta especie fue domesticada a partir de S. robustum (Parrefio, 2012).
Los cromosomas es variable en cada especie cafia en lo que se refiere al nimero, existe
una variacion genética amplia entre los progenies y variedades de plantas de cafia de
azucar (James, 2004; Boddey et al., 2003).

2.4. Botanica de la cafa de azUcar
2.4.1. Sistema radical

El sistema radical de la planta lo constituye la parte subterrdnea del eje de la
planta; es el drgano sostén mecanico y el medio donde se realiza la absorcidn de nutrientes
y agua del suelo (Parrefio, 2012). Raices primordiales: son las raices de la estaca original
de siembra; delgadas, ramificadas y dura hasta los tres meses de edad (Parrefio, 2012).

2.4.2. El tallo

El tallo es el 6rgano mas importante de la cafia de azlcar, puesto que alli se
almacenan todos los azucares; La longitud de los tallos, en gran parte depende de las
condiciones ambientales de la zona y del manejo agronémico que se le dé a la variedad.

Los tipos pueden ser primarios, secundarios o terciarios (James, 2004).

2.4.3. El nudo

El nudo es la region més dura del tallo que separa dos entrenudos en las plantas
de cafia de azucar. El nudo, se encuentra compuesto por el anillo de crecimiento, la

banda de raices, la yemay el anillo ceroso (James, 2004).
2.4.5. Hoja

La hoja en la cafia de azlcar tiene origen a partir de los nudos y se distribuye a lo
largo del tallo (Parrefio, 2012), cada hoja esta formada por la lamina foliar y por la vaina,
la union entre estas dos partes es conocida con el nombre de ligula, en cuyo extremo

existe una auricula con pubescencia variable (James, 2004).
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2.4.6. Laflor

La flor es de tipo de inflorescencia, clase panicula sedosa, las espiguillas
dispuestas contienen una flor hermafrodita conteniendo anteras y un solo ovario con dos
estigmas que estan rodeadas de pubescencias que le dan una inflorescencia de un aspecto
sedoso (James, 2004).

2.5. Microorganismos endofiticos en cafia de azGcar

Los microorganismos endofiticos en las plantas pueden ser clasificados como
seres que viven por lo menos durante un periodo de su ciclo vital en el interior de una
planta y no causan ningun dafio a su hospedero (Hallmann et al., 1997). Por lo tanto, ellos
se diferencian de los microorganismos fitopatdgenos, que son perjudiciales a las plantas,
causandoles enfermedades (Hallmann et al., 1997), son distintos de los microorganismos
epifiticos, que viven en la superficie de las plantas (6rganos vegetales) (Baron y
Zambryski, 1995).

2.6. Bacterias endofiticas

Las bacterias endofiticas forman parte de la gran cantidad de bacterias benéficas
presentes dentro de tejidos de la planta, favorecen el crecimiento, desarrollo y las protegen
contra otros organismos del suelo que causan enfermedades (Hallmann et al. 1997),
ecoldgicamente, a esta relacion benéfica entre las bacterias y las plantas se le denomina
“mutualismo”, el cual se define como la condicion en la que dos seres vivos de diversas
especies viven juntos habitualmente aunque no necesariamente con beneficio reciproco

para el hospedero y para el simbionte (Hallmann et al., 1997;Boddey et al., 2003).

La promocién del crecimiento vegetal en las plantas inoculadas con bacterias
endofiticas ocurre por diversos factores; uno de ellos es la sintesis de ciertas sustancias
reguladoras de crecimiento, como giberelinas, citosinas y auxinas, las cuales estimulan la
densidad y longitud de los pelos radicales, aumentando asi la cantidad de raices en las
plantas (Estrada-de los Santos et al., 2001), esto favorece la capacidad de absorcion de
agua y nutrimentos, permitiendo de esa manera que las plantas sean mas vigorosas,

productivas y tolerantes a condiciones climaticas adversas (Vicentini, 2006).
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2.7. Potencialidades Biotecnoldgicas de las Bacterias Endofiticas
2.7.1. Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN)

El nitrogeno es sintetizado por procesos industriales (Fernandez-Pascual, et al.,
2002) que contribuyen con 70 millones de nitrogeno fijado por estos procesos artificiales,
también es obtenido por procesos fisicos naturales tales como el relampago y la
combustion volcanica (Magnani et al., 2010 ), cuya contribucion total de nitrogeno fijado
es del 10% (Kim y Rees, 1994), pero la mayor contribucion se encuentra en la fijacion
bioldgica del nitrogeno, con 175 millones de toneladas del total de nitrégeno fijado

anualmente (Magnani et al., 2010 ).

La ventaja de la FBN comparado con la produccion de fertilizantes inorgéanicos,
se convierte en un parametro claro en cuestion, debido a que en la produccion industrial
hay un consumo del 1% de la energia total del mundo para la produccidon de fertilizantes

quimicos (Estupifian y Quesada 2010).
2.7.2. Genes de la fijacion de nitrégeno

La fijacion bioldgica de nitrégeno (BNF) es un proceso complejo que requiere la
expresion de un conjunto de genes llamados genes nif (fijacion de nitrogeno), que
codifican proteinas implicadas directamente en la (BNF) (Teixeira, 1997), el estudio de
la genética de Klebsiella pneumoniae llevd al descubrimiento de 20 genes responsables
de la (BNF), en este organismo los genes nif se organizan en 7-9 "operones" (Frazzon,
1996), ocupando 24 kb entre los genes shiA y hisD (Arnold et al., 1988), de estos 20 genes
nif identificados en esta bacteria K. pneumoniae, 14 genes fueron encontrados en la
mayoria de las bacterias diazotroficas (Teixeira, 1997).

Segun Poly et al., (2001), la estructura del gen nifH refleja la adaptacion a los
cambios en diferentes condiciones ambientales, tales como la temperatura y la
composicion del suelo (Teixeira, 1997), la organizacion de los genes nif no es universal,
estudios de caracterizacion de las bacterias en diazotroficas de vida libre o en asociacion

indican en una compleja estructura de la organizacion de estos genes (Brill, 1980).
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2.8. Disolucidn de fosfato inorganico

El fésforo es considerado uno de los elementos y nutrientes méas limitantes en el
crecimiento de las plantas (Rodriguez y Fraga, 1999). Las principales funciones en los
seres vivos se encuentran en el almacenamiento, captacion y transferencia de energia
(Chen et al., 2006). También forma parte de macromoléculas como &cidos nucleicos y
fosfolipidos presentes en la membrana citoplasmatica (Rodriguez y Fraga, 1999), en la
agricultura los fosfatos inorganicos aplicados al suelo como fertilizantes son
inmovilizados después de su aplicacion permaneciendo de forma inasequible para la

planta (Rengel y Marschner 2005).

Diversos microorganismos colonizadores de la raiz de las plantas tienen la
capacidad de disolver el fosforo (Rodriguez y Fraga, 1999), estos actian como
promotores del crecimiento vegetal en las plantas (Idriss et al. 2002), las formas
inorganicas de fosforo son solubilizadas por los microorganismos que excretan &cidos
orgénicos, los cuales disuelven minerales ricos en fésforo o quela cationes unidos al
fosforo liberando a este a la solucion (He et al. 2002). Las bacterias y hongos tienen un
papel central en el ciclo natural del fosforo (Rodriguez y Fraga, 1999), diversos tipos de
suelos son deficientes en fosforo ya que en la forma soluble el fosforo no estéa disponible
para las plantas (Gyaneshwar et al., 2002a; Barrot y Nahas, 2000).

Las mayores reservas de P inorganico estan en las piedras fosfatadas y otros
depdsitos minerales, sin embargo, una considerable porcion de P esta acumulada en los
suelos agricolas, como resultado de las aplicaciones regulares de fertilizantes quimicos
(Nautiyal, 1999).

El segundo mayor componente de P en el suelo es de origen organico, con aportes
de 30% a 50% en la composicion del total del fosforo en el suelo (Gyaneshwar et al.,
2002), el fosforo debe ser hidrolizado para la forma organica y de esa manera ser
disponible para la planta, este proceso es realizado por la enzima fosfatasa alcalina (FA)
presente en microorganismos (Gyaneshwar et al., 2002), varios estudios se han realizado
para evaluar los microorganismos con la capacidad de solubilizar el fosfato inorganico, a
pesar de existir muchas bacterias solubilizadoras de fosfato en el suelo, frecuentemente
su numero no es suficiente para un aumento sustancial en el crecimiento vegetal
(Rodriguez y Fraga, 1999).
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2.9. Metabolitos anti fungicos producidos por endofitos

Los anti fungicos son metabolitos secundarios que se acumulan en el medio de
cultivo al final de la fase de crecimiento exponencial en los microorganismos (Leifert et
al., 1995), estos metabolitos no son vitales para el crecimiento y la reproduccién, son
capaces de dar una ventaja evolutiva (Potera, 1994). Asi, en términos competitivos, los
microorganismos productores de antibidticos son favorecidos en relacion para los no

productores (Quan et al., 2006).

Estos tipos de sustancias eliminan o inhiben el crecimiento de otras especies
microbianas, incluso en pequefas cantidades, los antibidticos tienen la funcion de control
bioldgico de patégenos de plantas (Potera, 1994; Leifert et al., 1995). Por lo tanto, los
antibidticos son utilizados con fines terapéuticos para el tratamiento de las enfermedades
infecciosas. Una cepa del complejo Burkholderia cepacia produce un metabolito anti
fangico altamente activo contra un amplio espectro para hongos (Quan et al., 2006), este
metabolito ha traido un gran interés como bio-pesticida para el control biolégico de
hongos y otras plagas que afectan a plantas y cultivos de interés comercial (EI-Banna et
al., 1998).

2.10. Promotores del crecimiento vegetal

Las nuevas tecnologias para optimizar los cultivos agricolas, se encuentra el uso
de los productos bioldgicos y biotecnoldgicos; es decir, incorporar al sistema productivo,
organismos seleccionados por sus funciones en diversos procesos bioldgicos (Idriss et al.,
2002), dentro de este grupo se pueden citar a los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal conocidos hoy como PGPM (Plant Growth-Promoting
Microorganism) (Mclnroy y Kloepper, 1995), existen microorganismos habitantes tanto
de la rizésfera y endofiticos que estimulan significativamente el crecimiento de las
plantas. Los mecanismos por los cuales los PGPM ejercen efectos benéficos sobre las
plantas son numerosos (Idriss et al., 2002), entre ellos se pueden mencionar la fijacion de
N2, la solubilizacion de fdésforo (P), la capacidad de producir acidos organicos (acidos
oxalicos, fumarico y citrico) y fosfatasas facilitando la solubilidad del P y otros nutrientes
y ademas, la promocién del crecimiento de las plantas puede asociarse a la produccion de

fitohormonas y a la proteccion contra hongos patdgenos (Kloepper et al., 1991).
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2.11. Interaccion planta-microorganismo

Las interacciones entre las plantas y microorganismos, causaron grandes efectos
en el desarrollo de las civilizaciones desde que la humanidad comenzo a depender de los
cultivos agricolas para la alimentacion y subsistencia. Diversos microorganismos
interacttan con los tejidos y células de las plantas, con diferentes grados de dependencia
pudiendo desarrollar interacciones benéficas (simbi6ticas o no) (Kloepper et al., 1991;
Smith, 1992) o también patogenicas (Vitousek et al., 2013; Smith, 1992).

Entre las interacciones planta-microorganismos benéficas que fueron estudiados
en detalle, estan las bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium establecen
simbiosis con las plantas de la familia leguminosa formando nddulos en las raices
(Vitousek et al., 2013; Smith, 1992), en estas relaciones se sabe que los microorganismos
producen nutrientes nitrogenados a las plantas, y la planta a su vez, contribuye con los
nutrientes energéticos generados por el proceso fisiologicos y fotosintéticos (Corrales, et
al., 2016).

Otras especies de bacterias diazotroficas o fijadoras de nitrégeno también fueron
encontradas dentro de tejidos de plantas gramineas y cafia de azlcar, en donde pueden
obtener un porcentaje para sus requerimientos de nitrdgeno a partir de di-nitrogeno fijado
por la bacteria fijadora de nitrogeno (Boddey, 1997).

2.12. Taxonomia bacteriana

La taxonomia bacteriana es utilizada como sinénimo de la sistematica moderna,

es tradicionalmente dividida en tres partes de acuerdo con Gevers et al., (2006):

. Clasificacion: la clasificacion de los organismos en grupos taxonémicos basados

en la similitud entre ellos.
. Nomenclatura: es el etiquetado de las unidades y se define en la clasificacion.

. Identificaciébn de organismos desconocidos: las determinaciones de los

organismos que pertenecen a las unidades gendmicas y ecologicas pre-existentes.

La especie es la unidad basica de la taxonomia bacteriana, que se define como un

grupo de cepas, incluida la cepa tipo, que comparten el 70% o mas de hibridacion ADN-
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ADN (Wayne et al., 1987). Una especie es una categoria que circunscribe a un grupo de
individuos (cepas / aislados) gendmicamente coherentes, demostrando un alto grado de
similitud, en muchos aspectos independientes, probados comparativamente bajo

condiciones estandares (Stackebrandt et al., 2002).

