
¡, 

" 
~ , 

-- --------------

VNlVEll:'.DAD NAqONAL 
AV1'>N'?-1A D[ 

Mu:lCp 

0306:1v 

1 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

. , , 

"". 
CENTRO DE INVESTIGACIÓN SOBRE FUA'ClóN 

DE NITRÓGENO 

~'''::< ,.: 
,': .... 

,r- ~*.: 

DETECCIÓN, AISlAMIENTO E IDENTIFICACiÓN DE BACTERIAS 

DIAZÓTROFAS ENDÓFlTAS DEL MAíz 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN 

INVESTIGACIÓN BIOMÉDICA BÁSICA 

PRESENTA: 

PAUUNA ESTRADA DE LOS SANTOS 

JUNIO,2000 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



.. 
~ ... 

t"· ,. 
~ •... 
't-., ,. 

:;. 

El presente trabajo se realizó en el Programa de Ecología M,blicular y 

Microbiana del Centro de Investigación sobre Fijación de Nitrógeno, 

Universidad Nacional Autónoma de México, bajo la Asesoría del Dr. Jesús 

Caballero Mellado. 



Comité Tutoral durante el posgrado: 

Dr. José de Jesús Caballero Mellado (Tutor principal) 

Dra. María Esperanza Martínez Romero 

Dr. David René Romero Camarena 

Jurado de Examen: 

Dr. José de Jesús Caballero Mellado 

Dra. Elda Glladalllpe Espín Oc ampo 

Dra. María Esperanza MartÍnez-Romero 

Dr. Daniel Piñero Dalmall 

Dra. María Valdés Ramírez 

f
í." ..• , " 

, 
( 



INDlCE 

Resumen ................................................. . 

Introducción............................................ 2 

Antecedentes............................................ 9 

Objetivos................................................. II 

Material y Métodos.. .......................... ... .... 12 

Resultados............................................... 23 

Discusión................................................. S6 

Conclusiones............................................ 69 

Perspectivas de investigación..................... 70 

Anexo.:................................................... 71 

Referencias bibliográficas......................... 74 



, 
RESC\lE:-; 

El maíz c!s uno de los .:u1t1\ 0-' ..lgrícol.:.ts más Importantes -:n \l¿xico y en d mundo. Su 

ImportancIa deriva tanto de su uso como fuente alimenticIa para el mexicano. como por la gran 

canudad de subproductos que pueden ser obtenidos de él. Tornando corno base las altas tasas de 

fijación biológica del nitrógeno registrados en la caña de azúcar (50-80 '7e del ~ de la planta). se 

ha sugerido que las bacterias endófitas puediéran ser más importante que las rizosféricas sobre e! 

crecimiento de las plantas. A pesar del conocimiento que se tiene sobre la presencIa de bacterias 

endófitas del maíz. el estudio de los diazótrofos en esta planta es prácticamente nulo. Sobre esta 

base resulta importante investigar la presencia de bacterias endófitas del maíz y evalu.u 'u 

contribución sobre d crecimiento y en la economía del nitrógeno de la planta. 

La presencia de bacterias diazótrofas endófitas se determinó en dos variedades de maíz 

("rojo" y "piedra blanca") cultivadas en la región indígena :Vlije de Oaxaca. ylediante 

cromatografía de gases se detectó actividad reductora de acetileno (ARA) en macerados de 

plantas de maíz maculadas y no inoculadas con suelo rizosférico. pero esta actividad no se 

regIstró en granos de maíz germinados. El número total de diazótrofos endófitos encontrados 

fue en el orden de 10~ UFC/g de tejido fresco. De las cepa aisladas del maíz "rojo". 13 fueron 

identIficadas como diazótrofos mediante ensayos de reducción de acetileno e hibridación con 

los genes nifHDK de Rhizobillm erh. Del maíz "piedra blanca" se aislaron I S cepas diazótrofas. 

Mediante el uso de pruebas bioquímicas se determinó que los diazótrofos encontrados en el 

interior de las plantas de maíz pertenecen a los géneros Kebsiel/a. Ellterobacter. Azosplril/wlI y 
Bllrk/¡olderia. El hallazgo de bacterias fijaJoras de nitrógeno del género Bllrk/¡olderia resulta 

llltéCe,ante Jebluo a que hasta Jhora ,010 se hJ reportJdo la asociación ue diazótrofos Je cqe 

gr.!nero con d J.rroz. Ademús, mediante d análisis d~ la secuencia dd ~en ribosom.1! 16S St..' 

determinó que los aislados no pertenecen a alguna de las especies fijadoras conocIdas de! género 

BlIrkholderia. lo cual indica que se trata de nuevas especies de este género. :\0 obstante. para 

definir la posición taxonómica correcta de estas cepas se requiere de un anj,lisis más ampllD. en 

el cual se deben incluir ensayos de homología DNA-DNA. Ensayos de inoculación en dos 

'aneuaues de maíz (híbrido y criollo) con los aislados identificados como Enterahacter: 

Bllrkhalderia fueron llevados a cabo. La respuesta del maíz a la inoculación resultó variable 

uependiendo de la cepa. la variedad de maíz y la adición de nitrógeno mIneral. DeterminaCIón 

JeI nItrógeno total en las plantas de maíz muestra que las plantas maculadas poseen un nivel más 

alto que el de las testigo. ¡V;o obstante. la determinación del porcentaje de nitrógeno en plantas 

inoculadas y no inoculadas muestra que los niveles de este elemento son similares. sugiriendo 

que la contribución bacteriana al crecimento de las plantas no fue a través de la FBN. La 

producción de compuestos auxínicos en medio de cultivo por las cepas de Enterobacter sugiere 

que la contribución al crecimiento de las plantas de maíz podría deberse a estos compuestos. El 

mecanismo mediante el cual la cepa identificada como Burkhalderia promueve el crecimiento de 

las plantas de maíz se desconoce. 

En este trabajo se demuestra que los microorganismos se encuentran ampliamente 

distribuidos en la naturaleza. incluyendo los tejidos internos de las plantas donde no ,ausan 

daño. SIn embargo. la presencia endófita de los diazótrofos no SIgnifica que la FB:\ se lle'e a 

cabo en Interior de las plantas. pero sugiere que dicha actividad pudiera expresarse. 



INTRODUCCION 

En la naturaleza existe un gran número de microorganismos entre los cuales se incluyen 

especies de hongos. actinomicetos y bacterias. Por citar un ejemplo. tan solo en una pequeiia 

porciún de sucio pueden encontrarse varios cientos de millones de ellos (Torsvik y col. 19l)()1. 

SIIl embargo. el conocimiento que se tiene sobre los microorganismos es escaso. ya que la 

gran mayoría son ignorados o desconocidos a menos que sean los causantes de alguna 

enfermedad o de la pudrición de alimentos. 

Se conoce que del total de las bacterias observadas al microscopio, sólo entre el 0.1 y 

I c/c, logran ser cultivadas en el laboratorio (Torsvik y col. 1990). Bull Y col. ( 1992) refieren 

en cerca de 5.000 el número de especies de organismos no eucarióticos, y de acuerdo con sus 

estudios presentan un estimado total de 40.000 especies bacteriana.s en la naturalc/a. 

calculando que el porcentaje de bacterias conocidas asciende a un 12 q. 

Hoy en día es aceptado generalmentc, que el conocimiento sobre los microorganismos se 

ve limitado severamente debido a la necesidad de obtener cultivos puros para su 

caracterización. Por ejemplo, mediante el uso de métodos dependientes de medios de cultivo la 

estructura de una comunidad bacteriana no puede ser descrita adecuadamente debido a que 

pucden obtenerse resultados parciales (Wagner 1993). Existen distintas razones que impiden 

cultivar a un gran número de microorganismos, entre éstas se encuentran las interdependencias 

que existen entre muchos de ellos, y en algunos casos, el microorganismo puede encontrarse 

en un estado viable pero no cultivable (Oliver y col. 1991). Es conocido también que, 

dependiendo de la composición y características fisicOlluímicas dellllL'dio dL' cultivll ulili/.adll 

se logra el aislamiento de solo algunos grupos bacterianos (Balandreau I 9X3). 

En la actualidad la diversidad puedc conocerse independicntemente del cultivo de los 

microorganismos. Al respecto. Torsvik y col. (1990) han demostrado una alta diversidad 

bacteriana en el ambiente del suelo. Estos autores. mediantc la desnaturalización térmica y 

reasociación del DNA, determinan que la mayor parte de la diversidad encontrada pertenece a 

una porción de la comunidad que no puede ser aislada ni cultivada en el laboratorio. 

El interés reciente que han despertado los microorganismos, en particular las bacterias. 

se debe en gran medida al impacto benéfico que algunas especies tienen sobre la actividad del 

ser humano. Se reconoce el importantc papel que juegan en la biotecnología. en la producciún 
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lk alimcntos, medicamentos y energía (Madigan y col. 19<)7), Así IllISIlH>, L'S rCl'oIHlL'id" cl 

papel que despempeñan en los procesos biogeoquímieos en la naturalel.a y L'n la agrinrltura 

(Madigan y col. 19<)7). En este último caso, se conoce que las plantas pueden interacclonal 

con una gran variedad de bacterias ril.osféricas y que algunas de estas n:laciones resultan 

favorables par:! su crecimiento, Distintos mecanismos bacterianos mediante los cuales las 

planlas se ven favorecidas han sido descritos. Entre éstos se encucntran la soluhilizaciún dc 

minerales (Graham 1986), la supresión de patógenos (Wellc.r 19S9l, la producción de 

hormonas reguladoras del crecimiento vegetal (Holland y Polacco 1994) y la fijación biológica 

de nitrógeno, FBN (People y col. 1995). 

Tomando en cuenta algunos de estos mecanismos, distintas especies bacterianas han sido 

seleccionadas para llevar a cabo ensayos de inoculación de cultivos de gran importancia 

agronómica. Los primeros éxitos de la inoculación bacteriana fueron obtcnidos con clus" I.le: 

diferentes especies de Rlzi:obiu111 asociadas a leguminosas, en donde se ha demostrado que d 

decto benéfico se debe a la FBN. Sin embargo, el éxito de Rlzi:obiulI/ debido a la FSI\: parece 

estar restringido a la simbiosis con la leguminosa hospedera. En experimentos de inoculación 

de aIToz con R, I,,!<unlillo.wrum bv. trifolii se encontró un incremento significativo en el peso 

seco de las plantas, pero los resultados obtenidos en el contenido de nitrógeno de éstas no 

fueron contundentes para ser atribuídos a la FBN, lo cual sugirió que algún otro mecanismo 

fue el responsable de los incrementos observados (Yunni y col. 1<)<)7 l. Estos autmes 

propusieron como mecanismo alternativo la producción de fitohormonas, considerando que 

éstas estimulan el crecimiento radical de las plantas y con ello la ct'iciencia en la captación de 

nutricntes y cl agua del suelo, 

La inoculación de cepas de P.I'elldoll/Olla.l' spp. y Kleb.l'iel/a spp. a plántulas de manzano 

mostró incrementos en su crecimiento hasta en un 65 %, lo cual. aparentemente sc debe a un 

efecto antagónico sobre los hongos patógenos (Caesar y Burr 19XX). 

El análisis de los resultados obtenidos de numerosos experimentos de inoculación de 

diferentes gramíneas con Azospirilllll1l spp, mostraron que entre el 60-70 % de los 

experimentos fueron exitosos, observándose incrementos significativos en la producción de 

los cultivo en el orden de 5 a 30 % (Okon y Labandera 1994), El principal mecanismo 

involucrado en la promoción del crecimiento de las plantas se ha atribuído a la capacidad de 

A~(J.\pirillllll/ spp. para producir fitohormonas. Actualmente el uso de inoculantcs de 
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A;o.\pirillulIl spp. está cobrando auge en la agricultura intesiva de países COIllO Francia y 

Sudáfriea (Y. Okon eom. pers.), y en México se han inoculado 750 mil hectúrcas de Illaí/. 

trigo y cebada (CIf'N, UNAM-INlfAP, SAGAR) con resultados exito"". 