Desde un punto de vista de la evolucién molecular, algunos genes de bacterias
tienen una tasa constante de mutacion, la seleccidn darwiniana y la historia evolutiva de
los genes de 16S rADN se aproxima a la historia evolutiva del genoma total, por lo tanto,
es aceptable reconstruir las relaciones evolutivas entre las bacterias de la divergencia de
las secuencias de los genes 16S rADN (Van Berkun et al., 2000; Stackebrandt et al., 2002;
Mallet y Willmott 2003).

2.13. Métodos fenotipicos y genotipicos aplicados en taxonomia microbiana

Los métodos no direccionados a la utilizacion de moléculas de ADN o ARN son
[lamados métodos fenotipicos, incluso los que utilizan marcadores para quimio-
taxondmicos. Los métodos fenotipicos clésicos para tipagen bacteriano incluye el analisis
de las caracteristicas morfologicas (forma de la célula o de la colonia), estructurales (para
Tincion de Gram), bioguimicos y fisioldgicos (crecimiento en diferentes fuentes de
carbono, diferentes temperaturas, valores de pH, concentracién de sal, clima, etc.)
(Wolters y Erdmann, 1989). Estas caracteristicas, en su conjunto, se pueden utilizar para
reconocer algunos taxones. La taxonomia clasica de identificacion bacteriana es Util, pero

aun es muy limitada (Woese, 1987).

Los métodos modernos de taxonomia genotipica, direccionados para las
moléculas de ADN o ARN, son una consecuencia del progreso tecnoldgico
experimentado por la biologia molecular en las Gltimas décadas y actualmente dominan

los estudios taxondmicos modernos (Vandamme et al., 1996).
2.14. Estudios de homologia del ARN ribosomal

El gen 16S rADN es considerado el mejor gen para el estudio de relaciones
filogenéticas, ya que estan presentes en todas las bacterias, archaeas y seres eucariotas:
son funcionalmente constantes y en la mayoria de estos rADN, su secuencia es altamente
conservada (Woese, 1987; Stackenbrandt y Goebel, 1994), son las principales

caracteristicas de cronometro molecular. Hasta hace pocos afios no era posible determinar
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las secuencias completas de rADN. Asi que, por mé&s de una década los rADN se
caracterizaron en términos de catalogos de oligonucle6tidos (Wolters y Erdmann, 1989),
los oligonucledtidos cortos, de aproximadamente 20 bases fueron producidos por la
digestion de rADN 16S con ribonucleasa T1 (que corta especificamente residuos
Guanina) (Woese, 1987).

2.15. ARNs ribosomales

Los acidos ribonucleicos ribosomicos (rARN) son biopolimeros considerados
como los mas adecuados para estudios de la diversidad (Qu et al., 1983; Lane et al., 1985).
Sus genes son universalmente distribuidos, tienen un alto grado de conservacion. Su
variabilidad puede presentarse en mayor o menor extension, en diferentes regiones de la

molécula (Lane et al., 1985).
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MARCO CONCEPTUAL

. Acido desoxirribonucleico: Es un tipo de &cido nucleico, contiene la informacion
genética usada en el desarrollo y el funcionamiento de los organismos vivos conocidos y
de algunos virus, siendo el responsable de su transmision hereditaria (Sambrook y Russel,
2001).

. Acido ribonucleico: Es un &cido nucleico formado por una cadena de
ribonucledtidos. Esta presente tanto en las células procariotas como en las eucariotas, y

es el Unico material genético de ciertos virus (Sambrook y Russel, 2001).

. Bromuro de etidio: (BrEt) Es un agente intercalante usado cominmente como
marcador de acidos nucleicos en laboratorios de biologia molecular para procesos como

la electroforesis en gel de agarosa (Sambrook y Russel, 2001).

. Caracterizacion molecular de una especie: Es el estudio especifico de cualquier
caracteristica molecular que permita la diferenciacion entre especies, mediante el uso de
marcadores moleculares, los cuales pueden ser a nivel del ADN, ARN o proteico
(Reinhold-Hurek et al., 1998a.).

. Fijacion de nitrogeno: Este proceso bioquimico se da por bacterias de diversos
géneros las cuales tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico para reducir el N2 a
NH3+ por la enzima nitrogenasa (Teixeira, 1997).

. Nitrégeno: El nitr6geno es un elemento quimico, de nimero atémico 7, simbolo
N y que en condiciones normales forma un gas di atomico (nitrogeno diatomico o
molecular) que constituye del orden del 78% del aire atmosférico (Qu et al., 1983; Lane
etal., 1985).

. Reaccion en cadena de la polimerasa: conocida como PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo
es obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular (Sambrook y
Russel, 2001).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ambito de estudio

Esta investigacion se realizo en el Estado de Sao Paulo - Brasil, en el laboratorio
de Microbiologia del Instituto de Ciencias Biomeédicas de la Universidad de Séo Paulo y
la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). Las muestras (plantas adultas
de cafia de azlcar) fueron recolectadas de la hacienda Santa Rita, ubicadas en la
jurisdiccion Riberdo Preto — Estado de S&o Paulo, se encuentra localizado entre las
coordenadas de - 18° 52'17,49" de latitud sur y - 75° 45'36,05" longitud oeste (Figura 1).

El muestreo estuvo constituido de 18 plantas adultas de cafia de azlcar, se
analizaron microbioldgicamente en forma separada los 3 6rganos vegetales (tallo, raiz y
hoja). Las muestras (plantas adultas) fueron colectadas por la mafiana y trasladadas el
mismo dia al laboratorio, para asi poderlas procesar por la tarde, se tomaron muestras
previamente desinfectadas externamente de raiz, tallo y hoja de plantas adultas. Los
muestreos fueron realizados en los meses de setiembre, octubre y noviembre durante la
estacion de la primavera del 2016. Meses en donde las plantaciones de cafia estan en
estadio fenoldgico adulto y es realizada las cosechas correspondientes para la obtencién

de alcohol, azucar y demas derivados.

TIPO DE COSECHA

| con quemadas

- sin quemadas
Il no cosechada

\] I xmeas DE CLRTIVES DE CARA DE AZICAR

0 N 120 " 240
Estado de San Paulo

Figura 1. Mapa de ubicacion de las colectas del material bioldgico (plantas
adultas de cafia de azlcar) obtenidas de la hacienda Santa Rita - Riberdo Preto — Estado
de S&o Paulo. A. mapa del Estado Federal de San Paulo — Brasil, B. Comarca de Riberédo
Preto y en C. mapa de Brasil con la respectiva ubicacion del Estado Federal de San Paulo
(verde). S&o Paulo — Brasil. 06/05/2016. Fuente: Theodor (2014).
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3.2. Tipo y nivel de investigacion

El tipo de investigacion realizado en el presente trabajo fue experimental, en
donde fue aislado, identificados endofitos bacterianos e investigado sus aplicaciones

biotecnoldgicas aplicados a la agricultura.

3.3. Poblacién y muestra

La poblacion de cafia de azUcar en este estudio estuvo constituido de una sola
variedad de cafia de azucar (variedad SP909050), siendo utilizados plantas adultas sin
presencia de sintomas de alguna enfermedad, se planifico realizar un muestreo no
probabilistico al azar, por conveniencia, en que el nimero de muestras sea representativo
de la poblacién. El nimero total de plantas evaluadas fue de 18 individuos, de cada planta
fue analizado los érganos vegetativos de (raiz, tallo y hoja), se realizaron los muestreos

en los meses de setiembre, octubre y noviembre del 2016.

Tabla 1. Distribucién del nimero de muestras a evaluar en la investigacion.

Meses de Nimero de muestras de cafia de
azucar - variedad — SP909050. Total de plantas
Muestreo
[2016} ﬂdu Itﬂs
Muestras | Muestras | Muestras
de raiz* de tallo* | de hoja*
Setiembre 2 2 2 6
Octubre 2 2 2 6
Noviembre 2 2 2 6
Total 6 6 6 18 plantas

* Muestras originarias por planta adulta de cafia de azUcar.
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3.5. Metodologia

- Aislamiento e identificacion bacterias endofiticas diazotroficas de Saccharum sp

(cafia de azucar).

3.5.1 Aislamiento de bacterias endofiticas diazotroficas de Saccharum sp

3.5.1.1. Desinfeccion externa de la planta

Las muestras vegetales de (plantas adultas y sanas) fueron colectadas en bolsas de
plastico, se recolecto plantas adultas de cafia de azucar. Todos ellos fueron colocados en
una caja de tipo tecnopor acompafiado con bolsas de conteniendo cubitos de hielo para
mantenerlas en temperatura fresca (4°C) aproximadamente, hasta que las muestras fueron
procesadas en el laboratorio, siendo primeramente lavadas con agua destilada estéril y

seguidamente separadas en hojas, tallos y las raices.

Estas muestras vegetales en el laboratorio fueron sometidas a un proceso de
esterilizacion externa para poder obtener solamente las bacterias de tipo endofiticas
dentro de la cafia de azucar, siguiendo la metodologia de Aradjo, et al., 2001. En la tabla

1. Es detallado la distribucién del nimero de muestras a evaluar en la investigacion.

Sigue a continuacion a continuacion los principales pasos para aislar endofitos

bacterianos:
3.5.1.2 Desinfeccion del tallo

La desinfeccion fue realizada en condiciones asépticas dentro de una camara de
flujo laminar previamente desinfectada con alcohol 70% y luz ultravioleta. El tallo (15
cm longitud) fue lavado con agua destilada estéril para eliminar los residuos externos
(polvo, restos vegetales y tierra), seguidamente fue inmerso en hipoclorito 10 % por 2
minutos, luego colocado en alcohol al 70% por dos minutos agitandose vigorosamente y
finalmente enjuagado con agua auto clavada estéril, en donde el interior fue retirado con
ayuda de un bisturi esterilizado (se pesaron 3 gramos), la regién interna central del tallo
no tuvo contacto directo con el ambiente externo, no estando contaminada con bacterias

de vida libre de la parte externa (Aradjo, et al., 2001).
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3.5.1.2. Desinfeccién de la raiz

Fue realizada la desinfeccidn externa de las raices, primeramente fue pesado 3
gramos de este 6rgano y lavada con agua destilada estéril y colocado a inmersion en un
frasco con alcohol al 70%, seguidamente fue sumergida en solucion salina estéril de NaCl
0,75% por 2 minutos, luego lavada por cinco minutos en solucién de hipoclorito de sodio
al 10 % con agitacion y dos lavados sucesivos en solucion NaCl 0,75% estéril por 2
minutos con agitacion; luego una inmersién en alcohol puro y expuesto al fuego por 6
segundos, después colocados en NaCl 75% estéril y finalmente enjuagado con agua estéril

auto clavada.
3.5.1.3. Desinfeccion de la hoja

Las hojas fueron pesadas 3 gramos y lavadas con agua destilada estéril y
colocados en un frasco conteniendo alcohol al 70%, la desinfeccion prosiguié con dos
lavados sucesivos en solucion estéril de NaCl 0,75% por 2 minutos; un lavado por cinco
minutos en solucion de hipoclorito de sodio a 3% con agitacion y dos lavados sucesivos
en solucion NaCl 0,75% estéril por 2 minutos con agitacion; una inmersion en alcohol
puro y expuesto al fuego por 5 segundos y colocados en NaCl 75% estéril y finalmente
enjuagado con agua estéril auto clavada como ultimo lavado.

El ultimo enjuague del material vegetal (raiz, tallo y hoja) fue inoculado e
incubados a 30° C por 48 horas, en placas Petri con agar nutriente. La finalidad fue de
validar el método de aislamiento de enddfitos bacterianos de tejidos internos en cafia de

azucar.
3.5.5. Procedimiento de aislamiento de bacterias endofiticas y cuantificacion

El proceso de aislamiento y cuantificacion de las bacterias endofiticas consistio

de las siguientes etapas.

Inicialmente, el material vegetal previamente desinfectado (raiz, tallo y hoja) por
separado (3 gramos), este fue macerado en un mortero de porcelana (estéril) con 5 ml de
agua destilada estéril. De cada muestra pesada fue obtenido un caldo o sea un (macerado)
que fue utilizado para la inoculaciéon en un volumen de (100 pL), fue aplicado en

triplicado, en tubos con medio cultivo - Caldo Nutriente (CN).
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Los cultivos fueron incubados a 30°C por 48 horas. Una vez incubados por 48 horas los
cultivos bacterianos, fueron realizados diluciones seriadas en los tubos con los caldos LB
hasta una concentracion de 108, con la finalidad de obtener colonias separadas, a partir
del tubo incubado por 48 horas se obtuvo 1 ml y distribuido en diluciones y aplicado en

placas Petri con agar nutritivo, incubado a 30°C por 48 horas.