No obstante el éxito obtenido con la inoculación de distintas especies bacterianas. se 

reconoce que éste parece depender de distintos factores. Entre éstos se encuentran el número 

óptimo de célLlas en el inóculo y el método de inoculación utilizado. Un gran énfasis se ha 

puesto sobre la necesidad de poseer un mayor conocimiento sohn, la interacción de 

A~osl'irillum spp. con la planta y su capacidad de colonizar la rizosfera antes de seleccionar 

cepas para fines agronómicos (Assmus y col. 1995). Estos autores demuestran que la 

distribución de Azospirillu/1! hrasilense, en la rizósfera o en el interior de las raíces de trigo, 

depende de la cepa inoculada. 

Es interesante señalar que aún en la década de los '40s se consideraha que una planta 

saludable se mantenía estéril en su interior, sin embargo, Schanderl (llJ-IO, citado por 

Dobereiner y col. 1993) realiza una extensa revisión en la literatura y concluye que las 

bacterias son habitantes normales de los tejidos internos de las plantas. Estudios recientes han 

confirmado la presencia de bacterias en el interior de las plantas sin causar daño visual. Esta 

clase de microorganismos podrían ser más importantes que las poblaciones residentes en el 

ambiente ril.Osférico debido a que se encuentran en una mejor ubicación para aprovechar los 

nutrientes en el interior de la planta, los cuales, podrían ser utilizados para el desarrollo de las 

actividades bacterianas que contribuyan con el desarrollo de la planta. Por ejemplo, el 

nitrógeno fijado durante la FBN o las hormonas producidas por la actividad bacteriana podrían 

ser liberadas directamente en el interior dc las plantas. Si una bacteria L'S capaz de invadir y 

proliferar en el interior de las plantas sin causarle daño, probahlcmcnte existirú una interacciólI 

más íntima con el hospedero que cuando la bacteria se encuentra en la rizosfera o en el 

rimplano (Reinhold-Hurek y lIurek 1998b). 

Las bacterias que se encuentran en el interior de las raíces de las plantas se han 

denominado frecuentemente como organismos endorizosférieos (van Peer y col. 1990, Hurck 

y col. 1994), término que Kloepper y col. (1992) proponen eliminar debido a que la palabra 

endorizosfera describe al suelo y no a un nicho dentro de la planta. Estos autores mencionan 

que los microorganismos que habitan el interior de la raíz podrían denominarse colonizadores 

internos de la raíz o alternativamente endófitos. Sin embargo, la palabra cndófito ha sido 
4 



utilizada tambi~n para definir a grupos de hongos que invaden el interior del tallo y las hOjas 

de plantas sin causar síntomas de enfermedad (Wilson 1993). 

Existen distintas definiciones que han sido aplicadas al término elHJtirito. Se ha 

propuesto que endófito podría referirse simplemente a la localización del organisll1o: endo. que 

significa dentro y fito. que significa planta y que dicho tém1ino debe incluir hongos y bacterias 

\Wil"m 1<)<)51. Endófito ha sido definido también como aquella bacteria que habita e1tejiJo 

VIVO de una planta sin causar daño o recibir algún beneficio m~s que el de una "residencia 

segura" (KaJo 1<)91). Otra de las definiciones dadas alt~rmino cll,h',fito es la Je aquel 

microorganismo que habita el interior de la planta durante la mayor parte de su ciclo de vida 

sin causar síntomas aparentes de enfermedad (Quispel 1992). Reinhold-Hurek y lIurek 

¡19<)Ra) adoptan esta definición y además proponen el término de endófito oportunista para 

aquel microorganismo invasivo que vive comúnmente en el suelo. James y Olivares (19<)7), 

cuando se refieren a bacterias endófitas, retoman la definición de endófito que Kloepper y col. 

(1992) proponen. No obstante, esta definición no hace ninguna distinción entre bacter"" 

patógenas y no patógenas. Es conocido que existe una línea divisoria muy fina entre endófitos 

patógenos, no patógenos y simbiontes. Los endófitos y endosimbiontes pueden evolucionar a 

organi.smos patógenos debido a cambios ambientales o del hospedero (Kado 1991). También, 

algunas bacterias pueden comportarse o no como patógenos dependiendo de la planta que 

colonizan. Por ejemplo, Herbaspirillum seropedicae pueden infectar tanto el sorgo como el 

pasto Napier produciendo la enfermedad "mottled stripe", mientras que la caña de azúcar no es 

Jaflada por esta bacteria (Pimcntcl y col. 1991). A pesar de la variaciúll en la, distintas 

dcrilliciones utilizadas para describir a un endófito, todas éstas coinciden en que el organismo, 

patógeno o no, hongo o bacteria, se encuentra localizado en los tejidos internos de una planta. 

La presencia de bacterias endófitas no patógenas, o al menos no causantes de dallo 

aparente, ha sido reportada en tejidos de plantas como limón (Gardncr y col. I 9~2), remolacha 

(lacoos 1985), alfalfa (Gagné y col. 1987), algodón (Mishagi y Donndelinger 1990), maíz 

¡ Fisher y col. 19<)2), vid (Bell 1994), maíz dulce y algodón (Mclnroy y Klocpper 19<)5a) y 

papa (Sturz 1995). Los géneros bacterianos que frecuentemente logran ser aislados de las 

distintas plantas son Pseudomonas, En/erobae/er, Bacil/us, Erwinia y Xalllho/1U!/lllS. 

Dentro de las bacterias endófitas existe un grupo que ha resultado de particular interés; en 

éste se encuentran algunas bacterias que poseen la capacidad de fijar nitrógeno o Jenominadas 
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simplemente como diazótroros endófitos. Distintos diazótrofos endófitos han si UD aislados de 

plantas como ealla de a¡:úcar (Rennic y col. 19¡Q, Cavalcantc y Dobereiner I '!XX. Fucnte.s

Ramírez y col. 1993), kallar grass (Rcinhold-Hurck y col. 1993a), palmeras productoras de 

aceite (Fcrreira y col. 1995), piña (Tapia-Hernándcz y col. 2000), plátano (Weber y col. 

1995), sorgo, PlllliclIl11 mllximllm, Digitllrill decumhells, Bruchillrill decl/l1lhells, lvlelillis 

mil1l/tinora (Olivares y col. 1996), maíz dulce y teocintle (Palus y col. 1996), arroz 

¡Harraljulo y col. 1997), cafeto (Jiménez-Salgado y col. 1997). Pellissetl/lIl¡l/Ir¡1I/relllll. 

1>1 i.\('(/lItlllls sÍI/('lIsis, M. sllccl/llrij/ol'll.\· y Spartillll pl'Clillllla (K i rchhor y col. 1997). Ent re los 

distintos diazótrofos cndófitos que han sido aislados se encuentran A cetohacta 

diazolrophicl/s, especies de Azoarclls y Azospirillum, así como especies de ¡';lIleroIJllClcr, 

lIerhaspirilllllll y Klehsiella. 

Se han propuesto diferentes vías de penetración y diseminación endófita de las bacterias 

en la planta. Mundt y Hinkle (1976), analizando óvulos y semillas de distintas especies de 

plantas, aislaron de sus interiores diferentes bacterias, siendo éstas distribuidas en 19 g~neros 

y 46 especies. De estos resultados propusieron que las bacterias evaden los mecanisnws de 

protección de la planta y son transportadas y depositadas en el interior de los óvulos. Mclnroy 

y Kloepper (1995b) destacan que las bacterias endófitas son habitantes naturales de las 

reglones internas de la raíz y tallo de maíz dulce y algodón y sugieren que provienen de la 

semilla y del suelo. Algunas evidencias indirectas han permitido sugerir que las bacterias 

pueden entrar a la planta a través de las heridas producidas naturalmente o en los espacios que 

se generan por las células que se pierden durante el crecimiento de la raíz. así como en las 

uniones de las raíces laterales (Gagne y col. 1987, van Peer y col. 1990, James y col. 1994). 

También se ha sugerido que la penetración de las bacterias a la planta ocurre en las uniones de 

las células epidérmicas y corticales y a través de las heridas producidas en los puntos de 

emergencia de las raíces laterales (Reinhold y lIurcK 198X). Es posihle que las bacIL'r,,¡S 

"endMitas oportunistas" alcancen el interior de la planta mediante la agregación con bacterias 

ljlle poseen la capacidad de entrar a la planta (van Peer y col. I 99()). La presencia de enzimas 

cclulolíticas en A:o(lrclIs sugiere que esta bacteria podría infectar las raíces de Leploch/o(/ 

.!úsC</ mediante la degradación de la celulosa, la cual es uno de los principales constituyentes 

de las plantas (Reinhold-Hurek y col. 1993b). Del mismo modo se sugiere que en el proceso 

de infección de trébol por Rhizobillm leguminosarum bv. trifolii se encuentren involucradas 
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~nzimas que d~gradan la pared celular de las células de la raíz (Mateos y col. 1992). Otros 

puntos posibles de entrada son los estomas (Ruppel y col. 1992) y las nor~s. lIahw/,irillwl/ 

ruhrisulw/hiwl/s ~s capaz de colonizar las cavidades sub-estomáticas ~n la caila de azúcar. lo 

cual indica una vía probable de entrada y salida de la bacteria a través de los estomas dL' la 

planta (Olivares y col. 1997), además es posible que las bacterias se diseminen a través ,kl 

viento infectando otras partes de la planta u otras plantas. Isopi y col. (1995) determinaron que 

.. l. dia;o¡rtll'lJicI/5 puede introducirse a plantas de Sorg/llIm hic%r cv. Keller vía esporas de 

hongos micorrícicos, pero también se sugiere que pudiera transmitirse y diseminarse a través 

de algunos insectos homópteros (Ashbolt e Inkerman 1990). La caña de azúcar, al igual que 

otras gramíneas, es una planta que se cultiva mediante propagación vegetativa. Esta forma de 

reproducción podría ser otra vía probable de transmisión y diseminación de las bacterias quc 

s~ encuentran en ~I int~rior de las plantas. 

Una v~z dentro de la planta, las bacterias pueden migrar y estahlecerse en aquellos 

tejidos donde las condiciones de crecimiento sean las óptimas (Fisher 1992). S~ ha sugerido 

que el xilema es un buen sitio para que las bacterias diazótrofas lleven a cabo la FB!': y para el 

intercamhio de metabolitos entre la planta y la bacteria endófita (James y col. 1994). Esto 

podría ser particularmente cierto, ya que algunos fijadores de nitrógcno s~ han localizado en el 

x¡]ema de plantas de familias distintas (Ruppel y col. 1992; Hur~k y col. 1994; Cahall~ro

Mellado y col. 1997; Olivares y col. 1997; Fuentes-Ramírez y col. 1999). Por supuesto, la 

presencia de bacterias en el xi lema no es indicativo que la FBN u otra actividad bacteriana que 

promueva el crecimiento de las plantas se lleven a cabo en las mismas. 

Aún cuando existen evidencias que muestran las vías de entrada de las hacterias a las 

plantas y se conocc su presencia endófita, poca información se ticne sobre los ract()r~s 

involucrados ~n la interacción de planta con bacterias henéficas. La simhiosls entre Rhi;"hilllll 

y plantas leguminosas es una de las interacciones más estudiadas. En esta relación exist~ un 

int~rcambio de sejiales entre la planta y la hacteria que conducen a la formación dc un núdulo 

en donde la bacteria lleva a cabo la FBN (Schultze y Kondorosi 1998). Sin cmbargo s~ ha 

visto qu~ la formación del nódulo y la FBN se inhiben en prescncia de nitrógeno mineral 

(Schultz~ y col. 1994). El estableci miento de A. diuwtroplJiclIs en el interior de la calla de 

azúcar parece estar ligado a la concentración de nitrógeno mineral aplicado al suelo dondc 

crece la planta (Fucntes-Ramírez y col. 1993). Estos autores observaron que la cantidad de 
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aislamientos de A. dillzntroplzicllS obtenidos en plantas de caña cultivadas con altas dosis de 

fertilizantes nitrogenados es menor a la de aquellas cultivadas con menor cantidad de 

nnrt·,geno. I"sultado que ha sido confirmado por Muthukumarasamy y col. (199')). La misma 

situación ~c prc~enla, aparentemente, con esta hactcna cuanuo la planta lk pilla (,'I/Ul/tI,) l':-' 

krtilizada (Tapia-lIernández y col. 2000). Similarmente. el númcro de dia/(ítrofos endúflto, 

detectados cn plantas gramíneas distintas, cultivadas sin la adición de fertilizante, 

nitrogenados, es mayor que el de plantas fertilizadas con nitrógeno mineral (Kirchhof y col. 