Para la cuantificacion de bacterias endofiticas fijadoras de nitrégeno, se colocé en
un tubo 1mL de las diluciones de 102 hasta 10 en tubos que contenian medio de cultivo
liguido mineral sin nitrégeno. Fueron utilizados 3 tubos por dilucién, incubados a 30°C
por 7 dias, luego se realizd la lectura de los tubos (+) de cada una de las diluciones
observando el cambio de color y la turbidez, la cuantificacion bacteriana fue expresado
en valores de Nimero Mas Probable por gramo de sustrato (NMP/g), estos experimentos

fueron realizados en tres repeticiones, metodologia realizada segun Gasser et al., 2011.
3.5.6. Caracteristicas de las colonias

Las bacterias viables con crecimiento en las placas Petri fueron analizados por su
morfologia. Los criterios utilizados para distinguir las colonias fueron: tamafio, forma,
color, textura. Para mejor distincion, las colonias fueron observadas en forma directa y

visualizados con auxilio de una lupa y un contador de colonias bacterianas.
3.5.7. Coloracién Gram

Cada colonia aislada fue sometida a la coloracion Gram. Donde fue observado la
retencion o no del colorante Gram (G +/G -), la morfologia celular de la forma, tamafio

de la célula y presencia o no de esporas.

Las colonias bacterianas aisladas fueron cultivadas y preservadas en tubos con agar

inclinado y también almacenadas en glicerol 30% en un ultra freezer a - 80 °C.
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Tabla 2: Componentes para realizar la coloracion Gram.

Reactivo

Componentes

Cantidad

Solucién de Lugol

Violeta de Genciana

Safranina

Alcohol — Acetona

lodo en cristales

IK

H20 destilada
Violeta de Genciana
H>0 destilada
Safranina

H>0 destilada
Alcohol

Acetona

0449

0,79
100 mL
059
50 mL
044¢g
50 mL
80 mL

2mL

Fuente: (Estrada-de-los-Santos, et al., 2001).

3.5.8. Seleccidn de bacterias para identificacion

El criterio considerado de seleccion de las colonias bacterianas aisladas para la

identificacion fue basado en caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas, siendo:

(a) de las colonias: color, forma, textura, tamafio.

(b) de las células: forma, disposicion, las esporas.

(c) estructurales: la conservacion o no de la tincion de Gram.

Una importante caracteristica fisiologica fue la fijacion de nitrégeno por el método de

cromatografia a gas.

3.6. Prueba de Reduccion de Acetileno (ARA)

La prueba de reduccion de acetileno (ARA) fue realizada segun la metodologia de

(Turner y Gibson, 1980), con las bacterias aisladas para verificar la fijacién de nitrégeno

atmosférico in vitro, para lo cual, fueron cultivadas en medio bacterioldgico libre de N,

utilizando el medio de cultivo NFB agar solido y semisoélido (Estrada-de-los-Santos, et

al., 2001).
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3.6.1. Medio de cultivo NFB

Tabla 3: Elaboracién del medio de cultivo NFB.

Componentes Cantidad
Acido malico 5g
Azul de bromotimol 0,5% en 0,2 Nde KOH 2mL | 2 mL
CaCl. 2H,0 0,02g
FeEDTA 06lg
KoHPO4 05g
KOH 458
MgS04.7H,0 02g
Nacl 01g
Solucion de Micronutrientes 2mL
Solucion de Vitaminas 1mL

Fuente: (Estrada-de-los-Santos, et al., 2001).

Completar para 1000 mL con H2O destilada, ajustar el pH 5.8, para preparar el

medio solido NFB, colocar la cantidad de 9 g/L de agar bacteriano.

3.6.2. Solucién de micronutrientes para el medio de cultivo NFB

Tabla 4: Elaboracion de la solucion de micronutrientes para el medio de cultivo NFB.

Componentes Cantidad
Na:Mo004.2H20 0,200 g
MnS0O4.H.0 0,235¢
H3sBO3 0,280 g
CuS04.5H20 0,008 g
ZnS04.7H20 0,024 ¢

Fuente: (Estrada-de-los-Santos, et al., 2001).
- Completar el volumen para 200 mL con agua destilada.
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3.6.3. Solucidén de Vitaminas para el medio de cultivo NFB.

Tabla 5: Elaboracién de la solucion de vitaminas para el medio de cultivo NFB.

Componentes Cantidad
Biotina 10 mg
Pyroridoxol 20 mg
H20 100 mL

Fuente: (Estrada-de-los-Santos, et al., 2001). - Para elaborar la solucion,

disolver en bafio maria 40°C.

Las colonias bacterianas fueron inoculadas en placas con medio NFB e incubadas,
con ayuda de la aza se inocularon de 3 a 4 colonias bacterianas en 3 frascos (tipo

penicilina de 20 ml capacidad) con medio de cultivo semi-solido NFB.

Una vez inoculado, cada frasco fue lacrado con la tapa de jebe y sellado con tapa
de aluminio. Seguidamente a la fase aérea del frasco se adiciono 10% de gas acetileno

con una jeringa y luego incubado sin agitacién a 30°C por 72 horas.

La produccion de etileno fue probada y analizada cualitativamente, inyectando 0,1
ml de la fase aérea del gas producido en cromatografia a gas, marca Shimadzu GC-14A,
con columna Porapak-N 80/100 — INOX a 70 °C, inyector a 180 °C y detector de
ionizacion a 230 °C. Las bacterias fijadoras de N2 (nitrégeno) o denominados ARA-
positivas seleccionadas, fueron sembradas en medio sélido de igual composicion al del

medio semi-solido, para reconfirmar sin son fijadoras de nitrogeno.
3.7. ldentificacion molecular

Para la identificacién molecular de las bacterias endofiticas fijadoras de nitrégeno
seleccionadas, fueron utilizados métodos de biologia molecular, utilizando técnicas de
extraccion de ADN, Reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y secuenciacion parcial del

gene 16S y complementados con métodos de filogenia molecular.
3.7.1. Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN genomico de bacterias fue realizada utilizando el kit
comercial de extraccion “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega - USA),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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ElI ADN fue cuantificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,

utilizando el kit para la cuantificacion de ADN Phage A (Promega - USA).

3.7.2. Amplificacion del gen 16S rADN

La amplificacion del gen 16S rADN fue realizado mediante la técnica de PCR (reaccién

en cadena de polimerasa) con primers universales 27F y 1525r segun (Stackebrandt et al,

1994). La composicion de la mezcla para la reaccion es la siguiente (Tabla 6).

Tabla 6: Composicion de la mezcla para la amplificacion del gen 16S rADN.

Reaccion (para una muestra)

Cantidad

Iniciador “forward” 27f (Invitrogen, USA)
Iniciador “reverse” 1525r (Invitrogen, USA)
Tampon Tris-HCI pH 8,4 (Promega, USA)
MgClI (Promega, USA)

Mix dNTPs (Promega, USA)

Go-Tag DNA polimerase (Promega, USA)
ADN molde (bacteriano)

H>0 ultra pura grado molecular, free ADNSsas, c.s.p

0,6 M
0,6 pM
20 mM
50 mM
1,5mM

20U
5-15ng

50 uL

Fuente: Segun el fabricante — Promega — USA.

El volumen de la reaccion de amplificacion fue completado a 50 uL. (Tabla 6) en

todas las reacciones fue incluido un tubo control (tubo sin ADN, y agua ultra pura).

La reaccion de amplificacion de ADN fue realizada en un termociclador de la

marca (Eppendorf, Master Cycler 5330 - Germany) previamente programado con una

desnaturalizacion inicial del ADN a 94°C por 2 min, luego 30 ciclos repetidos de

desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, anelamiento a 55 °C durante 1 minuto y una

extension de los primers a 72°C durante 3 minutos, seguido de una extension final a 72°C

por 10 minutos.

Después de la amplificacion, 5 uL de la reaccion de PCR fueron analizados por

electroforesis en gel de agarosa (1,0%) en tampon TAE 1x y visualizados con bromuro
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de etidio (0,5 mg/ml). Fue utilizado un marcador de peso molecular 1 Kb ladder (Gibco
BRL, 10511-012).

3.7.3. Reaccion de secuenciacion del gen 16S rADN

El procedimiento de secuenciacion de ADN consiste en la incorporacion de
dideoxinucleotidos marcados con fluor6foros (Sanger et al., 1977). En esta reaccion se
utilizé aproximadamente 150 ng de ADN purificado, 4 pul de agua ultra pura (Milli-Q)
estéril, 6 uL de tampon de Save Money, 3.2 pmols de primer 782r o 27F (Tabla N° 7) y
2 uL de Big Dye Terminator (Applied Biosystems - USA).

El volumen final de la reaccién fue de 20 pL. La reaccién se realizdé en un
termociclador "PTC-100 MJ Research TM. Inc.”, utilizando un programa de 40 termo
ciclos de (10 segundos a 96 °C, 20 minutos a 52 °C y 4 minutos a 60°C).

Tabla 7: Iniciadores utilizados para estudio de identificacion molecular bacteriana.

Nombre Secuencia de ADN (5’ — 3?) Finalidad Fuente
Iniciador
1525r AAG-GAG-GTG-WTC- Amplificacion del gen 16S | Stackebrand et
“reverse” CAR-CC rADN. al., 1994.
782r “reverse” | ACC-AGG-GTA-TCT-ATT- Chun, 1995.
CCT Secuenciamiento del gen
27f “forward” | AGA-GTT-TGA-TCM-TGG- | 16S rADN. Chun, 1995.
CTA-AG

- Degeneraciones nucledtidos: H=A,C,W=A T,yR=A, G.
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3.8. Programas computacionales freeware para biologia molecular y evolucion

molecular

Los andlisis de filogenia bacteriana de los enddfitos microbianos aislados se
realizo6 utilizando el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA. v.5 —
2017). La alineacion de las secuencias se realizé mediante el uso del programa ClustalW,

2017 (www.ebi.ac.uk/Clustalw). A partir de los alineamientos de las secuencias de ADN,

fueron construidos arboles filogenéticos utilizando el método Neighbour-Joining con las

distancias genéticas calculadas por el método evolutivo de Jukes y Cantor.
Siendo los siguientes:

- Program Molecular Evolutionary Genetics Analysis - MEGA. V.4-2017.

(http://www.megasoftware.net/).

- Programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/Clustalw).
BLASTs — GenBank (NCBI) National Center for Biotechnology Information.

3.9. Perfil Bioquimico de Cepas a través del Sistema API-20E

Después de la identificacion molecular, los resultados fueron complementados
con las caracteristicas fenotipicas de identificacion de los aislados bacterianos, utilizando
el kit comercial API-20E y (BioMériex — Francia - http://www.biomerieux-
usa.com/clinical/api) segun instrucciones del fabricante, este kit comercial consta de tiras
de plastico con veinte micro tubos o pocillos que permite la evaluacién de veinte

caracteristicas fenotipicas y bioquimicas, para el grupo de las entero bacterias.

- Para la evaluacion de la capacidad de solubilizacion de fosfato inorgénico y la

produccion de metabolitos anti fangicos en los aislados bacterianos.

3.10. Determinacion cualitativa de la capacidad de solubilizar fosfato inorganico

Para la deteccién y seleccion de bacterias solubilizadoras de fosfato inorganico,

fueron realizados de acuerdo al método de Verma et al., (2001).

Las bacterias aisladas de las raices, tallos y hojas de cafia de azucar fueron

inoculadas en medio de cultivo Verma con fosfato insoluble.
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Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 48 horas y la presencia de un halo
alrededor de la colonia el cual indica la solubilizacion del fosfato inorgénico por la
actividad enzimética, las bacterias endofiticas diazotroficas fueron evaluadas
cualitativamente; para eso, todas las bacterias fueron incubadas en medios de cultivo
especificos, y los que dieron resultados positivos fueron analizados por la medicion del
didmetro del halo y la colonia bacteriana con una regla y siendo determinado el indice
enzimatico (IE), donde se medio6 y dividié el diametro del halo versus diametro de la
colonia (Nahas, 2002).

Mayores valores de IE indican una mayor productividad enzimatica. Todos los

ensayos fueron realizados en tres repeticiones.

Tabla 8: Elaboracion del medio de cultivo Verma con fosfato inorganico.

Componentes Cantidad
MgCl..6H20 500
MgSOa. 7H20 0,25¢g
KCI 0,29
(NH4)2S04 0,1g
FePO4.2H20 109
Cas(PO)2 1,0 g

Fuente: Verma et al., (2001).

Completar para 1000 mL con H2O destilada, ajustar el pH 7.0 para preparar el medio
solido Verma — Fosfato Inorgénico, colocar la cantidad de 10 g/L de agar bacteriano y

autoclavar.
3.11. Produccion de anti fungicos contra cepas fito patégenas

Para la deteccion y seleccion de bacterias con actividad anti fangica, la
metodologia fue realizado de acuerdo a Potera, (1994). Siguiendo la metodologia, las
bacterias endofiticas aisladas y hongos fito patégenos fueron incubados a 30°C en medio
de cultivo agar batata, por 15 dias en tres copias cada ensayo (Leifert et al., 1995).

Seguidamente fue evaluada la actividad de inhibicién del crecimiento de los
hongos, por los endéfitos, en este experimento fueron utilizados 03 hongos patégenos de

plantas, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum y Verticillum dahliae, los
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experimentos fueron realizados en triplicado, las cepas fueron donadas por el Laboratorio
de Micologia — Universidad de San Paulo — Brasil.

Tabla 9: Elaboracién del medio de cultivo Agar batata.

Componentes Cantidad
Peptona triptona 3090
NaCl 059
KCI 0,39
Glucosa 0,59
Extracto de batata | 10,0 g

Fuente: Potera, (1994).

Completar para 1000 mL con H>O destilada, ajustar el pH 7.0 para preparar el

medio Agar batata, colocar la cantidad de 10 g/L de agar bacteriano y auto clavar.

3.12. Andlisis de datos

Los resultados obtenidos de la cuantificacion endéfitos bacterianos fijadores de
nitrégeno presentes en tejidos de los 6rganos vegetales de la cafia de azlcar (raiz, tallo y
hojas) fueron analizados utilizando pruebas estadisticas descriptivas (media) y de
dispersion (desviacion estandar y coeficiente de variacién). Para determinacion de la
diferencia estadistica significativa entre la planta y las comunidades de bacterias
endofiticas diazotroficas, también se realizaron las pruebas estadistica de varianza y la
prueba de Tukey con niveles de confianza de 95%, fue procesado con el software
GraphPad Prism, 2017.

Para el andlisis filogenético de los enddfitos diazotroficos aislados identificados
por técnicas moleculares, fueron comparados y sometidos a la reconstruccién filogenética
de sus ancestros mas proximos utilizando el marcador genético 16S rARN, el cual fueron
construidos arboles filogénicos utilizando algoritmos como el coeficiente de Jaccard (Sj)
y método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Average) con nimero de
réplicas de 1000 bootstrap, utilizando el programa de filogenia y evolucion molecular
MEGA v5 -2017 (Kumar et al., 2001).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento de bacterias endofiticas de hojas, tallos y raices de cafia de azticar

En este estudio para garantizar exclusividad y selectividad respecto al aislamiento
de bacterias endofiticas del material vegetal trabajado, la metodologia utilizada de
aislamiento de bacterias endofiticas tuvo buenas repercusiones con relacion a la
trazabilidad en los resultados obtenidos. Teniendo en cuenta como referencia el trabajo
realizado por Araujo et al., (2001), el tratamiento de desinfeccion con hipoclorito de sodio
al 3% resulto de gran eficiencia con respecto a la eliminacién de todos los
microorganismos epifiticos (externos) de la region superficial de hojas, tallos y raices de
las plantas a estudiar.

En la Figura 2, podemos observar la validacién de la eficacia de método de
desinfeccion externa, donde fue cultivada las aguas del enjuague final de los érganos

(raiz, tallo y hoja), el cual indica ausencia de crecimiento microbiano.

B

Figura 2. Inoculacion del lavado y enjuague del material aplicado en
placas Petri con agar nutriente (AN), en este caso segun la metodologia fue utilizado agua
estéril autoclavado. La finalidad fue de validar el método de aislamiento de endofitos
bacterianos de tejidos internos en cafia de azucar. En la columna A, placas con AN, con
agua de raices, en B con agua proveniente del tallo y C, placas con agua de enjuague
proveniente de la hoja, incubados a 30 °C por 48 horas. Luego de 48 horas se puede
constatar ausencia de bacterias, los cuales permite validar el método. Sao Paulo — Brasil.
15/12/2016.
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Sanchez et al.,, (2007) manifiesta que para obtener un buen numero de
microorganismos endofiticos por técnicas microbioldgicas, es importante desarrollar un
buen método de desinfeccion externar de la planta, para lograr asi una buena capacidad
recuperadora de hospederos, en la (Figura. 3) se observa la diversidad de endofitos
bacterianos obtenidas segun la morfologia de las colonias, color, forma y tamafio de las

colonias.

Figura 3. Resultados de la diversidad morfologica de colonias bacterianas
endofiticas aisladas a partir de la raiz de cafia de azucar, colonias dispersas, cultivadas en
agar nutriente, incubadas a 30°C por 48 horas. Sdo Paulo — Brasil. 06/11/2016.

Utilizando la metodologia descrita por Araujo et al., (2001), se consigui6 el
aislamiento de bacterias endofiticas de plantas adultas de S. officinarum L. “cafa de
azucar”. En este estudio, fueron aisladas 85 bacterias del tipo endofitico, estos
microrganismos solamente habitan el interior de las plantas de cafia y sin causar aparente
dafo, estos fueron agrupados en 11 generos taxonomicos, perteneciente al dominio:
bacteria, estas cepas baterianas fueron aisladas del tallo, raiz y la hoja siendo clasificadas
y seleccionadas por observacion macroscopica y microscopica relacionados con su

morfologia y caracteristicas fisiologicas (Tabla 10).

En los trabajos de Wissuwa et al., 2007, similar nimero de generos taxonomicos
de endofitos bacterianos fue aislado de cultivos de arroz, en ese trabajo fueron 10 generos,
diferente a los estudios de Olivares et al., 1996, en donde aislo un solo genero bacteriano

endofitico provenientes de tejidos de cafia de azUcar.
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Tabla 10: Caracterizacién macroscopica (colonias) y microscopica (células) de
bacterias endofiticas obtenidas a partir raiz, tallo y hoja de cafia de azucar.

Caracteristicas morfoldgicas de los Didmetro Tincion o
aislados bacterianos (colonias y células colonia de Gram | Tipoorgano
bacterianas) (mm) (+0-) vegetal

IB:01 Blancas, redondas y lisas 0,5-1,0 - raiz
IB:02 Cremas, amorfas y rugosas 1,0-2,0 - raiz
1B:03  Blancas, con forma de flory 0.5-4,0 ) raiz

rugosas
IB:04 Blancas, redondas y lisas 1,0-3,0 - raiz
IB:05 Anaranjadas, redondas y lisas 1,0-3,0 - raiz
IB:06 Blancas, redondas y lisas 0,5-1,0 - raiz
IB:07 Blancas, redondas y lisas 1,0-3,0 - raiz
IB:08 Cremas, amorfas y rugosas 1,0-2,0 - raiz
IB:09 Rojas, redondas y lisas 2,0-3,0 - raiz
IB:10 Blancas, lisas y redondas 0,5-2,0 - raiz
IB:11  Traslucidas, lisas y redondas 0,5-1,0 - raiz
IB:12 Blancas, lisas y redondas 0,5-2,0 - raiz
IB:13 Amarillo —verdosas, lisas y 0,5-1,0 i raiz

redondas
IB:14  Amarillo, formas de redonda 1,0-4,0 - raiz
IB:15 Blanco - amarillo, redondas y lisas 0,5-2,0 - raiz
IB:16 Blanco, redondas y lisas 0,5-2,0 - tallo
IB:17 Blanco, redondas y lisas 0,5-1,0 - tallo
IB:18  Amarillo, redondas y lisas 0,5-2,0 - tallo
IB:19 Blancas, redondas y lisas 1,0-2,0 - tallo
|B:oo  Blancas, con forma de flory 0,5-2,0 )

rugosas tallo
IB:21  Blancas, acerradas y rugosas 1,5-7,0 + tallo
IB:22  Blanquecinas, redondas y lisas 0,5-2,0 - tallo
IB:23  Blancas con forma de flor y rugosas 0,5-4,0 - hoja
IB:24  Amarillas, redondas y lisas 0,5-1,0 - hoja
IB:25 Amarillas, redonda y rugosas 1,0-4,0 - hoja

Se tomo los siguientes criterios para la seleccion de bacterias y su respectiva

identificacion:

e Seleccion de las diferentes morfologias de las colonias y células bacterianas.

En la tinsion de GRAM, se pudo observar que la mayoria de los aislados bacterianos
fueron Gram negativos tanto de la hoja, tallo y raices. Unicamente fue encontrado el
endofito IB 21, siendo como bacteria del grupo de las GRAM positivas, esté endofito fue

aislado del tallo en plantas de cafia de aztcar (Tabla 10).
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4.2. Identificacion de bacterias endofiticas

Aplicando los métodos de identificacion molecular en el presente trabajo se
encontré la presencia de 11 géneros bacterianos, tales como Burkholderia, Gamma,
Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Chryseobacterium, Pantoea, Agrobacterium,
Rhizobium, Bacillus y Xanthomonas en plantas de cafia de az(car, semejante a los trabajos
de Mendes et al. (2007) evaluando la diversidad de la comunidad endofitica de cafia de
azlcar, observd la presencia de Burkholderia sp., Pantoea., Psudomonas sp y
Microbacterium sp.: Magnani et al. (2010) aislo 4 géneros bacterianos de plantas de cafia

de azucar: Pantoea, Peudomonas, Klebsiella y Enterobacter.

Las especies bacterianas, Citrobacter sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
Herbaspirillum sp., Azospirillum sp y Gluconacetobacter son relatados en la literatura
cientifica como dizotréficos de plantas no leguminosas, como en el caso de la cafia de
azucar (Franche et al., 2009; Hayat et al., 2010; Saharam y Nehra, 2011).

Las tecnicas moleculares permitieron identificar 15 cepas bacterianas de diversos
generos proveniente de la raiz (IB:01 Burkholderia sp, 1B:02 Gamma proteobacterium,
IB:03 Enterobacter sp, IB:04 Klebsiella sp, 1B:05 Klebsiella sp, I1B:06 Pseudomonas
monteii, IB:07 Klebsiella sp, 1B:08 Gamma proteobacterium, I1B:09 Chryseobacterium
sp, 1B:10 Enterobacter asburiae, 1B:11 Pantoea agglomerans, IB:12 Enterobacter
asburiae IB:13 Agrobacterium sp, I1B:14 Enterobacter sp y I1B:15 Pseudomonas sp), 7
cepas del tallo (IB:16 Pseudomonas sp, 1B:17 Rhizobium sp, IB:18 Pseudomonas, 1B:19
Burkholderia caribensis, 1B:20 Enterobacter sp, I1B:21 Bacillus sp, 1B:22 Enterobacter
asburiae) y 3 cepas de la hoja (I1B:23 Enterobacter sp, 1B:24 Xanthomonas sp, 1B:25

Enterobacter cloacae) (Tabla 11).

La asociacion entre bacterias endofiticas fijadoras de nitrégeno y plantas involucra
diversos mecanismos singulares, todavia poco comprendidos y desconocidos. Solamente
algunos géneros bacterianos endofiticos fueron aislados y estudiados: Herbaspirillum sp
(Oliveira et al., 2003), Erwinia sp (Muangthong et al., 2015), Burkholderia sp (Reis et
al., 2004), Klebsiella sp (Muangthong et al., 2015), Pantoea agglomerans (Loiret et al.,
2004), Bacillus polimixa (Muangthong et al., 2015) y Gluconacetobacter diazotrophicus
(Perin et al., 2004).

Para la identificacion se utilizo el marcador molecular del gen ribosomico 16S

rARN que es considerado una tecnica molecular estandar para identificacion bacteriana.
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Las herramientas de biologia molecular han permitido conocer el acceso de estudios de
la variabilidad genética microbiana, dependiente e independiente del cultivo en
laboratorio, de forma a contribuir para el estudio de las interacciones de microorganismos

y plantas.

Varios analisis moleculares que estudian la diversidad genética de las bacterias
utilizan el gen 16S rARN, pues es importante para estudios de taxonomia molecular y
para filogenia de la bacterias, las secuencias genéticas de este gen corresponden a una
region bien conservada en el ribosoma bacteriano (Wartiainen et al., 2008; Mendes et al.,
2007; Li et al., 2008) estudiaron la diversidad genética de bacterias endofiticas en plantas
de cafia de azlcar mediante la técnica ARDRA, 16S rARN, donde fue observada una

elevada diversidad genética de 98 variedades bacterianas.
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Tabla 11: Resultados de la identificacibn molecular versus bioquimica de
bacterias endofiticas con valores en porcentaje de similitudes de secuencias de ADN
depositadas y comparadas en el Banco de Genes disponible en el GenBank - NCBI.

e Organo | % Similitud de | Identificacion
Identlflcalcégn E;Iﬁlcular vegetal secuencias — | Bioquimica —
(gen 165 rARN) GenBank | kit API-20E

IB:01 Burkholderia sp raiz 96 NI
IB:02 Gamma proteobacterium raiz 97 NI
IB:03 Enterobacter sp raiz 97 +
IB:04 Klebsiella sp raiz 98 +
IB:05 Klebsiella sp raiz 98 +
IB:06 Pseudomonas monteii raiz 97 NI
IB:07 Klebsiella sp raiz 99 +
IB:08 Gamma proteobacterium raiz 96 NI
IB:09 Chryseobacterium sp raiz 97 NI
IB:10 Enterobacter asburiae raiz 98 +
IB:11 Pantoea agglomerans raiz 98 +
IB:12 Enterobacter asburiae raiz 96 +
IB:13 Agrobacterium sp raiz 98 NI
IB:14 Enterobacter sp raiz 98 +
IB:15 Pseudomonas sp raiz 98 +
IB:16 Pseudomonas sp tallo 98 +
IB:17 Rhizobium sp tallo 97 NI
IB:18 Pseudomonas tallo 96 +
IB:19 Burkholderia caribensis tallo 99 NI
IB:20 Enterobacter sp tallo 97 +
IB:21 Bacillus sp tallo 98 NI
IB:22 Enterobacter asburiae tallo 98 +
IB:23 Enterobacter sp hoja 98 NI
IB:24 Xanthomonas sp hoja 98 NI
IB:25 Enterobacter cloacae hoja 97 +

- Escherichia coli control +

NI = perfil no identificable

Las identificaciones moleculares de los aislados endofiticos fueron
complementadas con identificaciones bioquimicas mendiante la utilizacién de pruebas
bioquimicas utilizando un kit comercial (Tabla 11), sin embargo no fue util este metodo
identificacion bioguimico, ya que en algunos aislados bacterianos no fue posible
identificar, diversos autores indican que las pruebas bioquimicas son disefiadas solo para

uso clinico en identificacion de bacterias patogenicas de importancia medica.