19971. Aunado a lo anterior, se ha observado que la población de A. dillZ(}trophiclIs aislada de 

plantas de eaña dc azúcar que se cultivan con altas dosis de fertilizantes nitrogenados exhihe 

una menor diversidad genética que la población aislada de caña cultivada con bajos niveles 

(Caballero-Mellado y col. 1995). Recientemente se observó que la adición de fertilizantL's 

nitrogenados a plantas de frijol reduce la diversidad genética de las poblaciones de Rhiz(}hillll1 

LJue se recuperan dc los nódulos de esta planta (Caballero-Mellado y Martínez-Romero 1')')9). 

Aparentemente. cuando una bacteria traspasa las barreras físicas de una planta. ésta lleva 

a cabo la selección de ciertos genotipos bacterianos en el interior de la misma y como 

consecuencia existe una diversidad reducida, en comparación con la población del suelo 

(Reinhold-lIurek y Hurek 19<Jgb). Esta aparente selectividad ejercida por la planta ha sido 

documentada anteriormente con el análisis de poblaciones de BlICilllls pOIVlIlyXlI (Mavingui y 

col. 1')92) Y de Ps('UdO/llOllllS (van Peer y col. 1990). En el caso dc BlICil/lls !,olvlI/y.ta. la 

población en suelo rizosférieo y no rizosférico de plantas de trigo presenta una diversidad 

genotípica y fenotípica mayor a la observada en el rizoplano (Mavingui y col. 1992). En forma 

similar se observó que la población de Pseudomonas aislada del interior de la raíz de plantas 

de tomate es distinta a la encontrada en la rizósfera de esta planta 

Sería muy interesante conocer la diversidad de las especies diazótrofas endúrita" en 

plantas de importancia agronómica, como maíz. y conocer su capacidad para contribUir con el 

crecimiento de las plantas y con la producción de los cultivos. La distribución de los endól'ito, 

~Il la naturaleza es más amplia oc lo que se pensaha, incluso, en años recientes. Por ejcmplo, 

en las raíces de plantas de arroz se determinó. mediante el análisis comparati vo de las 

secuencias de los genes que codifican para la enzima nitrogenasa. que existe una alta 

diversidad genética de diazótrofos endófitos, algunos de los cuales, aún no son cultivados 

(Ueda y col. 1995a,b). 
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ANTECEDENTES 

El maíz (Zea may" ssp. mays) es uno de los cultivos, entre los cereales, más importantcs 

cn el continente americano. Su domesticación, a partir del teocintle, data de aproximadamente 

7000 años (White y Doebley 1998) Y es tan avanzada que de cierta manera podría denominarse 

una "monstruosidad biológica" (Beadlc 19);0). 

El maíz, a diferencia del teocintle, se encuentra envuelto en un sin númcro dc hojas Ljuc 

impiden que las semillas sean dispersadas, este hecho conduciría a que el maíz pereciera cn 

pocas gcneraciones si no es por la ayuda del hombre (BeadJc 19);0). El maí/ y el teocintle son 

dos plantas extremadamente diferentes en cuanto a su arquitectura, sin embargo, este hechn 

mucstra un ejemplo sorprendente y complejo de la evolución morfológica de las plantas. 

El maíz es el recurso renovable más importante del mundo; cada año la mayor parlc dc 

los países Ljuc lo cultivan dedican a su producción 1.5 hectáreas de cada .. cultivahles (F1RA 

199X). La producción mundial de maíz alcanzó, en el año agrícola 1996- l 997,600 millones 

de toneladas (FIRA 1998). En la República Mexicana el maíz ocupa una superficie que alcanza 

casi R millones de hectáreas. Su producción total es alrededor de l K millones de toneladas 

(INEGI 1998) Y actualmente se perfila como el más valioso de los granos por b gr<ln 

diversidad de usos que se le puede dar en la alimentación humana. como forrajes en la 

alimentación dcl ganado y por la gran cantidad de productos que pueden obtenerse de este 

¡FIRA 1998). 

En las últimas tres décadas, a nivel mundial, la mitad de los incrementos logrados en los 

cultivos de cereales ha sido con base en la aplicación de fertilizanles nitrogenados dcbido a la 

escasez de este nutriente en los suelos agrícolas (Graham y col. 1988) Y a la alta demanda 

requcrida por estos cultivos. El desarrollo de la fijación biológica de nitrógeno en el maíz 

podría ser considerado, por un lado, de alto valor económico ya que el coslO de la fertilización 

es muy elevado y por otro, de gran beneficio para el ser humano debido a los prohlemas de 

contaminación ambicnlal que causa el uso de éstos. 

Diversas estrategias se han propuesto para extender la fijación biológica de nitrógeno 

nodular hacia los cereales (Dixon y col. 1993. Boddey y col. 1995, Christiansen 1998). sin 

embargo. para su aplicación se requiere de estudios a largo plazo. Una de las estrategias que 

presenta mejores posibilidades, al menos en corto plazo, es el uso de los diazótrofos asociados 
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~n forma natural con las plantas (Triplelt 1996). 

Diferentes e.'pecies bacterianas se han aislado de la rizosfera del maíz (Hoddey y 

Dobercincr 1988. Di Cello y col. 1997) a~í como de los tejidos internos de la planta (Mclnroy 

y Kloepper 1995a). Aparentemente la edad (Mclnroy y Klocppcr 19950) y la uoicación de los 

tejido> de plantas de maíz dulce (Fishcr y col. 1992) son factores importantes ljue influyen en 

la colonil.i.lciún y pcrsi:-.tcncia uc 10:-' cndúfilo:-.. Se ha observauo gran variaCIl'1I1 ell f,,'1 IlÚllllTU 

de oaeterias endófitas dependiendo de la parte de la planta analizada, 3.5x l 0(' por gramo de 

t~.iido de la parte baja del tallo y de 2.0x l 02 bacterias en la parte superior de la planta (Fisher y 

col. 1992). 

/1. pesar de conocer la existencia de bacterias endófitas asociadas con el maíz, el estudio 

de los diazótrofos en esta planta es poco. Recientemente se logró el aislamiento y la 

identificación presuntiva de Klehsiella sp. de los tejidos internos de plantas de maíz dulce 

(Palus y col. 1996), siendo en la actualidad éste, el único trabajo enfocado hacia el aislamiento 

e identificación de oacterias fijadoras de nitrógeno endófitas del maíz. 

Tomando en cuenta que el estudio de los diazótrofos endófitos del maíz es un úrea poco 

explorada, sería muy importante y de gran valor desarrollar trabaJOS dirigidos hacia la 

húsqueda y evaluación de este grupo microbiano con la finalidad de ampliar los conocimientos 

sohrc' la hiodi,cl'.sidad de los diaZlítroflls asociados y avanzar hacia la sustitución, al menos 

parcial. de los fertilizantes nitrogenados. 
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OBJETIVO CENERA!. 

Aislamiento e identificación de bacterias diazótrofas endófitas de maí/. y deterlllinaciún de 

su pllsihle ellntrihución con el crecimiento de la planta. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar la existencia de bacterias diazótrofas endófitas en variedades de maí! criollas 

de alta producción y en su caso, llevar a cabo la caracterización fenotípica y genética de 

algunas de las especies bacterianas predominantes. 

Evaluar bajo condiciones de invernadero. el efecto de la inoculaciún de algunas hactenas 

endófitas fijadoras de nitrógeno sobre el crecimiento de plantas de maíz. 
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MATERIAL Y METO DOS 

Muestras de maíz, sucio y localización. 

Ión la eomunidau indígena Mixe ue Totontcpec estauo de Oaxaca se cokctú. para L'I 

aislamiento de los diazótrofos endófitos, el suelo adherido a las raíces de maíz y semillas de 

maíces criollos, "'rojo" y "'piedra blanca". La producción de estas variedades en esa zona 

fluctúa entre 2-3 toneladas/ha, cultivándose sin la aplicación de fertili/.antes y abonos 

I Hallherg, como pers.). La variedad de maíz criollo "'arrocillo" cultivauo en el estauo de Puebla 

y el híhrido B-555 que se cultiva en el estado de Morclos, fueron usados en los ensayos de 

invernauero para evaluar el efecto ue la inoculación de los endófitos sobre el crecimiento de la 

planta. 

Esterilización superficial y germinación de las semillas de maíz. 

Las semillas de maíz fueron esterilizadas superficialmente utilizanuo Tween 20 al 1 'ié 

durante lO minutos y cloro comercial diluído al 1.2 '7c por 6 minutos. Al finalizar caua 

tratamiento se realizaron abunuantes lavauos con agua uestilaua estéril (ADE) para eliminarla 

presencia del cloro. l.as scmillas se colocaron en placas con el meuio de cultivo l.B (Ausubcl ) 

Frederick 1987) 1 Y fueron incubadas a 290 e hasta su germinación, generalmente por 4 uías, 

para comprobar la csterilización superficial de la semilla. 

Determinación de la actividad nitrogcnasa (ARA) en semillas de maí/ .. 

Las semillas de las variedades de maíz "'rojo" y "'pieura blanca". superfiL-ialmcnte 

estériles, se colocaron en viales que contenían los medios de cultivo LGI modificado 

(Cavaleantc y Doberciner 19XX), NFh (Dobcreiner 19XO) y Medio A, se taparon con algou(ll1 

en condiciones ue esterilidau y se incubaron a 2<)(] e hasta su germinaci6n. Transcurriuo cl 

ticmpo de incubación se ueterminó la actividad nitrogenasa. 

l. La c()mposición de los medios de cultivo, soluciones y fórmulas se dan en el Ancxll, 
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lktérminación ue la actividau nitrugenasa (ARA) en planta, Ué nJaí/. 

Las semillas superficialmente estériles y germinadas de maíz "roJo" fueron semhrad,,, ,'n 

matraces de 1 litro con vermieulita estéril. humedecidas con 100 mi de ADE y 100 mi de una 

",llIc\l)n nutr,tiva estéril carente de nitrógeno comhinado. Los matraces fueron tapados Clln 

algodón en condiciones de esterilidad y mantenidos en el invernadero bajo condiciones de 

telllpratura controlada (2g-30o C) y periódos de iluminación de 16 horas. Transcurridos 15 

días de incubación se determinó la actividad nitrogenasa (ARA) .. 

Aislamiento ue enuófitos. 

Para el aislamiento de los endófitos se sigueron 5 diferentes estrategias: 

11 Bacterias presentes tanto en el interior como en la superficie de la semi Ila de Illaí/ 

(Tratamiento-I). Se usaron semillas sin esterilizar, las cuales se senlbraron uirectamentc en 

vermielllita cstéril. 

~ 1 Bacterias con potencial enuofítico presentes en la semilla)' en suelo rizosfúico 

ITratamiento-21. Se utilizaron semillas sin esterilizar, las cuales se scmbraron en vermiclIlita 

esténl e inoculadas con suelo (5 g resuspendidos en 10 mi de ADE). 

31 Bacterias presentes en el interior de la semilla (Tratamiento-3). Fueron usauas semillas 

esterilizadas superficialmente y germinada~, las cuales se semhraron en venniculita estéril. 

-t) Bacterias con potencial de colonizar el interior de las plantas de maíz presentes en sucio 

ri/osférico (T-4). Fueron utilizadas semillas esterilizadas superficialmente, germinadas y 

sembradas en vermiculita estéril e inoculadas con suelo (5 g resuspenduj"s en 1\1)1:1. 

5) Bactenas presentes en el interior de la semilla (T-S). Fueron utilizada.s semillas estnilizalbs 

superricialmente, germinadas y maceradas. 