Las cepas identificadas por métodos moleculares, las secuencias de ADN fueron

analizadas para filogénia bacteriana, para lo cual se analizo las secuencias obtenidas

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

Altiplano

TESIS UNA - PUNO g ; Nacional del

versus secuencias disponibles en el banco de genes GenBank y generados arboles
filogeneticos.

Diversos autores recomiendan realizar en taxonomia de microrganismos realizar
la identificacion polifasica, que integran criterios fenotipicos junto con datos de
secuenciacion de ADN (Stackebrandt et al., 2002). Para el método molecular de
identificacion bacteriana, todos los aislados fueron analizados mediante la secuenciacion

parcial del gen ribosémico 16S rARN que consistid de tres etapas:

a) Amplificacion del gen a partir de una muestra de ADN genomico de un aislado
bacteriano estudiado, fueron amplificados todos los ADN de los aislados bacterianos

siendo en total: 25 aislados (Figuras 4 y 5).

b) Determinacién de la secuencia de nucledtidos de la ampliacion gen ribosémico
16S rARN bacteriano: Las secuencias de ADN obtenidas fueron analizadas, agrupadas y

comparadas con bancos de genes.

c) Analisis de la secuencia del gen ribosémico 16S rARN bacteriano aislado.

Como punto de inicio en la identificacion molecular se realizé con éxito la
extraccion de ADN gendmico total de los aislados bacterianos, el cual genero un material
genético de muy buena calidad. La cuantificacion del ADN fue realizado utilizando el
Quanty One Nanodrop — Biorad. (Figura 4), en donde las concentraciones fueron entre
50-230 ng.

Figura 4. Perfil electroforético de la extraccion de ADNs de aislados
bacterianos, aplicados en un gel de agarosa 1.5% coloreado en bromuro de etidio (0,5
mg/ul), muestras: (1) Marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder Gibco Molecular,
del (2-9) son muestras de ADN de endofitos bacterianos. Sao Paulo — Brasil. 06/12/2016.
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4.3. Amplificacion del gen bacteriano 16S rARN.

El gen ribosomico 16S rARN de 25 bacterias endofiticas fue amplificado por la
técnica molecular de PCR (Reaccién en Cadena de Polimerasa). Se amplificaron
fragmentos de ADN con tamafios de aproximadamente 1500 pb como se aprecia en la
Figura 7, amplificado con el par de primers especificos 27F y 1525R (Stackebrandt et al.,
1994) (Figura 5).

Figura 5. Amplificacion del gen ribosomico 16S rARN con los primer 27F y
1525R a partir del ADN genomico total de endofitos microbianos (Stackbrandt et al.,
1994). Sao Paulo — Brasil. 06/12/2016.

4.4. Determinacion de la secuencia de nucledtidos de la ampliacion

Las secuencias obtenidas del gen 16S rARN fueron editadas y comparadas con el
programa Blast (NCBI-Blast, 2017) y la Base de Datos Ribosémicos del Proyecto Il
(Ribos6mica, 2017) con la finalidad de determinar la relacion de identidad con secuencias

ya depositadas.

Como resultado de la distribucion de las secuencias de los aislados endofiticos
fueron obtenidos once géneros bacterianos distribuidos en ocho grupos taxonémicos,

segun el orden taxonémico (Tabla 12).

Los ocho grupos taxonOmicos estuvo constituido de los Ordenes: |I.-
Gamaproteobacteriales, 11.- Enterobacteriales, I11.- Xanthomonales, IV.- Pseudomonales,
V.- Rhizobiales, VI.- Burkholderiales, VII.- Bacillales y como VII.- orden de los

Flavobacteriales.
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Tabla 12: Distribucién taxonémica de las bacterias endofiticas aisladas de la
planta S officinarum (cafa de azUcar).

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Sub division: Gama-proteobacteria

Grupo: |
1) IB:08 Gamma proteobacterium 2) 1B:02 Gamma proteobacterium
Grupo: 11 | Orden: Enterobacteriales

Género: Enterobacter
1) IB:03 Enterobacter sp 2) 1B:10 Enterobacter asburiae 3)I1B:14 Enterobacter hormaechei 4) IB:2
Enterobacter sp 5) IB:23 Enterobacter asburiae 6)IB:25 Enterobacter cloacae 7) IB:1
Enterobacter sp  8) IB:22 Enterobacter asburiae.

Género: Klebsiella
1) IB:04 Klebsiella sp 2) I1B:05 Klebsiellasp  3) IB:07 Klebsiella sp
Género: Pantoea
1) IB:11 Pantoea agglomerans
Grupo: I | Orden: Xanthomonadales
Género: Xanthomonas
1) IB:24 Xanthomonas sp
Grupo: IV | Orden: Pseudomonales
Género: Pseudomonas
1) 1B:06 Pseudomonas monteilii 2) IB:15 Pseudomonas sp 3) I1B:16 Pseudomonas sp 4) IB:1
Pseudomonas sp
Sub division: Alfa-proteobacteria
Grupo: V | Orden: Rhizobiales
Género: Rhizobium

1) IB:17 Rhizobium sp

Género: Agrobacterium

1) IB:13 Agrobacterium sp
Sub division: Beta-proteobacteria
Grupo: VI | Orden: Burkholderiales
Familia: Burkholderiaceae
Género: Burkholderia

1) IB:01 Burkholderia sp 2) 1B:19 Burkholderia caribensis
Division: Firmicutes
Clase: Bacilli
Grupo: VII | Orden: Bacillales

Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

1) 1B:21 Bacillus sp
Division: Bacteroidetes
Grupo: VI | Orden: Flavobacteriales
Familia: Flavobacteriaceae
Género: Chryseobacterium

1) 1B:09 Chryseobacterium sp

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

Secuencias de ADN bacteriano correspondiente al gen ribosomico 16S rARN,
fueron amplificados mediante la técnica de PCR y secuenciados por el método de Sanger
etal., 1977.

Las secuencias de ADN fueron procesadas y analizadas para la filogénia
bacteriana, para lo cual se construyo arboles filogeneticos con las secuencias obtenidas

versus secuencias disponibles en el banco de genes GenBank.

Los aislados bacterianos endéfitos de los grupos de los 6rdenes I, 11y 111 (Tabla
12) se agruparon en la sub-division de Gamma-Proteobacteria, perteneciendo a la division

Proteobacterias.

En el Grupo | fueron identificados dos aislados bacterianos enddéfitos

pertenecientes al género Gamma.

El Grupo Il estuvo compuesto del orden Enterobacteriales con enterobacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae que incluye tres géneros (Enterobacter,
Klebsiella y Pantoea) en este estudio fue obtenido en total 12 endéfitos pertenecientes a

los géneros Enterobacter, Klebsiella y Pantoea.

El Grupo 11l estuvo integrado por el orden Xanthomonales con la familia

Xanthomonaceae y con un aislado bacteriano del genero Xanthomonas.

El Grupo 1V estuvo conformado por el orden Pseudomonales compuesto de una
unica familia Pseudomonaceae que comprendio el género Pseudomonas con cuatro cepas

correspondiente a este género.

Los géneros bacterianos de los grupos V' y VI pertenecieron a la sub-division de

Alfa-Proteobacterias, también perteneciente a la division Proteobacterias.

El grupo V, con el orden Rhizobiales, familia Rhizobiaceae estuvo representada
por dos géneros: Rhizobium, que consto de una cepa y del genero Agrobacterium

igualmente con una cepa identificada.

Los grupos VI, VIl y VIII correspondieron a la sub-division Beta-Proteobacterias
(Tabla 10). El Grupo VI incluye el orden taxonémico Burkholderiales, con la familia

Burkholderiaceae con dos cepas del género Burkholderia.
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El Grupo VII, estuvo relacionado a la Division Firmicutes que son aislados
endofiticos que no pertenecen a la division Proteobacteria. Este es el caso del grupo VII

con el orden Bacillales, con la familia Bacillaceae y con un aislado del género Bacillus.

Finalmente el grupo VIII estuvo compuesto por una cepa perteneciente a la
division Bacteroidetes y agrupada en el orden Flavobacteriales, familia

Flavobacteriaceae, del género Chryseobacterium.

En total se identificaron 11 géneros: Gama-proteobacteria, Enterobacter,
Klebsiella, Pantoea, Xanthomonas, Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium,

Burkholderia, Bacillus y Chryseobacterium (Figura 6).

Bacillus Chryseobacterium Gamma proteobacterium

0
4% e 8%
Burkholderia
8% N
Agrobacterium
4%
Rhizobium
4%

Enterobacter
32%

Xanthomonas

4% Pantoea
4%

Figura 6. Resultados del porcentaje de aislados endofiticos perteneciente a cada
género bacteriano obtenido durante este trabajo. Sdo Paulo — Brasil. 02/03/2017.

Teniendo en cuenta los tres drganos vegetales, el mayor nimero de aislamientos
bacterianos de endofitos se obtuvo en las raices con (15 cepas), seguido por el tallo (7
cepas) y el hoja (3 aislados), en relacion al namero de géneros taxondmicos quien
predomino en los tres 6rganos diferentes fue el género bacteriano Enterobacter con 37%
seguido de Pseudomonas con 16% y 12% con bacterias de genero Klebsiella. Los géneros
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Gamma proteobacterium, Burkholderia, Pseudomonas fueron aislados sélo en tallo y

raiz.

4.5. Analisis de secuencias de ADN y perfil bioquimico — API 20E

La determinacion del perfil bioquimico de las cepas se realiz6 como prueba
complementaria y confirmativa después de analizar las secuencias obtenidas del gen 16S
rARN cuyos resultados mostraron que en algunos casos, parte de las secuencias fueron
similares a las del gen 16S rARN depositados en el Gen Bank (NCBI). Por lo tanto, se
decidid utilizar el sistema de identificacion bioquimica API 20E (Figuras 7 y 8).

La mayoria de las cepas de la familia Enterobacteriaceae fue identificada como
perteneciente al género Enterobacter, Klebsiella y Pantoea. Otros géneros fueron
identificados como Pseudomonas. Los resultados del perfil bioquimico de entero

bacterias endofiticas identificadas por el sistema API 20E (Tabla 11).

Existieron limitaciones en cuanto a la identificacion bioguimica con el Sistema
API-20E, por lo que fue dificil de identificar algunas cepas, siendo considerado como
perfil bioquimico no identificable o interpretable como se aprecia en la Tabla 13. Un
problema importante de los sistemas de prueba fenotipicos es que las bases de datos de

estos Kit bioquimico comerciales son limitadas.

El andlisis de secuencias del 16S rADN demostré ser una herramienta de
diagnostico til, con caracteristicas de desempefio mas altas que los métodos fenotipicos

clasicos en este caso el uso de kit bioquimico comercial APl 20E.

La secuenciacion molecular del gen 16S rADN nos permitié una identificacion
mas precisa de los aislados bacterianos seleccionados que los métodos fenotipicos
desenmascarando de esta manera como muestras falsos positivos. El procedimiento de
secuenciacion de regiones variables del 16S ADNr utilizado en este estudio fue facil de
implementar y no implicd un costo significativamente mayor que la caracterizacion

bioquimica.

Por lo tanto, recomendamos pruebas suplementarias utilizando secuenciacién u
otro metodo genético si se indica una identificacion mas precisa en bacteriologia de
microrganismos endofitos provenientes de plantas. En la metodologia de identificacion

bioquimica con el Kit API-20E, Se utilizé como control positivo Escherichia coli (Figura
7vy8).
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Tabla 13: Perfil identificacion bioquimico utilizando el kit comercial API-20E.