Las semillas germinadas de los maíces "rojo" y "piedra blanca", de los distintos 

tratamientos, fueron scmbradas en matraces de 250 mi con vcrmiclIlita cstéril, humcdeeidos 

con XO-IOO mi de ADE y tapados con papel aluminio en condiciones de esterilidad. Las 

plantas se incubaron en una cámara de crecimiento a 290 C y con un fotoperíodo de 16 horas. 

Transcurridos 15 días después de la emergencia, las plántulas fueron colectadas y divididas en 

raíz y parte .térea. Ambas partes fueron esterilizadas superficialmente por inmersión en 

cloralllina T al 1 '1<, durante 10 minutos y lavadas abundantemente con ADE. Talllo las scmillas 
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lkl Ir'llami~nILl 'i IT-S), así como las parles de las plantas prllv~nicntL" dL' lo, dl,tintos 

tratamientos fueron maceradas en condiciones de estrilidad con una solución dc 10 IlIM 

iv1gS0r7H20, Alícuotas de 100 ¡.tI de las diluciones decimales de 1m distintos llIacL'rad", 

fueron inoculadas por triplicado en viales con medios de cultivo semigelifieado y carente d~ 

nllni~cno, PreVlalllente los viales con el medio de cultivo fueron adicionados de cicloh~ximida 

a una concentración final en el medio de cultivo de 100 mg/ml. Se utilizaron los medios d~ 

cultivo LGI modificado. NFb y Medio A. Los viales fueron incuhados durante 5 días a 29 11 C. 

Transcurrido el tiempo de incubación fueron hechos ensayos para evaluar la actividad 

nitrogenasa mediante la detección de actividad reductora de acetileno (ARA). Cutlivos de los 

viales LJue presentaron ARA fueron sembrados en placas que contenían el medio d~ cultivo 

respectivo, el cual fue complementado con una fuente nitrogenada. Las hact~rias de los "ialc.' 

con medio de cultivo NFh fueron sembradas también en placas con el IlIcdlo rolO Congo 

IRodríguez-Cáceres 1982). A partir de cada medio de cultivo fueron scleccionados los 

aislados con morfología colonial diferente y éstos fueron tratados para obtener cultivos puros. 

Los cultivos puros fueron conservados en glicerol al 20 % a -800C hasta su uso. 

Determinación de la actividad nitrogenasa mediante la actividad reductora dc 

acetileno, ARA, 

El ensayo se realizó con: a) Las semillas de maíz esterilizadas superficialmente y 

prL'¡!crlllinadas. hl Los ma~erados de las scmillas de maíz esterilizadas superricialml'n1c , 

pregerminadas. el Las 'plantas de maíz cultivadas en condiciones de ~stl'rilidad. di Lo.s 

macerados de plantas esterilizadas superficialmente. e) Los cultivos hacterianos puros. 

En todos los casos se utilizaron los diferentes medios de cultivo descrito, antenormentc, 

cxeepto en las determinaciones dc plantas completas las cuales fueron semhradas cn 

Icrmiculita. D~spués del período de incuhación los tapones de algodón de los viales y 

matraces fucl'lln sustituidos por tapones de hule (Suha Seal). Se extrajo el I () % del vlllúmcn 

de aire y se inyectó acetileno en cantidad igual. Los viales y matraces fueron incubados a 290 

e por 12 horas determinándose la producción de etileno mediante cromatografía de gases, 

utilizando un cromatógrafo Varian 3300 conectado a un integrador Varian 4290, 
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Ekctroforcsls dc enzimas metabólicas (MLEE). 

Cada aislado hacteriano. procedente del maíz "rojo" y ue los ensayos lk ¡nOculal·l<·lIl. tue 

inoculado en 30 mI del medio de cultivo apropiado y se incubaron a 2911 C. durante 24 horas 

en agitación ornital constante (200 rpm). El paquete celular fue ontenido mediante 

cl'ntrifllgaclón y .se resuspendió en 0.3 mi de MgSO.·7H20 lO mM conteniendo 0.3 mg de 

lisozima. Fueron colocados a -801l C por 15 minutos y descongelados, el proceso fue repetiun 

y los extractos enzimáticos se guardaron a -80" C. El procedimiento usado para la 

electrororesis de los geles y tinción de las enzimas se realizó de acuerdo con lo descrito por 

Selander y eol. (1986). Las enzimas metabólicas utilizadas fueron glucosa-6-fnsfato 

deshidrogena.ia (G6P), isocitrato deshidrogenasa (I0H), xantino ucslllllrogenasa (X])" 1, 

malato ueshidrogenasa (MDII), enzima málica (EM 1, akohnl dl'shidrogenasa (/\])111. 

gllltamato deshidrogenasa (G02), lisina deshidrogenasa (LYSi, Icucina deshidrogenasa 

(LEU), alanina deshidrogenasa (ALO) y aspartato deshidrogenasa (ASD). 

Pruchas t'cnotípicas. 

Las cepas aisladas de los maíces "rojo" y "piedra hlanca" fueron caracterizadas mediante 

taxonomía clásica. Los ensayos utilizados fueron tinción de gram, reacción de la catalasa, rojo 

metilo, Voges Proskauer, licuefacción de la gelatina, producción de indol, utilización de citrato 

y de lactosa, descarboxilación de la orinitina y la lisina, utlización de glucosa y sacarosa, 

movilidad y actividad de la enzima ureasa. Para complementar la caracterización fenotípica de 

algunos de los aislados de maíz se utilizó el sistema de identificación API 20E. Bi()M~riL'Ll\. 

slguicndo las instrucciones marcadas por el fanricantc. Los datos obtCllldu.s l'ucrlln prol"L'Sad", 

mcdiante el programa APILAB Plus el cual indica la especie más cercalla COIl la cual .s~ 

relaciona la cepa nactcriana analizada. 
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DL'tcrminación de ácido indol acético (AlA). 

Los aislados bactcrianos No. 3, No. 12ch, No. 16 y No. 24 fucron cultivados cn caldo 

nutritIvo durante 24 horas a 30n C en agitación orbital constante (200 rpml. AIIL'II11Il11' ,k la 

incubación los cultivos fueron centrifugados dos veces y resuspendidos eada oeaslón eon 

AI)I:. El pre-inóculo hacteriano fue ajustado a 50 unidadcs Kkll ¡ 2x In, 1 JFC IIlI 1) Y I mi fue 

adicionado a matraccs de 125 mi con 49 mi de medio de cultivo a hase de sales mincrales, 

ácido succínico, fructosa y triptofano (Devcnder y Patriljuin 19X4). Los cultivos hacterianos 

fucron incubados a 300 C durante 72 horas en agitación orbital constante. Concluída ésta etapa 

los cultivos fueron centrifugados a 10,800 g durante 15 mino a-40 C. Los sohrenadantes 

ohtenidos fueron ajustados a pH 2.5 con HCI y los compuestos indólicos fueron extraídos tres 

ICCl" con 20 mi de acetato de etilo (Crozier y col. 1988). Los extractos fuC\'on cvaporados al 

"acío con un rotavapor a 370 C y resuspendidos en I mi de Il1ctanol. Sc ,k'tL'rrnIlH', la 

conccntración de indoles totales mediante la reacción de Salkowsky (Tang y Bonncr 19471. 

Con alícuotas de 20 ).JI de cada extracto se realizó cromatografía en capa fina utilizando 

LTlllllatofolios con silica-gel (HF2'4. Merck). La cromatografía fue desarrollada utilizando 

como fase móvil el sistema de solventes benceno-acetato de etilo-ácido acético 170:25:5). Los 

L'st;'tndares dc indolcs fueron los siguientes: úcido indol-3-acético (AlA). úcido indol-3-hutírico 

(IBA), ácido indol-3-láctico (ILA), ácido indol-3-propiónico (IPA), ácido illllol-3-pirúvico 

¡IPyAL indol-3-acclaldehido (JAld). Los compuestos fueron visualizados hajo luz ultravioleta 

tl'V 254 nm). El AI0 fue cuantificado mediante cromatografía líljuida de alta re.solucit'>n 

¡HPLC) en fase reversa con una columna C-18 y fase móvil en gradiente. metanol

aeetonitrilo, 80:20 v/v y úcido acético 0.5 '70 (Falik y Okon 19H9). empicando un 

cromatógrafo L-4250 UV-Vis Detector, L6200A lntclligcnt pump, D25()OA ('romato

Integralo\'. Mcrck Hitachi. Los tiempos de retención de los picos ohlenidos fueron 

comparados con el estándar de AlA. 
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DL'lccciún ue genes ni{ HDK. 

El AD~ total de los aislados hacterianos se extrajo como ha sido lkscrito previamenle 

(Ausuhcl y col. 1987). El AON purificado fue digerido con la enzima endllnuclca."l FCIIRI! 

sometido a elcctroforesis en un gel vertical con agarosa al 1 c/c utilizando huller tris-acL'tal"s.l 

40 voltios por 13-14 horas. Se tiñó con bromuro de elidio y fue fotografiado bajo iluminación 

dl' l 'Y. Lo!'. gelc~ fueron tralado~ eDil ulla solución de ucpurinizaciúll durante 1:-:; millo. 

rej11liendo el procedimiento y posteriormente con una solución de desnaturalización por 45 

mino El AON se transfirió a membranas de nylon mediante el procedimiento de Southern 

(Soulhern 1975). Las memhranas fueron lavadas con una solución 2X SSC' dejándllse secar. 

El ADN fue fijado a la membrana con el uso de luz UV (onda larga) por 5 mino l.as 

memoranas se colocaron en tubos hyhaid con una solución de prehihridación (Rapidhy Hufkr 

de Amersham no. RPN1635) durante 24 horas a 600 ('. La sonda utilizada para la hibmlaClón 

fueron los genes IIi/HDK de R/¡izo/¡illlll t'l1i (Morett y col. 1988). El fraglllenlll fue marc"dll 

con '~P utilizando rediprime ONA (Amersham no. RPN 1633) Y se adicionó a los tubos con 

las membranas, hibridando por 12 horas a 600 C'. Las membranas fucron lavadas Clln una 

s"luc'ión 2X SSC' + 0.1 c/c; SOS a 550 C'. 10 min., dos veces; 1 X SSC' + 0.1 '1< SDS a 

temperatura ambiente, 10 min., dos veces; 0.1 X SSC + 0.1 % SOS a temperatura ambienle. 

1 () min. y finalmente 0.1 X SSC por 1-2 horas. Las memhranas se secaron a 650 C' por 10 

mino y fueron expuestas a auto-radiografía. 

17 



Amplificación del gen ribosomal 16S. 

El AD:-'; total de las cepas se extrajo como ha sido descrito previamcnt" u\usuh"1 y ,.,,1. 

1987). La amplificación del gen ribosomal 16S, mediante la reacción en cadena dc b 

polimerasa (PCRI, fue realizada utilizando 0.5 ¡.¡I del DNA total 150 ng/¡.¡ll, 12 ¡.¡I de IIIXLILj 

I:luller. 3.6 ¡.¡I de 50 111M MgCI 2, 1.2 ¡.¡I de la mM de los prímeros mi y rDI (Wcl.shurg) 

",,1. 1991), 1 111 de 10 111M dNTP's y 0.5 lIniuades de la enzima T{/q p"limcras" (B"hcrill~CII 

en un volumen final de 1 00 ¡.¡1. Cada mezcla de peR se cubrió con 2-3 gotas de aceite mineral 

y se incubó en un termociclador (Perkin-Elmer, modelo 480). Las condiciones de temperatura 

para la reacción de peR fueron las siguientes: 940 C, 3 min por un ciclo: I)"¡O C, I min: 570 

C. I min: no c. 2 min por 35 ciclos. no e, 5 min por un ciclo. Posteriormentl' los 

productos de peR fucron enfriadas a 40 C y guardadas a -200 C hasta su uso. 

Secuencia del gen ribosomal 16S. 

Secuencia parcial: El ADN del gen 1 ÓS rihosomal amplificado fue digerido con la 

enzima de restricción SUl/3AI, obteniéndose fragmentos de distintos tamai;os menores a 500 

pares de bases (ph). La mezcla del ADN digerido fue utilizada para la clonación al al.ar de los 

distintos fragmentos en el vehículo pUel9 (Messing 1983). El vehículo fue digerido con la 

cnzima oc restricciún B{/I/d II, la cual es compatible con la enzima S{/1I3i\1. Las clonas COII los 

distintos fragmcntos de ADN fueron secuenciados utilizando el kit Auto rcad 1000 SeLJuencing 

(Phanllacia Biotcchl el cual consta de los iniciadores Universal y Reverso para la secucncia de 

ambas cadenas de ADN. La secuencia fue determinada utilizando un secuenciador aut<lll1útICO. 

ALF Sequencer (Pharmaeia Biotechl, perteneciente al eIFN. 

Secuencia completa: De la cepa No. 16, identificada previamente LOmo pertenecientc 

al género lI"ik/¡,,/d<'l';{/ mediallte el sistcma API 20E, se amplificó el gen rihmolllal. 1.'i 

Killlhases (Kbl, y fue clonado en el vehículo pCRII (TA cloning kit, InvitrogcllI. Tcniendo 

como base esta clona, el gen ribosomal fue subclonado en fragmentos más pequeños ( 150-750 

phI en el vehículo pUC 19, los cuales fueron secuenciados como se describió anteriormente. 

La clonación de los fragmentos de ADN se realizó utilizando sitios de rcstricciún conservados 
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entre' l'speeies del género RurkllO/deria y compatihles con el DNA del vehículo. Los ,itin., dc 

restricción conservados fueron determinados mediante un alineamiento dc las seCllencias del 

gen ribosomal 16S de distintas especies de BurkllOlderia utilizando el programa CJCG. Los 

fragmentos mayores a 500 pb fueron a su vez suhclonados en fragmento, de ml'nor tamallO 

con él 1'111 de facilitar la secuenciación de los mismos en el modelo de secuencIador utilizauo. 

AnúJisis de las secuencias. 

Las secuencias del ADN fueron comparadas con las ya existentes en la hase dc datos 

:-.1C'BI (National Center for Biotechnology Information) utilizando el programa BLAST-N. 

Las secuencias de ADN fueron analizadas mediante los programas Pileup y Distances 

IWisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Groupl, ClustalW y mostrando el 

~irhnl rilogcnélico con el programu TrccVicw. 

Análisis de los patrones de restricción de ADN rihosomal amplificado (ARDRA). 

El gen ribosomal 16S de los aislados hacterianos fue amplificado como se descrihllí 

anteriormente y fue digerido con las enzimas de restricción Hila!. Alu!. ¡'vis/JI y IJdd. El n:-':A 

dIgerido fue sometido a electroforesis en un gel horizontal al 3 '7< de agarosa. Tomando en 

cuenta todos los patrones de restricción que resultaron con cada una de las enzimas se generú 

una matriz de datos para cada uno de los aislados de acuerdo a la presencia o ausencia de las 

bandas comparando entre todos los aislados bacterianos. Se asignaron los números 1, para la 

handa presente, y O, para la handa ausente. Con base en los resultados ohtenidos de la matriz 

de datos se construyó un árbol de similaridad utilizando el método de Nei y Li (1979). 
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Ensayo de colonización endófita. 

Las 13 cepas aisladas de plantas de maíz "rojo" que mostraron ARA o sellal de 

hihrielación con los genes estlUcturales ele la nitrogenasa se seleccionaron para llevar a caho la 

inoculación de las variedades de maíz "rojo" y maíz B-555. Los cultivos de las n'pas 

'\L,kccinnada .... ~L' propagaron separadamente en 200 mI del medio lh.' L'Ultl\ II ll~adu p~Ir;1 vi 

primo·aislamiento y se incuharon con agitación orhital constante (200 rpm) durante 16 horas el 

2<)" C. Los paquctes celulares se obtuvieron mediante centrifHgación y posteriormente se 

I."amn con 200 mi de una solución de 10 mM MgSO.·7H,0. I'\uevamente se centrifu~anll1 ) 

el paquete celular se resuspendió en ADE. Las semillas esterilizadas superficialmente y 

germinados previamente se sumergieron en la suspensión bacteriana (aproximadamente Ixl Ox 

eFe) durante 10 min, se sembraron en matraces de 250 mi conteniendo vermiculita estéril y 

una solución nutritiva estéril para plantas, pero sin nitrógeno. Los matraces, dos por 

tratamiento. se incubaron en la oscuridad a 290 e hasta la emergencia de las plántulas. Estas se 

mantuvieron bajo las tnisma condiciones de incuhación antes señaladas. Transcurridu;-.. 1) 

días, las plantas se dividieron en raíz y parte aérea, se esterilizaron superficialmente Clln 

clllramina T al I '!c por 15 min y se maceraron. Los viales con el medio de cultivo (carcnte de 

nltrlÍgL'no eomhinado). apropiado para la cepa inoculada, se inocularon por triplicado L'lln 

alícuotas de 100 J.l1 de las diluciones decimales dclmacerado. Los viales se incubaron a 2<)" e 

por el tiempo necesario hasta la formación de una película de crecimiento en el medio de 

cultivo. De los viales que presentaron crecimiento bacteriano se tomaron mucstras que sc 

scmhraron en placas con el mcdio de cultivo respectivo, adicionados de una fuente 

nitrogenada. Las colonias aisladas que presentaron morfología semejante a la cepa inoculada 

se consideraron en la determinación del número más probable (NMP). Para confirmar la 

presencia de la cepa inoculada se seleccionaron entre 5 y 6 dc las colonia,. rccohrada, dc la, 

diluciones más altas, para analizarlas mcdial1lc elcctroforesis de enzimas multilocus (MLEEI y 

dL'lcrlllinar el pcrl'il de movilidad clectroforético de las enzimas. 

20 



Efecto lic la inoculación lie diazótrofos cndófitos sobre el crccimiento lit: plantas de 

maíz. 

Para este estudio se seleccionaron las cepas bacterianas No. 12ch, No. 16, No. 24. 

debido a yue fueron algunas de las cepas encontradas en mayor número en el ensayo de 

colon ilación endófita. Las semillas de maíz de las variedades B-s55 y "arrocillo" ,,' 

estcrilizaron, germinaron e inocularon con las diferentes cepas como se descnhil; 

anteriormente. Despu0s se determinó el número de células bacterianas adheridas a la superficie 

de la 'C'milla pregermll1ada. Estas fueron sembradas en vermiculita estéril contenida ennlacetas 

Idos granos por maceta) y humedecidas con una solución nutritiva para plantas. Se utilizaron 

Ires dosis de nitrógeno, 5 mg para las plantas testigo y 50 Y 100 mg por maceta para los dos 

tralamielltos restantes. El nitrógeno fue usado en forma de NHINO" aplic<Índose la cantidad 

total en dos partes: la primera mitad de cada dosis se adicionó a los 5 días de la emergencia de 

las plantas y la otra mitad a los 20 días. Las macetas, conteniendo las semillas de maíz, se 

mantuvieron en el invernadero bajo condiciones de tempratura controlada 12X-30 11 CI ) 

periódos de iluminación de 16 horas. Transcurridos 33 días se determinó la presencia de la 

bacteria en el interior de la planta seleccionando al azar cuatro plantas de distintas macetas por 

cada tratamiento. El tallo de cada una de las plantas se esterilizó superricialmente con 

,'Ioramina T al I 'ir durante 15 min, lavado abundantemente eon ADE al final del tratamiento. 

En condiciones de esterilidad se tomó un pequeña porción (50 a 100 mg) de la base del tallo 

,'stéril dL' cada una de las plantas. La muestra del tallo se maceró con una soluci,ín 10 mM dL' 

MgSO.·7H,0 y una alícuota de 100 ¡¡I de cada una de las diluciones decimales se inocularon 

en viales con d medio de cultivo apropiado para el crecimiento de la cepa inoculada. Los viales 

se incuharon por 5-7 ¡Jías a 290C. Posteriormente, de los viales que Illostraron crecimicnltl 

algunas muestras se sembraron en placas con el medio de cultivo apropiado y las colonias con 

morfología semejante a la cepa inoculada se consideraron en la determinación del NMP. Se 

comprobó que las cepas seleccionadas correspondieran a la cepa inoculada Illediante el anúlt.sis 

de MLEE. Las plantas se seccionaron en raíz y parte aérea y se colocaron en un horno a ó51J e 

hasta peso constante. La parte aérea de las plantas se usó para determinar el contenido de 

nitrógeno. 
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IkterminacilÍn de nitrógeno total. 

La parte aérea de las plantas fue molida y 100 mg dc cada una dé ellas se utilil.ú para 

linar a cabo la determinación del contenido de nitrógeno total mediante el método scmilllicrn

Kjcldahl (Brclllmcr 1965). 
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RESllLTADOS 

C,erminación y actividad nitrogl!nasa (ARA). 

Se utilizaron l) semilla, germinadas dl! los maíces "rojo" y "piedra blanca". previamente 

L'sterili/adas superricialmente (tratamiento T~S), para llevar a caho la determinación de ARA. 

En ninguna de las semillas analizadas de ambas variedades de maíz se registró ARA. así como 

tampoco en los cultivos de los macerados de las mismas. 

Plantas de maíz y actividad nitrogenasa (ARA). 

La actividad nitrogenasa se determinó a 4 plantas de maí/. "rojo" con 15 días de 

desarrollo. Con el tipo de metodología empleado en el experimento ninguna de las cuatro 

plantas de maíz regIStró ARA 

Dctecci{¡n y nl1ml!ro de bacterias diazótrofas en plantas de maíz. 

En la variedad "piedra blanca" se detectó ARA solamente en los cultivos de los 

macerados de raíz y parte aérea de las plantas con I S días de crecimiento procedentes del 

tratamiento T-4. En la variedad "rojo" la ARA se detectó en los tratamientos T-2. T-3 Y T-4 

tTabla I l. 

En el maíl "rojo" con 15 días de crecimiento el número mayor de diazótrofos se encontró 

en la parte aérea de las plantas que provenían de granos que fueron inoculados con sucio IT-2 

y '1'-41 Y el número menor se encontró en la raí/. de las plantas del tratamiento T~2. así COIl'" ell 

la parte aérea de las plantas del tratamiento T-3 (Tabla I l. 

Las plantas de los tratamientos T -3 Y T-4 con I S días de crecimiento a Ia.s que se ks 

aplieú nitrógeno mineral (32.25 mg por planta de maí/. "rojo" y 25 mg por planta de nlaí/ 

"piedra blanca") rueron sujetas a ensayos de ARA. En los macerauos de la raíz y la partc a0re" 

de plantas de maíz "rojo" no se detectó ARA, mientras que en el maíz "picdra blanca" los 

macerados de las plantas del tratamiento T -4 mostraron ARA. 

En las plantas de maí/. "rojo" y "piedra blanca" con 30 días de crecimiento se detectó 

ARA en los cultivos de los macerados de la parte aérea del tratamiento 1'-4. Además, en el 

maíz "piedra blanca" se detectó ARA en el cultivo del macerado de las raÍLes de las plantas, 
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Tahla 1. Aclivioad reductora o~ aC~lileno (ARA) y NMP Oc Oi"I<·'ll"I", eno,·,lil," el1 
planla, de maíz "rojo" con 15 día, de crecimiento. 

Raízh Parte aérl'ah 

Tratamiento·' ARA NMP ARA :-.iMP 

:"-ID ND ND :"-ID 

2 + 1.8x 104 + X.5xIO' 

3 + 1.3x 10- + 5.0x lO' 

4 + 9.0x 1 04 + 9.0xl()5 

;J T-l, planlJ.:-. prm.:..:ucnlL's de grano:-, :oin cstcrilil.ar .... up\,.·rfi..:ialmcntc. '1'-2. pbntd' rrp\,.\_'lkntl'''' dI..' 
granos sin esterilizar superficialmente. inoculadas con sucio. T-3. plantas pnll'clknlcs dI.' granos 
cstl'l"ili/,aU\lS ""upaficialmcnlc. T-4. plantas pnlccdcntc:-. de grano:. cslcrilil.at!'ls :..upaliclallllcllh: 
l' intll.:uli.luo ...... un .... uclo. 

h Macerados J\,.' raíl. y parte aérea, esterilizadas supcrllcialmcntc. 
:\\lP. nÚIllL'l"IJ mú", prohahlc de hal".'!crias fijadoras Jc nitrúgcnn por gramo d\..' tejillo \'cgL'tal 

frl':-'Cíl. 