Endéfitos bacterianos

@ @ @ @ @ © @ © @

Perfil bioquimico 2 5 & R & S < & =
ONPG - - + + + - + - +
ADH - - + - - + - - +
LDC - - - + + - + - -
obC + - - - - - - - -
CIT + + + + + + + - +
H,S + + - - - - - + -
URE + + - + + - + + -
TDA - - - + + - + - -
IND - - - - - - - - -
VP - - + + + - + - +
GEL - - - - - - - - -
GLU - - + + + - + - +
MAN - - + + + - + - +
INO - - - + - - + - -
SOR - - + + + - + - +
RHA - - + + + - + - +
SAC - - + + + - + - +
MEL - - - + + - + - -
AMY - - + + + - + - +
ARA - - + + + - + - +

5 0 50 59 5 0

z¢ 2| 2| &| §|23| Z|2g| T

= | 3= T =3 g | 3= g | 3= T

35 |85 S & & |33 ==t S

Identificacion =3 | 58 5 5 5 |@d 5 |a@o° S
- -+ o [~ ot o

Y I = 1% %) D (%) =l a

=X =X < © ° |2 c |z <

@ ) 17 @ @ n

© ©

El simbolo (+) indica que es una reaccion positiva y el simbolo (-) indica que es una

reaccion negativa.

ONPG: 2-nitro-fenil-BD galactopiranocida (actividad de la B- galactosidasa).
ADH: L-arganina (actividad de la Arginina-dihidrolasa).

LDC: L-lisina (actividad de la lisina Decarboxilasa).

ODC: L-ornitina (actividad de la Ornitina Decarboxilasa).

)

IT: Citrato trisédico (utilizacion de CITrato).

T

2S: Tiosulfato sodico (produccion de HzS).
RE: Urea (UREasa).
TDA: L-triptofano (actividad de Triptéfano DesAminasa).

C

IND: L-triptéfano (produccion de INDole).

VP: Piruvato sddico - produccion de acetoina.
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Figura 7. Control positivo — Escherichia coli (ATCC 25922) — identificado con kit API
— 20E. Sao Paulo — Brasil. 06 / 10 / 2016.

Figura 8. Identificacion bioquimica de bacterias endofiticas analizadas con el kit
comercial API 20E, perfil no identificable. Brasil 06 /10 /2016.
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4.6. Filogenia molecular

La taxonomia bacteriana moderna permitio la construccion de una clasificacion
jerarquica en los niveles taxonémicos mas superiores, principalmente sobre la base de los
resultados obtenidos por el analisis filogenético usando secuencias de 16S rADN.
Descripciones de nuevas especies son determinadas principalmente basado en los
resultados de hibridacion ADN-ADN, que presenta una evaluacion cuantitativa de las
relaciones inter e intra-especies. Esta serie de técnicas es denominada de Taxonomia

polifasica (Vandamme et al., 1996).

En este enfoque el arbol filogenéticos del gen 16S rADN es la base para la
construccion y clasificacion de las bacterias y la validacion multidimensional es realizada
estimando distintas caracteristicas fenotipicas y moleculares de los organismos en
cuestion. Esta metodologia es considerada estandar en la sistematica bacteriana moderna
(Garrity et al., 2004; Stackenbrandt et al., 2002).

En el presente trabajo de investigacion el analisis filogenético molecular permitié
facilitar la identificacion de los endofitos bacterianos aislados en un 99% de probabilidad
y determinar su relacién con sus ancestros bacterianos o de algunas otras especies de

géneros filogenéticamente y evolutivamente mas proximos.

Estos andlisis se hicieron a partir del secuenciacion del gen 16S rARN obtenido
de cepas bacterianas endofiticas aisladas de S. officinarum L. El analisis fue realizado
mediante el programa BLASTn que mostré distintos grupos taxonémicos bacterianos.

Los aislamientos fueron agrupados en 8 grupos taxonémicamente diferentes (Tabla 10).

Los alineamientos de las moléculas de ADN se realizaron entre secuencias
obtenidas y comparadas con secuencias de ADN disponibles y publicados en el Banco de
Secuencias (GenBank - NCBI). Estos alineamientos se realizaron para tener una mejor
visualizacion del nivel de parentesco ancestral entre las cepas bacterianas aisladas de S.

officinarum L.

Todos los alineamientos fueron realizados utilizando programas de bioinformatica
aplicados a biologia y filogenia molecular como el Software (MEGA v4. 2017 y
CLUSTAW) disponibles gratuitamente en internet, estos programas utilizan métodos
complejos de algoritmos y formulas aplicados en filogenia y evolucion molecular, los

cuales produjeron alineamientos de alto grado de similitud entre las secuencias de ADN
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analizadas. La Tabla 9 muestra los porcentajes de similitud de secuencias obtenidas en
comparacion con las secuencias de la base de datos disponible en el GenBank.

El primer &rbol filogenético (Figura 9) la reconstruccion filogenética fue
elaborado con las secuencias de ADN de los aislados identificados y pertenecientes a la
sub division Gama-proteo bacteria (Tabla 10). Este andlisis confirmd los resultados de
homologia de secuencias obtenidas y comparadas con secuencias disponibles y
publicadas en el NCBI, se muestra el arbol con las secuencias de los aislados identificados
y agrupados dentro del clado pertenecientes al grupo Gama-proteo bacteria como

ancestros bacterianos mas proximos.

Gamma protecbactenum HLA231960
Gamma prolecbactenum 17-64 - EUST1164.1
Gamma profecbactenum AMHTT - HM157860. 1

a7
7

43 IB:.08
a7 IB:.02
] Uncultured gamma proteobaclenum - DO451462.1
_: Uncultured baclenum clone 31MICTTT - JF341040. 1
N Uncultured gamma protecbactenum - HQS32283.1

Xanthomonas sp X11 - FRET227.1

L=}
o

Figura 9: Arbol Filogenético construido a partir de secuencias parciales del gen
16S rARN de (cepas 1B:.08 y IB:.02 pertenecientes al género Gamma proteobacterium)
comparadas con secuencias disponibles en Gen Bank (NCBI) utilizando el método
estadistico Neighbour—Joining. Escala de 0.05 sustituciones de nucleétidos. Valores de
Bootstrap expresos como porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Séo Paulo —
Brasil. 02/04/2017.

El segundo arbol filogenético (Figura 10) se construy con las secuencias de ADN
del grupo del genero Enterobacter (Tabla 10). Los aislados fueron identificados como
Enterobacter sp, Enterobacter asburiae y Enterobacter hormaechei (Tabla 9).
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Vibrio siginotyticus - JN8GI23S, 1
e SOvOld SP. T2 < JNB3D 198, 1
Pantooa soptica - HEGS6634, 1
Entevabacter sp - MEGIGEI0
18.20
iB. 10

i8.25

18.03

18,12

Enterobocter sp. - XL2415630. 1

8. 14

Entorobacter sp. LPPA 961 « HEG46630.

iB.23

-

-

Figura 10: Arbol Filogenético construido a partir de secuencias del gen 16S
rARN de (cepas I1B:.10, 1B:.10, 1B:.25, IB:.03, 1B:.12, IB:.14 y IB:.23 pertenecientes al
género Enterobacter) comparadas con secuencias disponibles en Gen Bank (NCBI)
utilizando el método estadistico Neighbour—Joining. Escala de 0.05 sustituciones de
nucledtidos. S&o Paulo — Brasil. 02/04/2017.

El tercer arbol (Figura 11) fue producido con el género Klebsiella perteneciente a

la familia Enterobactereriaceae. Los Aislamientos del género Klebsiella fueron agrupados

proximos a los generos Klebsiella y Enterobacter. El aislado IB-11 correspondi6 al

género Pantoea (Figura 12) correspondiente al cuarto arbol filogenético.

67 | Bukhoidena sp. Bnj35 EF07033.1

Uncultured beta protecbactenum HM110345 1
Burk holdena sp. AB622656.1

Pseudomonas sp. LPPA 964 - HE646633
Pseudomonas sp. LPPA 962 - HE646631
Psedomonas stulzen - AB600894. 1

Burk hoideria vietnamiensis HQ220011.1
100
6

Burk holdena sp. AB622649.1
9%
ji

100

Pseuvdomonas sp. K7 16S rRNA - FR874238.1
Vibrio alginolyticus - JN863235.1

6

Sematia sp. T2 - JN§59196.1
Enterobacter sp. LPPA 961 - HE646630.1

wol

Enterobacter sp. - HEG46630
Pantoea septica - HE646634.1

alis:1n

+
$
20

0

Figura 11: Arbol Filogenético construido a partir de la secuencia del gen 16S
rARN de la (cepa 1B:11 perteneciente al género Pantoea) comparada con secuencias
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disponibles en Gen Bank (NCBI) utilizando el método estadistico Neighbour—Joining.
Escala de 0.05 sustituciones de nuclettidos. Valores de Bootstrap expresos como
porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Sdo Paulo — Brasil. 02/04/2017.

Los aislados del género Pseudomonas (Tabla 9) se agruparon como Pseudomonas

sp y P. stutzeri (Figura 12).

Psoudomonas sp. LPPA 964 - HE646633
18:06
L L 18:15

Prowsomonas sp LPPA 962 - HE646631
[il’sodomoms stutzen - ADBOOBIH. 1

RS

818

18:16

Psedomonas stutzen - AES10783 1
Pseudomonas sp K7 165 rRNA - FR8/4238

1

Pantooa septica - HE646634 1
Enterobacter sp LPPA 961 - MHEG46630.1
100 |£nlotooacror sp - HEG46630

‘ 1
<0 10 o

Figura 12: Arbol Filogenético construido a partir de secuencias del gen 16S
rARN de las (cepas 1B:.06, 1B:.15, IB:.18 y IB:.16 pertenecientes al género
Pseudomonas) comparadas con secuencias disponibles en Gen Bank (NCBI) utilizando
el método estadistico Neighbour—Joining. Escala de 0.05 sustituciones de nucle6tidos.
Valores de Bootstrap expresos como porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Séo
Paulo — Brasil. 02/04/2017.

El sexto arbol (Figura 13) fue producido con secuencias de los aislados
identificados Rhizobium y Agrobacterium (Tabla 9). El aislado 1B-17 perteneciente al
género Rhizobium fue agrupado a la especie Rhizobium tropici (Figura 13). Ya el aislado
IB:13 del género Agrobacterium se agrupo con especies proximas del genero Rhizobium
siendo que en la actualidad son especies taxonémicamente bien préximas evolutivamente

en plantas como hospederos.
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;?tuzobun tropici 324 - FJ970227 1
Agrobactenum tumefaciens - ABGB0S28
Rhizobium hananense FN79E817
Rhizoblum milvonense - JF412049.1
Rhizobtium sp. 8317 - FJB70553
Rhizoblum sp MLS6 - EU748820 1
18:13

Rhizobium multihospitiom - EF480013.1
Rhizobium sp STM 1419 - ANMOSSSE 1
Agrobacterium sp. TIH2010) HO219288,

100 - Streptomyces sp. - JNBGGG0S 1
L Nocardia sp. FMNOG - ING96620.1
= Paenibocillus sp. Q8 - FRE74235.1
100 l - — Bacillus sp. Q9 - FRB874233.1
R Bacillus sublilis - JN392071.1
0 40 0 20 10 0

Figura 13: Arbol Filogenético construido a partir de secuencias del gen 16S
rARN de las (cepas 1B:.13 y IB:.17 pertenecientes a los géneros Agrobacterium y
Rhizobium) comparadas con secuencias disponibles en Gen Bank (NCBI) utilizando el
método estadistico Neighbour—Joining. Escala de 0.05 sustituciones de nucledétidos.
Valores de Bootstrap expresos como porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Séo
Paulo — Brasil. 02/04/2017.
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Los aislados 1B:01 y 1B:19 pertenecientes al género Burkholderia se aproximaron
filogénicamente al género Burkholderia sp, son mostrados en el séptimo arbol

filogenético (Figura 14).

18:.19
Burk hoidena sp. AB622656. 1
Burk holderia sp AB622649.1

88
100 [ Uncuftured beta proteodbactedum - FG325234.1
8

18:.01

Burk holdera sp. Brij35 EF07033.1

g Burk holderia vietnamiensis HQ220011. 1
Xanthomonas sp X11 - FR87227.1

_g_;»{: Uncultured bactenum clone 31MIC111 - JF341040.1

8 Uncultured gamma proteobacternum - HQ532283.1
100 Uncultured gamma proteobactenum - DQ451462 1
gf,l t Gamma proteobactenum AHTT - HM151960. 1
84 L Gamma protecbactenum 17-6A - EUS71164.1
0 2 10 0

Figura 14: Arbol Filogenético construido a partir de secuencias del gen 16S
rARN de (cepas IB:.19 y IB:.01 pertenecientes al género Burkholderia) comparadas con
secuencias disponibles en GenBank (NCBI) utilizando el método estadistico Neighbour—
Joining. Escala de 0.05 sustituciones de nucle6tidos. Valores de Bootstrap expresos como
porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Sdo Paulo — Brasil. 02/04/2017.
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El octavo y noveno arbol se establecio con los aislados de los géneros Bacillus y
Chryseobacterium respectivamente (Figura 15 y 16). La cepa aislada del género Bacillus
fue filogenéticamente préxima a la cepa del género Bacillus sp (Figura 15) y la cepa
aislada identificada como Chryseobacterium fue filogenéticamente igual a la cepa del

género Chryseobacterium sp.