:\1>. nil J ... ·h:L't~ldo. 
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Aislamiento de hacterias fijadoras de nitrógeno. 

Maíz "rojo": el aislamiento de los diazótrofos endófitos a partir de esta vaneoao de 

maíz se realizó de los viales inoculados con las diluciones más altas de los macerados de las 

plantas que mostraron ARA. Un total de 23 cepas con morfología colonial distinta. de.signaoos 

cnn los númcros I a 24, fueron aisladas de plantas con 15 oías de LTeci Illlcntll oc h" 

tratamientos '1'-2, T-3 Y T-4: del total oe estos aislados, 12 mostraron ARA en medio oe 

cultl\n ITahla 2\. Lns aislados encontraoos e11 mayor número en la parte aérea oe las plantas 

de maí! fueron el No. 3, No. 4 y 1'<0. 16, mientras que en la raíz fueron los aislados No. I'} y 

:-\03. Tamhién se ohservó que la mayoría de las cepas dia/.ótrof'as se encuentran presentes en 

lns tejidos internos de las plantas cuyos granos fueron esterilizados superficialmente e 

innculados con sucio (T -4). 

Todas las cepas hacterianas aisladas del interior de plantas de maíz "rojo" con 15 oías de 

crecimiento se: analizaron mediante ensayos de hibridación con los genes estructurales de la 

nltrogenasa. Mediante esta metodología se demostró la presencia oe los ¡!enes I/ij" IJK en la 

mayoría de los aislados que exhihieron ARA (Tabla 2), excepto en la cepa i'\o. I X la cual Illl 

oi'" señal oe hihrioación con estos genes. Aún cuanoo la cepa No. 14 mostró señal de 

hibridación con los genes l/ijH[)K, no fue capaz de reducir el acetileno a etileno cn las 

L'llnoiL'ioncs dc cultivo utilizaoas en cI laboratorio. Los patrones oe restricción de los genes 

III/fllJK revelados por autoraoiografía (Figura 1) mostraron que las cepas No. 12ch, No. 12g, 

No. 14 y No. 24 poscen el mismo patrón. Las cepas No. 4 y No. 16 comparticron tamhién un 

mismo patron de restricción de los genes llifHDK. El resto de las cepas hacterianas mostraron 

un perfil de restricción diferente. 

A partir de la parte aérea de plantas de maíz "rojo", con 30 días de crecimiento y cuyos 

granos fucron esterilizados superficialmente e inoculados con sucio (T-4), se logrlÍ el 

aislamiento oc 5 cepas con morfología colonial distinta, cntre las cuales solamente una m()strlÍ 

ARA. 
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Tahla 2. Diazótrofos aislados del interior de plantas de maíz "rojo " con 15 
día." UC cr~ci111iento. 

Al"!,ldo (¡PI)'¡ ARA nif/{[)Kh T-2c T,e T..j.L' 

C~pa 2 + + R ND R 7.SxIO' R NI> 
A 4.0,104 A ND A 50x1O' 

Cl..'pa .' + + 1{ l.Xx 10.' R 7.5xllJ.' 1{ YOx 104 

A X.lx104 A S.Ox 10' A ).Ox lO.' 

Cepa .j + + 1{ l.XxI03 R 7.5x103 1{ ).Ox lO' 

A 4.0x 105 A 5.0x J02 A Ni) 

Cepa Y + + R 8.1 xl02 R NO R Ni) 

A 4.0x 104 A NO A 50xlO4 

Cepa 12eh + + R 8.lx102 R 7.5x103 R S.Ox 103 

A 4.0x 104 A Y.Ox 102 A 7.Sx10 1 

Cepa 12g + + R 8.lx102 R 7.5x103 R 5.0x 1 OJ 

A 4.0x 104 A 9.0x 102 A 7.),10 1 

('cpa ]·l + R NIJ R NI> R 50x IOC 

¡\ 4.0,104 A NI) ,\ 'dlx 1O~ 

Cepa l'i + + R X.lx102 R NO R ').Ox 10 1 

¡\ ND A NO A ND 

(\'p~1 1 (l + R l.XxI02 R ND R lJ.()xlf)·~ 

A :!.2x 105 A Y.OxI02 A S.Ox 104 

Cl..'p<J IX + R NO R ND R 'l.O,IOJ 
A ND A ND .-\ NI) 

Cepa 1 'l + + R NO R 7.5x103 R l.9x 104 

A NO A 5.0x 103 A 5.0x 102 

Cepa 2.\ + + R NO R NO R 'i.OxIO.1 

A NO ¡\ 5.0x 102 A Ni) 

Cepa 24 + + R ND R NO R ~_(hl()2 

A ND Á ).0,10.' /\ :'l.I)X i ()3 

a La agrupaciün de los aislados en cada uno oc los tipos se rcalil.ú mediante morfología 

L'nlllniaL h Dctccciún de los genes l1ifllnK. e Número m,ís prohah1c dc haC!L'ri;¡s 

L'ncontradll por gramo dI..' h:jido vegetal en los Jistintos tratamientos. I.()S tralallliclHos 

"un l'OIllO Sl' define en la Tahla l. ARA, <l\..'lividau rL'ductora de acetileno. ND, no 
dL'\cctad(). R, raíz. A. part~ aérea de la planta. 
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 

tIt ... • '1 1-'" 
.. ... .. ~ • . , •• .. 

.. 
Ft~uri.l l. Auturauiogri.1fía de "Southern hloC' de AON digerido con la enzimll EcoRI e hihridado elln 

una sonda 4UC contiene los genes nifllJJK de Rhi:.obium ctli. 
Carril 1-12, cepas aIsladas del interior oc maí/. "rojo": Carril 1, cepa No. 2. Carril 2. cepa No .. ~. 
Carril 3. cepa No. 4. Carril 4, cepa No. 15. Carril 5. cl.'pa No. 16. Carril 6, cepa No. l~. Carril 7, 
copa No. 23. Caml X, cepa No. 24. Carril 9, cepa No. 12ch. CarrillO, cepa No. 12g. Caml 11. 
cepa No. 14. Carril 12, cepa No. 19. 
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Maíz "piedra hlanca": puesto que no se registró ARA en la mayoría de los viales 

inoculados con los macerados de las plantas y de los granos de maí/" el aislamicnto de 1,,, 

diazótrofos endófitos se llevó a cabo a partir de la dilución más baja ( I () t j. Debido a esto no 

se dL'terminó el NMP de las distintas cepas. En la Tabla 3 se indica el tratamicnto. el órgano) 

la edad de la planta a partir del cual fueron aisladas las cepas diazótmbs. 

La mayoría de los aislados diazótrofos provienen de plantas de muí/. con 1:; días de 

crecimiento y del tratami<:nto donde las plantas se inocularon con suelo (TA). De los gran", 

de maíz no se obtuvieron cepas fijadoras de nitrógeno. 

Tahla 3. Oiazótrofos aislados del interior de plantas ,.le maíl piedra 
blanca" con 15 días de crecimiento. 

Cepa No. Tratamiento* Organo de la planta Edad de la planta 

2.11 2 Parte aérea 15 días 
2.\5 3 Parte aérea 15 días 
2.j() .j Raíl ! '" di,l'" 

24:! 4 Parte aérea 15 Jías 
24., 4 Raíz 15 día., 
249 4 Raíz 15 días 
250 4 Raíz 15 días 
260 4 Raíz .lO días 
262 4 Parte aérea .lO días 
263 4 Raíz .\0 días 
273 4 Raíz .,0 días 
2X4 3 * * Parte aérea 15 días 
293 4** Parte aérea 15 días 

.'OH 4** Raíz 1'; días 

.,12 4** Parte aérea 1'; día., 

* Los tratamientos son (.;OIllO se define en la lahla l. 

** A la plantas se le adicionó 25 mg de nilrúgcno (NH3P04). 

28 



Electroforcsis de enzimas metahólicas (MLEE). 

t'n total de 21 cepas aisladas de plantas de maíz "rojo" con 15 días de ereelmlL'nto lucmn 

analizadas mediante c1ectroforesis de enzimas metabólicas con la finalidad de agrupar aquellos 

aislad", ljue presentaran caracterísitcas similares. La relación genética cntre los aislados 

hactenanos SL' muestra en el dendrograma de la hgura 2. Cada una de las cepas haeterianas 

analizadas representó un tipo clectroforético. Algunos de las cepas formaron grupos bien 

definidos con distancias genéticas menores o cercanas a 0.5, como se logra ohservar en las 5 

divisiones presentadas en la Figura 2. La mayoría de los aislados fijadores de nitrógeno sc 

encontraron agrupados en alguna de las 5 divisiones, excepto las cepas No. 14 Y No. 3. En 

las divisiones l y IV los diazótrofos se encuentran relacionados con cepas ljuc no expresan 

ARA cn las condiciones ensayadas y con las cuaJes tampoco se logró detectar la presenCia lk 

Tipos 
Ekl'tro! {\['l;IICOS 

23' 
18 
19' 
1,' 
2' 
11 
28 
14' 

E 
I 

r- 1&' 
4' 
13 
9' 

r- 8 
12ch' 

- 12g* 
24' 

- 1 
7 
3' 
21 
17 

111 (19 ()JI 0.7 0.6 0.5 0.'1 {l.? 111 0.0 

Distancia gcmSlica 

r:igura 2. Relación genética de las cepas bacterianas aisladas del interior de plantas de 
maíz "rojo", 
. Aislados Jia/.útrofos. 
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Análisis fenotípico. 

:Vkdiante el u,o de diagrama, de ramificación (Mac Fadin 1')l)(J1 y con h,,,e cn 1m 

resultados obtenido, de las pruebas fenotípica, de los aislados diazótrofo, de maíz "rojo" 

¡Tahla.j) las eepas No. 12ch, No. 12g y No. 24 quedaron tentativamente ubieadas dentro del 

génl?l"o 1:'lIfcrohac('r, mientras que el aislado No. 3 se identificó como perteneciente al g0ncro 

Klehsiella. 

Además de los ensayos bioquímicos utilizados, el aislado No. 15 fue analizado mediante 

distintas pruebas para confirmar su ubicación dentro del género AzoSIJirillulIl. Algunas de 

éstas fueron crecimiento en el medio de cultivo rojo Congo, utilización de sales orgúnica, 

como malato, ,uccinato y piruvato y observación de la morfolugía cdular melliante 

micrD,copía óptica para la determinación de la forma cdular vihnlllk de la hactL'ri'l y la 

presencia de gránulo, de polibctahidroxibutirato. Mediante el anált,is de pa¡rone, de 

restncción del gen ribosomal 16S con la enzima Alu!. la cual se ha reportado como una enzIma 

L\til en la diferenciación de especies del género Azosl'iril/lllll (Grifoni y col. 1995, Han y :\c\\ 

1')')71. se confirmú que la cepa No. 15 pertenece a la especie A. li¡}(}(ertl/JI (dat", no 

mostrados). 