001 Straplomycas sp. - JNBGE60S. 1
 — Nocardia sp. FMNOS - JNES8E20.1
Paenbcillus sp. Q8 - FRET4235 1
e I Bacilus subths - JNIS2OTT. 1
) n Bacilus 5p QF - FRET4231.Y
G

00 1B:21

] 0 T 0 it 0

Figura 15: Arbol Filogenético construido a partir de la secuencia del gen 16S
rARN de (cepa IB:09 perteneciente al género Bacillus) comparada con secuencias
disponibles en Gen Bank (NCBI) utilizando el método estadistico Neighbour—Joining.
Escala de 0.05 sustituciones de nuclettidos. Valores de Bootstrap expresos como
porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Sdo Paulo — Brasil. 02/04/2017.

100 [ Stroptomyces sp. - JN896609. 1
L Nocardia sp. FMNOG - JN896620. 1
7 Paonibacillus sp. Q8 - FR674235.1
Bacillus sp. Q9 - FR874233.1
e BCHIUS SULLHS - JIN392071.1
Bacitlus sp. TSAWB(2011) JN944559
u Bacillus sp. CmNAS - HM352319,1
100 | Bacillus sp. R-26209 16S rRNA - HE586376.1
Bacillus cereus WJ1 - HQ704377
100~ 18:09
Chryseobacterium sp. BBCT31 - EF471218.1
100 Chryseobactenum aquilrigidense - NR 044334
® Chryseobacterium sp. pp2f - FJ870662.1
5ol Chryseobactenum jejuense AB682422
40— Chryseobactenum indologenes HQ848390

0 ) 2 10 0

Figura 16: Arbol Filogenético construido a partir de la secuencia del gen 16S
rARN (cepa IB:.09) perteneciente al género Chryseobacterium comparada con secuencia
disponibles en Gen Bank (NCBI) utilizando el método estadistico Neighbour—Joining.
Escala de 0.05 sustituciones de nucleétidos. Valores de Bootstrap expresos como
porcentajes de 1000 réplicas a partir de 100 %. Sdo Paulo — Brasil. 02/04/2017.
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4.7. Determinacion cualitativa de la capacidad de solubilizar fosfato inorganico

En este experimento la solubilizacion de fosfato inorganico fue determinado por
métodos cualitativos, en placas Petri se observo la presencia de un halo circular
transparente entorno de la colonia bacteriana, fue utilizado el medio de cultivo Verma
con fosfato inorgénico en placas Petri, los aislados endofiticos que solubilizaron el fosfato
inorganico fueron los géneros bacterianos correspondientes a Burhkolderia,

Enterobacter, Pseudomonas, Pantoea, Bacillus y Xanthomonas (Tabla 14).

El 29,31% de los aislados bacterianos presentaron la capacidad de solubilizar el
fosfato. Diversos estudios proponen en evidencia la capacidad solubilizadora de fosfatos

por diferentes especies microbianas (Khan et al. 2010).

Segun diversos estudios, manifiestan que las bacterias con capacidad de
solubilizacion de fosfatos destacan los géneros: Arthrobacter, Bacillus, Erwinia,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aerobacter, Pseudomonas,
Flavobacterium, Rhizobium, Serratia, Enterobacter, Pantoea y Rhodobacter (Patifio
2010). En la Figura 17 y 18, se observa alrededor del crecimiento microbiano de los

aislados una zona clara, que evidencia la solubilizacion de fosfatos.

Este cambio de coloracion ocurrié alrededor del crecimiento de las cepas de las
bacterias endofiticas, lo que se encuentra relacionado con el mecanismo molecular y
enzimatico a traves del cual se lleva a cabo la solubilizacién de fosfatos, (Cuadro 14 y
grafico 17). Los mecanismos bioquimicos de la solubilizacion de fosfatos en las bacterias
serian a través de la excrecion de &cidos organicos al medio externo (Rodriguez y Fraga,
1999).

La ocurrencia de un intercambio cationico, permite que el fosfato insoluble se
convierta a formas solubles, a partir de cual ya estaria biodisponible para las plantas. Los
principales acidos organicos excretados son el acido succinico, acido propionico, acido

citrico y el &cido lactico producidos por las bacterias solubilizadoras de fosfatos.

La mayoria de los aislados bacterianos en este estudio solubilizaron el fosfato
inorgéanico, como los obtenidos por Massenssini (2007), en sus aislados de cultivos de
eucalipto. Solamente Burkholderia, Xanthomonas y Bacillus presentaron mejor

solubilizacion del fosfato inorganico (Cuadro 12).
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En la figura 17, se observa la solubilizacion de algunos de los aislados
seleccionados, las bacterias padron fueron las que presentaron los mejores valores de
solubilizacion, entre estos puede observar que Bacillus cepacia utilizado como control

positivo que presento una mejor solubilizacion del fosfato inorganico.
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Aislados bacterianos

Figura 17: Evaluacion de la eficiencia de la solubilizacién de fosfato inorgénico
por los endofitos bacterianos, determinados mediante el indice de solubilizacion de
fosfatos. S&o Paulo — Brasil. 02/04/2017.

La Tabla 14 muestra las caracteristicas fisioldgicas de los aislados endofiticos con
probable aplicacion biotecnoldgica, dentro de las 25 cepas probadas, 13 cepas (80,6%)
mostraron ser capaces de solubilizar fosfato inorganico (formacién de un halo circular

alrededor de la colonia bacteriana, (Figura 18).

Figura 18: Resultados de la formacién de halos producidos por bacterias que
indica actividad positiva para produccion extracelular de solubilizacion de fosfato
inorganico, El signo (+) es una cepa control positivo Bacillus cepacia. Sao Paulo — Brasil.
02/04/2017.
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Las bacterias aisladas provenientes de la raiz fueron las que presentaron mayor
capacidad de solubilizacion de fosfato (87,5%), seguido por las bacterias aisladas a partir
del tallo (9,3%), y finalmente en menor porcentaje las bacterias provenientes del hoja
(3,2%).

Al analizar los porcentajes de cepas con esta capacidad se observa que es mayor
en cepas provenientes de la raiz (87,5%), probablemente debido a que estos
microorganismos se encuentran en un ambiente donde la mayor cantidad de fosfatos se
presentan en formas insolubles (Nausch, 2004), por lo que tendrian que haber
evolucionado hacia la utilizacion de esta fuente de nutrientes en las condiciones en que

normalmente se encuentran en el sistema suelo/raiz.

En el caso del género Bacillus sp, estos son microorganismos endofitos
facultativos por lo que el hallazgo de microorganismos endéfitos solubilizadores de
fosfato, el cual es descrito en la literatura, en este caso permite predecir que pudieron
estar en contacto con fuentes de fosfato insoluble del suelo en algin momento de su ciclo

de vida.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
| Attiplano

Tabla 14: Resultados de la solubilizacion de fosforo inorganico de bacterias
endofiticas aisladas, el indice de solubilizacion (diametro del halo solubilizado/didametro
de la colonia bacteriana, segun Berraqueiro et al., 1976).

Evaluacion de la eficiencia solubilizacion
de fosfato inorganico (mm)
Aislados bacterianos
15 dias
6rgano | @ colonia | ® halo | IS — 15 dias
IB:01 Burkholderia sp raiz 1,3 1,9 1,6
IB:02 Gamma proteobacterium raiz 1,0 sh -
IB:03 Enterobacter sp raiz 0,8 1,4 1,1
IB:04 Klebsiella sp raiz 0,9 sh -
IB:05 Klebsiella sp raiz 0,9 sh -
IB:06 Pseudomonas monteii raiz 1,3 1,0 11
IB:07 Klebsiella sp raiz 0,8 sh -
IB:08 Gamma proteobacterium raiz 1,0 sh -
IB:09 Chryseobacterium sp raiz 1,4 sh -
IB:10 Enterobacter asburiae raiz 1,0 15 15
IB:11 Pantoea agglomerans raiz 1,0 1,3 15
IB:12 Enterobacter asburiae raiz 1,4 sh -
IB:13 Agrobacterium sp raiz 0,7 sh -
IB:14 Enterobacter sp raiz 1,0 1,3 11
IB:15 Pseudomonas sp raiz 1,3 1,6 1,4
IB:16 Pseudomonas sp tallo 1,2 15 1,3
IB:17 Rhizobium sp tallo 0,8 sh -
IB:18 Pseudomonas sp tallo 1,2 15 1,3
IB:19 Burkholderia caribensis tallo 15 1,8 1,6
IB:20 Enterobacter sp tallo 1,0 sh -
IB:21 Bacillus sp tallo 1,3 15 1.4
IB:22 Enterobacter asburiae tallo 1,0 sh -
IB:23 Enterobacter sp hoja 1,0 sh -
IB:24 Xanthomonas sp hoja 1,4 1,8 1,6
IB:25 Enterobacter cloacae hoja 1,3 sh -
Control positivo Bacillus cepacia* 1.4 2.4 1.9

@ colonia: didmetro de la colonia bacteriana en milimetro.

@ halo: diametro del halo bacteriano en milimetro.

IS: indice de solubilizacion de fosfatos (IS = @ colonia / @ halo).

sh: sin presencia de halo. * Control positivo — cepa Bacillus sp (coleccion del

laboratorio).
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4.8. Determinacion de la fijacion biologica de nitrogeno

La fijacion biologica de nitrégeno (FBN) fue determinado in vitro a través de la
prueba de reduccion de acetileno para el etileno, esta técnica es considerado como un
método indirecto para la deteccion de la fijacion de nitrgeno, es una técnica econémica,
sensible y répida, los aislados bacterianos fueron inoculados en medio semi-solido NFB
y los datos fueron reportados mediante la generacion de cromatogramas. En la (Figura
19) es mostrado el experimento, todas las cepas fueron capaces de fijar nitrogeno a
excepcion de las bacterias de los géneros Psedomonas y Xanthomonas que fueron

incapaces de fijar nitrégeno.

Aislado Control Formacién
Endofitico negativo Pelicula
Bacteria Microerofilica
[ [ [
A 4 < A 4
& o

. B

J

-~

PMA

Figura. 19. Determinacion de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) mediante
la prueba de reduccion de acetileno — ARA. Crecimiento de um aislado endéfito em médio
de cultivo semi-solido NFB: control negativo, sin bactéria inoculada. — Formacién de
pelicula micro aerofilica (FPM). S&o Paulo — Brasil. 02/02/2017.

La carga bacteriana de los endofitos fijadores de nitrégeno cuantificada en los
6rganos vegetales estudiados, fueron obtenidos en promedio valores de 195,33x102
NMP/g en el 6rgano del tallo, en la raiz fue el valor de 231,66x102> NMP/g y en la hoja
de 233,66x10? NMP/g respectivamente (Tabla 15).

Referente a los coeficientes de la variacion fueron mayores en la raiz (46.5%) y
en el tallo (35.5%), ya en el 6rgano de la hoja por ser un micro habitat con pocos nutrientes
para las bacterias endofiticas, Ya los valores en los recuentos de las bacterias endofiticas

fijadoras de nitrogeno fue de 0%, estos resultados son presentados en la (Tabla 15).
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Tabla 15. Estudios de la cuantificacion de la carga bacteriana endofitica fijadora
de nitrégeno en los drganos vegetales de la raiz, tallo y hoja de plantas adultas de cafia de

azUcar.

Tipo de Carga bacteriana endofitica fijadora de

argano nitrégeno en (NMP/g) promedio de tres ¥ D.E cv

vejetal repeticiones durante la colecta. (54) (36)

Setiembre Octubre Moviembre

Raiz »229x10% | 235x10° 231x10% 231,66x10° 72,05 46,5
Tallo =236x10°% | 220x10% | 130x10? 195,33x107? 73,08 35,5
Heja »234x10% | 236x10° 231x10% 233,66x10° 0,00 0,00

R = repeticion, X-= promedio, D.E = desviacion estandar, C.V = coeficiente de variacion

Fue encontrado valores altos para la carga bacteriana diazotrofica en la raiz debido
a que este dérgano tiene contacto con el suelo y contiene exudados conteniendo
carbohidratos que son utilizado por la bacterias epifiticas y endofiticas como nutrientes.
La carga bacteriana del tallo fue encontrado en segunda posicion, donde el tallo de la cafia
de azlcar contiene abundantes carbohidratos.

Referente a la carga bacteriana endofitica por época, en la raiz se observd que
durante los tres meses de setiembre, octubre y noviembre se mantuvo estable dicha carga
bacteriana (Tabla 18 — ver anexo).