Dc acuerdo al análisis de los resultados de las distintas pruebas bioquímicas de la Tabla 

.j, los aislados No. 4 y No. 16 se identificaron tentativamente como cepas del génerD 

Hllrk{¡o/deria. La confirmación de estas cepas dentro del género Bllrk{¡o/deria fue Ikvada a 

caho mediante el uso de las galerías API 20E (datos no mostrados). Así mi,mo, la ubicaciún 

de las cepas No. 12eh y No. 24 dentro de la especie t'nlerohacler cloaclle fue confirmada con 

el uso de esta metodología. 
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Tahla 4. Cara¡';lcrblH.:a~ fcnotirú:as oc 1m, UluLlItrofm, ul:-.lauos UC llldl/. rOJo 

-" 
Prucha him¡uímica ~ 

N 
N ~. .". '" 

Gram 

Catalasa + + + + + 
Vogcs Proskaucr + + 

ROJO metilo 

Inuol 

H~S 

I\siJ1lilacitin de: 

Glu¡;osa + + + + 

Sal'arosa-l~a¡;h)sa + + + 

Ci tralo + + + + 

1 )l':-'l' arht IX i lae ion: 

Ornllina + + 

Li:-.ina + + + + + 

Muvilidad + + + + 

Un.!í:L .. a 

Gclatinasa 

;1 Bllrk}¡olda;a Cl'¡I!lC/ll ATCC 29.152 

h ¡¡/lrÁ//{/ldaia l'Il'fl/anúc'mu LMG 11347 

l )\/CJ"I/Cf/(/ jllll'I/J/ItllÚlll' ATCC I JgH.~ 

J KIt·h.üdla I'fWllim/a ATCC .1J531 

l' A:o.\fll'rillwlI brwilenst' Cd ATCC 21)710 

Cepa:--

"', 
N ..,. 

'" - -a 00 ~ 

+ + + + + + 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + + -

+ + + + + 

+ + + + + + 

+ 

+ 

+, reacción positiva. -, [cardón negativa. nJ, no dctcrminJuo 
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Con\lderando que algunas cepas aisladas de plantas de maíz "rojo" fueron identIficadas 

como pertenecientes al género BurkllOlderiu, pero con características fenotípica,' diferente, de 

la única especie fijadora de nitrógeno incluída en este género y repnrtada hasta la fL'L'h'l 

(Burkholderill vie/ll11miellsis), se dirigió la investigación hacia la búsqueda de cepa, 

bacterianas diu/.otróficas con características similares a las de este género bacteriano. Para 

lkv ar a cabo este propósito las cepas diazótrofas aisladas de maíz "piedra blanca" se cultivaron 

en ell11edio PCATcon pH 5.7, el cual se reporta (Burbage y col. 1982) como selectivo para 

especies del género Burkholderiu. Con la finalidad de buscar diferencias fenotípicas entre los 

aislados, el medio PCAT fue adicionado con azúl dc bromotimol. Del total de los 15 aislados 

se observó el crecimiento de 6 cepas, las cualcs mostraron un crecimiento abundante y viral'lln 

el color del medio de cultivo de amarillo a un azúl intenso. El resto de las cepas crecieron 

pobremente en el medio de cultivo y no viraron el color del indicador. Los aislados diazótrofos 

se analizaron mediante distintas pruebas bioquímicas entre las cuales la prueba de tlllcllÍn de 

Gram, rojo metilo, indol y producción de H2S resultaron negativas para todm los aisladl)s. 

mientras que la prueba de catalasa resultó positiva. El resultado del resto de las pruebas 

hloquímieas se muestra en la Tabla 5. 

En un análisis fenotípico mediante galerías API 20E se seleccionaron algunos de los 

aislados que expresan ARA, entre ellos las cepas No. 240, No. 262, No. 273 y No. 293 

aisladas del maíz "piedra blanca". Los resultados del análisis mostraron que la eepa No. 2.+0 

fue identificada como perteneciente a la especie bacteriana En/emh{/e/a c!o{/('(le, mientras que 

el resto de las cepas fueron agrupadas en la especie Burkholderiu eeplIcill. El porcentaje de 

identificación de las cepas anali/.adas mediante las pruebas API 20E (tanto los aislados 

provcnientes delmaíl. rojo como los de maíz piedra blanca) fue en el rango de X(¡,2 a ')'),7 ',; 

el cual es considerado como aceptable para la identificación del género. 
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Tahla 5. Caract~rísiti¡,;as rl'l1()tírica~ de la ... cl.'pa ... 
llla/,")lrofa:-. clllhíllla:-. ai:-.laua~ uc muí/. "pleura hlanc¡¡". 

Prucha hillquímú,:,-I 

Asimilaciün: 

Sacarosa-I.a¡,;tosa 

Citrato 

Glucosa: 

Oxidad,ín 

Fcrmcntaci6n 

Dcscarhoxilaciún: 

Orllltina 

Lisma 

Gelatll1.L ... a 

Crecimiento en: 

MacConkcy 

I'('AT 

ARA 

Grupo No.a 

23451>7 

+ + 

+++++++ 

+++++++ 

+ + + + 

+++++++ 

+++++++ 

+ + 

+++++++ 

++++±.:!:± 

++++++ 

a Grupo l: UurJ../ifJltleriu cl'panú ATCT 29352. (;rupo 
2: 231, 249, 262, 273, Burkholderia \·i('IJ/(.lIItiellsi.~ LMej 
11347. Grupo 3: 235. Grupo 4: 29_," Grupo 5 
240, 242, 243, 250, 260, 30X, 312. (;ropo 6: 2H4. 
Grupo 7: 263. 
+, prucha positiva. -, prueba nl:gatlva. ±. Cfl:ClmlCnlo 
pohrc ue 1::1 n:p::l y ... in c::Imhio en 1.:1 color del rnl.:tlill tlL' 
L'ultim PC/\T adicionado con ilzúl oc hrornotirnol 
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Secuencia parcial del gen ribosomal 165. 

Las cepas analizadas fueron la No. 4. No. 16 y No. 24 las cuales fueron aisladas ,lel 

maíz ·'rojo". La secuencia parcial del gen ribosomal l6S rDNA de cada uno de los aislados 

bacterianos fue comparada con las ya existentes en la base de dat", :\CBI. l.a se,'uenela 

parcial del gen ribosomal l6S de las cepas No. 4 y No. 16 fue alineada con aquclla ,Ic 

Hlldilll/daia \'ie1all/imsis. También se realizó el alineamiento de las secuencias parciales del 

gen l6S rRNA de las cepas No. 4 y No. 16 con aquella de "B. hrl1silensis", la cual no ha sido 

oficialmente descrita hasta la fecha, pero existe reportada la secuencia del gen ribosomal l6S 

en la base de datos NCBI (los números de acceso de las diferentes especies de Burkholderia se 

encuentran en la Tabla 5). 

Cepa No. 4: la secuencia parcial del gen ribosomal l6S mostró la mayor similitud con 

las especies de Bl/rkilllldaia ce/JlIcia. B. vielll{/lI1iellsis y B. II/l/lti\'()rul/s. En la Figura -' se 

muestra el alineamiento de la secuencia parcial perteneciente a la cepa No. 4 con la cepa tipO 

TVV -75 de 8. \'ierl/wltiel/sü y con la cepa M 130 de "Burk/wlderia hra.lilmsis oo. La secuencia 

pareial de la cepa No. 4 corresponde a las bases 1 a 121 de la secuencia del gen ribosomal l6S 

de la cepa TVV-75 de B. viell1allliel/sis, entre las cuales existen solo 2 diferencias. El 

al ineamiento con la cepa M 130 de "8. hrasi/ellSis" corresponde a las bases 1 a 132 y muestra 

9 diferencias y un "gap" de dos bases en la secuencia de "8. hrasilensis oo. 

Cepa No. 16: la secuencia parcial del gen ribosomal16S mostr6maynr similitud con las 

especies de Burk/lOh/eria cepacia, Burkholderia sp. (C3B 1M) Y B. ~mlllillis. En la Figura --1 ,e 

mu~stra el alineamiento de la secuencia parcial de la cepa No. 16 con la cepa TVV-75 de 8. 

\'ietllllllliellsis y la cepa M 130 de B. hrasi/ensis. La secuencia parcial de la cepa No. 16 

corresponde a las bases 1226 a 1462 de la secuencia del gen ribosomal 165 de la cepa H. 

\'il'/IIlIlIIil'lIsis entre las cuales exislen 12 diferencias. El alineamiento de la secuencia palual del 

gen 16S rDNA de la cepa No. 16 con aquella de la cepa M 130 de B. hmsi/ellsis corresponde a 

las ba.'", 1237 a 1--155 y muestra 9 diferencias entre las dos secuencias. 
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Cepa No. 24: la secuencia parcial del gen rihosomal l ÓS (k la cepa No. 24 mmtrcí 

ll1a~ or ~i m i Ji tuu con /·,.'Illerohacler uJ.{¡.:lowerull.\', Pllllloeu sp. y 1":H/ero/muer lIhSff riw'. b: 11 la 

Figura 5 se muestra el alineamiento de la secuencia parcial de la cepa 1'\0. 24 Y la cepa 1\47 UC 

/:'I//erobac/er agg/tllI1eralls (No. de acceso AFI30918). La secuencia de la cepa :-';0. 24 

corresponde a las bases 1001 a 1323 de la secuencia del gen ribosomal 16S de la cepa A47 

I:Ú('rnhllCler llgg/olJlerlllls entre las cuales cxi~tl:n 10 diferencias. 

tgccttacdC aLq 

tgccttacu.c at\j 

a a 
g g 

gt g ea 
e gg 

t 

e 
tl a gt 9 ca t 

00 

-CAAGTCG -ACGGCAGC- CGG--GCTT- --CCTGG-GG 

'-,! 

g g 

g a 

t 

g 
a q t 

100 

('\;N;TI;(;Cl;j\ A('t:GGTGAGT AATACATCGG AAC-T--TCCT G-A(;TGGl;GG 

1U1 100 

a 
g 9ctct9 aggaggaaag 

9 gatcta tggatgaaag 
i\TAGCCCc;cr..:: GALV.GCCG-A 'ITAATACCGC ATAC------ ----------

Cepa No. Ij 

B. brclsil."nsi~; Hl-jQ 

H. vlt'tndmiClwis 'lVV-"l'l 

Con~;f'nso 

Cepa i':o. <1 

B. bra.siJensl.c; M1l0 
H. vi,'l.n,llIli(:n~;is 'TVI/ 1', 

Consenso 

Cepa No. 4 

B. brdsilensis t113C 

R. vú~tnamiensis 1W-7S 

Consenso 

Figura 3. Alineamiento Llc la secuencia parcial del gen rihosomal 16S rDNA Llc la l'l'p<l Nu. 4 en 

comrar~h."lún con la cepa TVV -75 de Rllrkl/O/dcria vie1I111/llicllsÍ.\' y la cepa M 130 Je Ii. hmstlí'J/.\I.\. 
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· . . . . . . . . . a t '1 e a 
CJ lt t~Jcca<.H· C("Jcguqggg gagctadtcc cag<.lc.laaC" 9 gt t e 
gqttgcgaaq CCgCgclggtg gagccaatcc cagclaaac 9 gt t e 

---------- --------C- ATC--AG-C-

:;; 'J 1 1300 

'l e 9 
e 9 d , 9 e a 

GGAT-GCA T CTGCAACTCG A-TGC-TGAA GCTGGAATCG CTAGTAATCG 

,". ~;ATCAGC;" T,;CC'GCC;GTG AATACGTTCC CGGGTCT'TGT ACACACCGCC 

l1S1 

9 
a 

9 

1400 

C. .... :.TCACACCA TGC,GAGTGGG T'ITT-CCAGA AG'I'GGCTAGT CTAACCGCAA 

14S0 

t '1 

e () 

';¡;N;<';N'G.;'j' C¡\!\'A('(;(;··A Gc",A'lvrCl\'l'GA CTGC;GGT··M GTCC;TAAeM 

" . .... '1 ) .... 

9 

9 
t 

gta tcggaaggtg 
gta tcggaaggtg 

...... . 

1S00 

cggct. .... .......... ......... . 
cggctggatc acctcctttc cagagctttc 
......... . .......... . ......... 