En relacidn al tallo fue observado un decrecimo siendo alto en el mes de setiembre
y disminuyendo en los meses de octubre y noviembre. Fue demostrado en este
experimento que la carga bacteriana de bacterias fijadoras de nitrégeno endofiticas varia
de acuerdo al tipo de dérgano vegetal, siendo asi que en la raiz se obtuvo una alta
concentracion y siendo este un micro hébitat ideal para las comunidades bacterianas de
endofitos bacterianos.

El anélisis de varianza (ANDEVA) fue realizado para determinar la significancia
de la carga bacteriana, en los tres tipos de 6rganos vegetales de cafia de azucar (raiz, tallo

y hoja) evaluados demostraron que no presentan diferencia estadistica significativa

(F=1.51; GL=2; P=0,2834).

Herbaspirillum es un género de bacteria fijadora de nitrégeno, estas son capaces
de colonizar los tejidos de diversas plantas de interés economico, incluido el arroz (Oryza

sativa), maiz (Zea mays) y sorgo (Sorghum bicolor) (Baldani et al., 1996) y cafia de

58
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azucar (James, 2000). Este organismo fue aislado desde el interior de las raices, tallos y
hojas (Olivares et al., 1996).

Las espécies que demostraron una mayor capacidade de fiajcion de nitrogeno
fueron Burkholderia sp y Agrobacterium sp, para los cuales se obtuvieron valores
maximos de 2.90 y 2.85 nmoles de etileno consumidos por hora al cabo de 72 horas de
incubacion (Tabla 16) y (Figura 20).

Fijacion Biolagica de Nitrdégeno
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Figura 20. Endofitos bacterianos y la fijacion bioldgica de nitrogeno, cuantificado
por métodos de cromatografia gaseosa — nanomoles de etileno (Cz Ha)). Sdo Paulo —
Brasil. 02/06/2017.

Al igual que en el presente trabajo, otros autores han establecido que Rhizobium
sp, Burkholderia sp, Enterobacter sp, Klebsiella sp y Pseudomonas sp como endofitos
que coloniza raices y partes aéreas. Se sabe que tienen la capacidad de promover el
crecimiento vegetal mediante la produccion de la fito hormona, acido Indol Acético

(AlA) y la fijacion bioldgica de nitrogeno (Molina, et al 2006).
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Tabla 16: Resultados de la fijacion bioldgica de nitrégeno de bacterias endofiticas
aisladas, incubados por 72 horas a 30°C

Fijacion Bioldgica de Nitrégeno
Meétodo de reduccion de acetileno en
Aislados bacterianos cromatografia gaseosa - ARA
Medio de cultivo semi-solido NFB
6rgano | ARA ARA nmol C;H, (etileno)

IB:01 Burkholderia sp raiz + 2.90

IB:02 Gamma proteobacterium raiz + 1.20

IB:03 Enterobacter sp raiz + 2.45

IB:04 Klebsiella sp raiz + 1.30

IB:05 Klebsiella sp raiz + 1.90

IB:06 Pseudomonas monteii raiz - 0.00

IB:07 Klebsiella sp raiz + 1.80

IB:08 Gamma proteobacterium raiz + 1.45

IB:09 Chryseobacterium sp raiz + 0.94

IB:10 Enterobacter asburiae raiz + 0.49

IB:11 Pantoea agglomerans raiz + 1.60

IB:12 Enterobacter asburiae raiz + 1.20

IB:13 Agrobacterium sp raiz + 2.85

IB:14 Enterobacter sp raiz + 1.20

IB:15 Pseudomonas sp raiz + 1.30

IB:16 Pseudomonas sp tallo + 1.30

IB:17 Rhizobium sp tallo + 2.00

IB:18 Pseudomonas sp tallo + 1.40

IB:19 Burkholderia caribensis tallo + 1.70

IB:20 Enterobacter sp tallo + 1.30

IB:21 Bacillus sp tallo + 1.60

IB:22 Enterobacter asburiae tallo + 1.20

IB:23 Enterobacter sp hoja + 1.40

IB:24 Xanthomonas sp hoja - 0.00

IB:25 Enterobacter cloacae hoja + 1.70

Control - Escherichia coli* - 0.00

+ : Significa, aislados endofitos fijadores de Na..

* Cepa control (coleccion del laboratorio).

Las colonias bacterianas fueron inoculadas en placas de Petri con medio NFB e
incubadas, con ayuda de la aza se inocularon de 3 a 4 colonias bacterianas en 3 frascos
(tipo penicilina de 20 ml capacidad) con medio de cultivo semi-solido NFB. Una vez
inoculado, cada frasco fue lacrado con la tapa de jebe y sellado con tapa de aluminio.
Seguidamente a la fase aérea del frasco se adiciono 10% de gas acetileno y luego incubado
sin agitacion a 30°C por 72 horas. La produccién de etileno fue probada cualitativamente,

inyectando 0,1 ml de la fase aérea del gas producido en un cromatégrafo a gas Shimadzu
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GC-14A, con columna Porapak-N 80/100-INOX a 70 °C, inyector 180 °C y detector a
230 °C.

4.9. Determinacion de la actividad antagdnica (anti fangicos)

De las raices, tallos y hojas de cafia de azucar, solamente fueron observados 10
cepas bacterianas endofiticas con capacidad de inhibicion del crecimiento micelial contra
hongos patdgenos de plantas, siendo las cepas de IB.01 Burkholderia sp con 75 % de
inhibicidn contra el hongo Sclerotinia sclerotiorum, IB.02 Gama proteobacterium con 65
% de inhibicién contra Rhizoctonia solani, I1B.03 Enterobacter sp con 55 % de inhibicion
contra S. sclerotiorum, Chryseobacterium sp con 45 % de inhibicion contra el hongo
Verticillum dahliae, el endofito 1B.10 Pantoea agglomerans tuvo la capacidad de
inhibicién para dos hongos S sclerotiorum y V dahliae con porcentajes de 60 y 30

respectivamente.

Igualmente IB.15 Pseudomonas sp innhibio dos hongos R. solani y V dahliae con
porcentajes de 45% y 55% ya el endofito 1B.16 Pseudomonas solo inhibio un solo hongo
V dahliae al igual que 1B.18 Pseudomonas sp tuvo una inhibicion de 45% contra V
dahliae, y 1B.19 Burholderia caribensis inhibio el crecimiento contra el hongo R. solani

en un 75%.

La prueba de actividad antifingica de bacterias aisladas contra 3 especies de
hongos fitopatdgenos: R. solani, S. sclerotiorum y V. dahliae los resultados son
reportados en la (Tabla 17). Las pruebas de enfrentamiento dual (endofito Vs hongo
patdgeno) se encontré una reducida inhibicion micelial en el crecimiento del hongo fito

patdgeno al aproximarse al endofito bacteriano (Figura 21).
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sndofito bactertano

Figura 21: Resultados cualitativos de la inhibicion micelial de endofitos
bacterianos contra hongos fitopatdgenos: A) Burkholderia sp versus Sclerotinia
sclerotiorum, B) Pseudomonas monteilii versus Sclerotinia sclerotiorum, C) Pantoea
agglomerans versus Sclerotinia sclerotiorum, D) Pantoea agglomerans versus
Verticillum dahliae, E) Pseudomonas sp versus Rhizotonia solani, F) Bacillus sp versus
Verticillum dahliae, G) Burkholderia caribensis versus Rhizotonia solani y H) control
negativo Escherichia coli versus Rhizotonia solani. Sdo Paulo — Brasil. 02/02/2017.

En esta investigacion pocos aislados bacterianos fueron capaces de producir
enzimas inhibidores del crecimiento contra los hongos fitopatdgenos, los endofitos que
inhibieron el crecimiento micelial fueron del grupo de microorganismos que pertenecen
a los géneros Burkholderia sp, Gamma proteobacterium, Enterobacter sp, Pseudomonas
monteilii, Cryseobacterium sp, Pantoea agglomerans, Pseudomonas sp y Burkholderia
caribensis, (Tabla 17).
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Tabla 17: Resultados de la actividad antagdnica cualitativo (anti fangicos) de
bacterias endofiticas aisladas de cafa de azlicar contra Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum y Verticillum dahliae.

i % de inhibicién del crecimiento
Organo micelial / hongos fitopatdgenos
N.-  Aislados bacteriano

Rhizotonia | Sclerotinia Verticillum
solani sclerotiorum | dahliae
IB:01  Burkholderia sp raiz - +(75%) -
IB:02 Gamma proteobacterium raiz + (65 %) - -
IB:03  Enterobacter sp raiz - + (55 %) -
IB:04 Klebsiella sp raiz - - -
IB:05 Klebsiella sp raiz - - -
IB:06 Pseudomonas monteilii raiz +(60 %) -
IB:07 Klebsiella sp raiz - - -
IB:08 Gamma proteobacterium raiz - - -

IB:09 Chryseobacterium sp raiz - - + (45 %)
IB:10  Enterobacter asburiae raiz - - -

IB:11 Pantoea agglomerans raiz - +(60%) | +(30%)
IB:12  Enterobacter asburiae raiz - - -
IB:13  Agrobacterium sp raiz - - -
IB:14 Enterobacter hormaechei raiz - - -

IB:15 Pseudomonas sp raiz + (45 %) - +(55 %)

IB:16  Pseudomonas sp tallo - - +(50 %)
IB:17  Rhizobium sp tallo - - -

IB:18 Pseudomonas sp tallo - - +(45%)
IB:19  Burkholderia caribensis tallo + (75 %) - -
IB:20  Enterobacter sp tallo - - -
IB:21  Bacillus sp tallo - - -
IB:22  Enterobacter asburiae tallo - - -
IB:23  Enterobacter sp hoja - - -
IB:24  Xanthomonas sp hoja - - -
IB:25 Enterobacter cloacae hoja - - -
Control neg. Escherichia coli* - - -

Cepa control (coleccion del laboratorio). (+) Son cepas que tienen la capacidad de

inhibicion micelial. (-) son cepas sin capacidad de inhibicion micelial.

En cuanto al origen del érgano vegetal aislado respecto al enddéfito con capacidad
de inhibicion micelial y anti fungica fueron provenientes mayormente de la raiz, seguido

del tallo y ningun endofito de la hoja.

Segun la literatura cientifica existe una cepa del complejo Burkholderia cepacia
gue produce un metabolito antifungico altamente activo contra un amplio espectro para

hongos (Quan et al., 2006). Este metabolito ha traido un gran interés biotecnol6gico como
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un producto bio-pesticida para el control bioldgico de hongos y otras plagas que afectan

a plantas y cultivos de interés comercial.

De esta manera, el presente trabajo de investigacion pretende contribuir con el
conocimiento cientifico por medio del estudio de bacterias endofiticas de cafia de aztcar
y sus posibles aplicaciones biotecnoldgicas, como la fijacién bioldgica de nitrégeno
(FBN), solubilizacion de fosforo y producciéon de anti fangicos, corroborando con
diferentes trabajos de investigacion de plantas y sus estudios referente a diferentes nichos
ecologicos como la rizosfera (Franche, 2009) y endofiticas (Kuklinsky-Sobral et al.,
2004; Baldani y Baldani, 2005), en especial en plantas de cafia de aztcar (Mendes et al.,
2007; Gasser et al., 2011, Castro et al., 2011).

La diversidad de los microorganismos endofiticos que colonizan las plantas
influencian en la variacion de las respuestas benéficas del proceso simbidtico y no
simbidtico entre bacteria/planta (Wissuma et al., 2008). Fueron realizados diversos
estudios en plantas de cafia de azlcar para demostrar los beneficos de las bacterias
Boddey et al., (2003), Castro-Gonzales et al., (2011), Taulé et al., (2011) y Urquiaga et
al., (2012).
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos bajo las condiciones en que se condujo el

estudio, se llegd a las siguientes conclusiones:

1. El gene ribosémico 16S rARN es un buen marcador molecular el cual permitio

la identificacion taxondémica de los endofitos bacterianos.

2. Los endofitos bacterianos aislados de los tejidos internos de cafia de azUcar

fueron mayoritariamente provenientes de las raices.

3. Lasolubilizacion de fosfato inorganico fue mayormente en endéfitos

provenientes de las raices.

4. Los géneros Burkholderia y Pseudomonas fueron los que presentaron mejores
resultados referentes a la fijacion de nitrégeno y produccion de antibiosis contra

hongos patdgenos.
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VI. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar, estudios complementarios al presente, que se encuentren
inmersos en la ciencia de la biotecnologia, con areas afines, como la protedmica,
transcriptomica y metabolomica para entender con mayor detalle las interacciones

de los microorganismos con las plantas.

- Aplicar tecnologias modernas de identificacion bacteriana como el
secuenciamiento completo de genomas mediante la secuenciacién de nueva

generacion.

- Fomentar el desarrollo de tecnologias para la agricultura ecoldgica u organica en
el Altiplano Punefio, para generar un adecuado manejo ecolégico de los cultivos

andinos y de esa manera evitar el uso de agro toxicos.

- Desarrollar nuevas tecnologias de produccion de biofertilizantes para la

agricultura.
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