C~TA-CC--- -- ------- ---------- ---------- ----------

;:"\""{,u "". ~L 

B. \'.i,'tn&;~it"n.';is '-¡'l/V .,''1 

B. b:rd~;ilt'nsi:; H..i. 30 

Cc;~scr:~;"J 

('(Té), ;;,. :G 

H. Vl"(J1<ll7l1"'1I;;lS 'IVV /', 

Consen:¡o 

CE 'PJ. N". 1 G 

B. vil'tnamien~;is 'Y'¡\! 1') 

B. brasil,:'nsis HIlO 

CÚl1scnr;o 

C~pd No. 16 

B. vieinamien"-is i .. .r', 'l~ 

B. brasil('nsú; MUU 

Consenó;o 

("·I',L :;, 

H. '.'i.'II!.uni,'II;::;: 'j")'; 

B. Dr,l~;ij'.'f,si.'; Fil )'~ 

Con;;cn:;o 

Cepa No. 16 

B. vit't·namiensis 1'VV-7') 

B. brasilensis M130 

Consenso 

hgura -l. Alinl.:alllil.:nto de la secuencia parcial del gen rihosomal 16S rDNA dI.: la l"1..'pa 16 I.:n 

comparaci¡'m con la cepa TVV-75 oc RlIrklwlderia vietl/(lIl/il'llsis y la cepa M [?lO lk H f¡msifclI.I"is. 
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10'>0 

, 
GGGAAC -ere N;ACAGGTGC"' TC,cATGGCTG TCGTCAGCTC GTGT1'GTGAA 

1100 

AT,;';'T(X;C;'I'r !v\(;TCTClICA ACGACÁ'GCAA rccITATCCT T'TG'ITGCCAG 

q e 
<l t 

e 
t 

9 
a 

a 

9 

11'>0 

t 

e 
CG-T-CGG-C a;GAACTCAA AC~~GACTGC C-GTGATAAA C-GGAGGAAG 

: ,'-,j ];:00 

C;TGGGGATGA Cr,TCAAGTCA TCATGGCCCT TACGAGTAGG GCTACACACG 

:...;01 12,0 

lG\ 'Tt\CAATt; G( 'GCATACAA AGAGAAGCGA CCTCGCGAGA a:AAGCGGAC 

1300 

t a 
e e 9 

CTCA-AAAGT GCGTCGTAGT CCGGAT-GGA GTCTOCAACT CGACTCC-TG 

dOl 13'>0 

ggatcag aatgccacgg tgaatacgtt 
AAGTCGGAA'!' Cl;CTAGTAAT CGT------.-. ---------- -----------

CCpd No. 24 

E . ..J.9,1~~-.T.I>r.J.n;; ;,", 

Con::eTl;,o 

Cepa ~;o. ::4 
E. ag,-,~C'.T.-~r<w.s ALl' 

. Consen:::~o 

Cepa No. 24 
E. ugCJiom,~rtllls A.'¡"¡ 

Consen!;Q 

CCpd ~J(¡. :~4 

E. agql0.1:<-ordrlS ivJ,7 

Consen::;o 

e'e!" .. ;.;" .-~4 

1::. dg,I.¡L'm"ldn::; ,\.j', 

Consen~;o 

Cepa. No. 24 

Con::;en~;o 

Cepa No. 24 

f:. dgglo:r:erans IV!' 

Con..:;er:.sc 

hgura 5, Almeamlento de la secuencia parcial del gen rihsomal lóS rONA Je la Cl'pa ~-l en 

L'\llllparaci(Ül con la L'cpa A47 de Ellfero!Jaclcr OXg/(}IlIClWIS, 
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Secuencia completa (kl gen rihosomal I 6S. 

La secucncia dcl gen ribosomal 16S de la cepa No. 16 (identificada como filldJ¡"/d,,,.i,,) 

aislada dc maíz "rojo") se determinó siguiendo la estrategia de clonación mostrada en la Fi~ura 

6. Mediante este procedimiento se obtuvieron 7 sube lonas, de las cuales, 5 (a. b-I. 11-2. L'- 1 ) 

di lucrnn utili/adas para llevar a cabo la secuencia del DNA cn doble cadena (hehra 

codificadora y ~uía). Las suhclonas a. b-I, b-2, c-I y d cubren el 100 cle del gen rihosol11al 

16S de la cepa No. 1 () Y poseen el tamaño adecuado para determiliar la secuencia en el modelo 

de secuenciador utilizado. 

En la Figura 7 se muestra la secuencia del gen 16S rDNA de la cepa No. 16, en la cual 

las letras mayúsculas corresponden a la secuencia del DNA en doble cadena en tanto que las 

letras minúsculas representan a la secuencia nuc1eotídica en cadena sencilla. El número de 

nucleótidos que abarcó la secuencia del gen ribosomal 16S de la cepa No. 1 () fue de 1524. de 

lus cuales, 39 corresponden a secuencia nucleotídica en cadena sencilla (2.6 (Ir l. 

StH1 Silla 1 EcoRI Smal EcoRI 

b - 600 pb -------------- d - 200 
c - 750pb 

b-I - 400 
b-2 - 200 a- 350 

e-I- 400 pb 

Figura 6. Estrategia de clonación del gen ribosomal 16S de la cepa 
No. 16 para su sccuenciación. 

i Enzimas de restricción utilizadas para la clonación de los distintos 
fragmentos de DNA . 

- Gen ribosomal 16S de la cepa No. 1 (j, - 1.6 kh . 
• Vehículo de clonación pCRII (Invilrllgen). 
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~ GAGT':'TGATC CTGGCTCAGA ATTGAACC:T 
,,- .- ... , 
\,l,~ ',-,' ,\ tI ¡ '- ¡ ¡" 1\' ". 

51 CMGTC'GAAC GGCAG(·A~T.c GI\;CTTGl'N' (~--;-\ ;(;'1'\ ;l;\ " ;,\ ~;";' ;..;, -, ;, li\1 " . 

l01 C,cTGAGTAAT ACATCr::,cAAC G'I'GTCCTGTA GTI;a;(-;(;;\TA Gl'l '(\ ;r;( \ ;;\1" 

151 AGeCGc;ATTA ATACCGCATA CGA'T'CTACGG A'f(;AAl\.c~( '(;r, Q_;l;A'I'r1"I'f]: 

201 GACCTCGCGC TATAGGGGCG GCCGATGGCG GA'I'TAC~TAG TI( X~TG¡\' ;G' l' 

.!S 1 MAl ;(;( _'TL'J\C CANJe( 'GAC.'G AT('Ct,TA(TT \X;'I'C!'(;N:N: C;l\("( ;¡,( _'( "". ;r . 

lO 1 CACACTC;C;GA C7GAGACAl'C \XX·CAr.AC'TC C1' I\C::-;' ;C;¡\GG e ,\,_;C l,,-;1", ;,..;'. ; 

351 GAA1'"T'TTGGA CAATGGGCGA AAGCCTGATC CAGC:\j\TCCC GC~;T''':;7G'j'Gd 

401 AC':oAAGGCCTT CGGGTTGTAA AGCAC'ITTTG TCCGGJ\AJ-"\GA AATCCCTI;GT 

451 CCI'AATATGG CCGGGGGATG ACGGTACCGG AAGAATMGC ACCGGCTAAC 

.,01 TACGTGCCAG CAGCC= AATACGTAGG GTC',cAAGCGT TAATCGGAAT 

'>51 TACTGGGCGT AAAGCGTGCG CAGGCGGTGA TGTAAGArCG A '!'G'T'GAAA '1'(' 

601 CCCGGGCTCA ACCTGGC,AAC 'I'GCaTTGGTG ACTGCA'T'n;(' tT(~él(;t- ¡\T(): 

651 cagAGGGGGG 'T'AGAG'ITCCA CC'I'GTAGCAG '';'GAAA'rsC''~T A~ ;,\S,\TC'I\;','; 

701 AGGAATACCG ATGGCGAAGG CAGCCCCCTG GGTCi\¡\ T he,:: GN:-g(~TC:;,TC; 

751 CACGAAAGcG TGGGGAGCAA uCAGGA'ITAG AT¡\CrcTc/;T ;"1.';'1'(",', "J\C(;CC 

801 cTAAACGATG TCAACTGGTI' G'T'CGGGTCT"T CA'ITG¡\("~'TC; GTi\A( "(;1',1(;(' 

851 TAACgCGTGA AGTTGACCGC CTGGgGAGTA CgGTU;CAAG ATTAAiv\C'T(' 

901 AAAGGAA'ITG ACgGGGACcC C-t:..ACAAGCgG TGGATGATGT GGATTAATf(" 

')')1 l;ATI.;CAACqc l;dl\AAiJ.('C'I'r ACCTACCC"l'T C;A("At'l ld "Y (;M'l"f\ "Cr ;¡ "'!' 

1001 GAGAG<..;'!'GGA AGTt jC< '('GAA AGCX;A(,C('(,T AAC"!\(",v;(;,\'G C'I\ ;r_"A'I'O ;',"r 

1051 GTCGTCAGCT CGTGTCGTGA GATG'ITGGGT TAl\GTCCC: ~c AACGN;O;CA 

1101 ACCCTTGTCC CTAGTTgcTA CGCAAGAGCA CTCCk-;':;GAG ACTGrCG(n'G 

11 '11 ACAAJ\CCGGA GGAAGGTGC",G GA1\";ACG'1'( "A AG'¡'CC":'Cj;rC; (";C'( \_"1'1';"'I\;C; 

1201 GTAGggcTTC ACACGTCATA CAATGGTCCG AACACi,CC", ;1' TG(Tlv\U·C\; 

1251 CGAGGTGGAG CCAATCCCAG AAAACCGATC GTAGTCCGCA TC(;CAGTl"TG 

llOl CAACTCGACT GCGTGAAGCT GGAATCGCTA GTMTCGO-;G AT('AC;(~A'I't;C 

ll51 CGcggTGAAT ACGTI'CCCGG GTCTTGTACA CACCGeCcr;T CACACCA'I'{";C 

1401 GAGTGGGT'I'T TGCCAGAAGT GGCTAGTCTA ACCGCAA(",c;A l ;Gr'\CO: ;T(" I\e 

1451 CACGGCAGGA TTCATGACTG GGGTGAAGTC r,TMCtV\O _;1' ¡\C;C'CT;TA'I _"o, 

1501 GAAGGTGCGG ctGGATCACC TCCTT 

Figura 7. Secuencia del gen rihosomal 16S de la cepa No. 16 
tUlIrkllOldcria). La ... !ctras 1.:11 mayú ... culas n:pre ... cntan la ",cCllcllL"ia dcl 
DNA en doble caJena en tanto que las letra ... en minúsculas n:pl"l':-.enlan 

cadena sencilla. 
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M~diante la comparación de la secuencia del gen ribosomal 16S de diferentes cepas dd géncrll 

8I1rk/¡,,/deriu (la lista de cepas de Bllrk/w/deria utilizadas se encuentra en la Tahla 5) y las 

cepas ;\lo. 16 y 273 s~ obtuvo una matriz de similitud utilizando el pl'llgrall1a Distances ITabla 

6). La secuencia del gen 16SrDNA de la cepa 273 fue determinada por el DI'. Jal'llues 

Balandreau (LaboratOlre d'Ecologie Microbianc du Sol, lJMR5557 CNRS Llniwrsllé L)oll 1. 

France). La similitud entre las cepas No. 16 y 273 corresponde a un 99.9 c/c y la similitud de 

e .... ta .... uos cepas con las secuencias de BlIrk/lOlderia fijadoras de njtrógeno (R. vietl111llliensis y 

g h/"(/.\i/(,I/.\i.\), reporlaLias en la hase Lic Liatos GcneBank, es Lie aproximadamente 95 ',;. Y Lie 

igualll1anera con la especie tipo de este género bacteriano, B. cepacia. La cepa No. 16 y 273 

mostraron la mayor similitud con la cepa tipo de B. [iralllilli.\· (96.3 y 96.2 q 

respectivamente). En el árbol filogenético de la Figura 8 puede observarse que las cepas :-':0. 

16 Y 273 están m{ls cercanas a las cepas de B. hrasilellsis, B. kururimsis, B. [il'lllllil/is, B. 

wrihil'/lsis y algunas cepas de Burk/¡o/deria sp. 
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Tabla 5. Lista de cepas ullizadas en el análisis de la secuencia dd 
gen ribosomal 16S. 

Ba .... tcna Fucnt.: {el"p •. na L1>1fl1 h 

//IIIAIIO"'e riu al/ell"f J¡m¡.;( JIIÚ ATCC2.1061 XC> 711.17 
H. hrasi/cllsis (M 131l) AJ23X360 
H. carihiellús (MWAP71) YIX703 
H. nU'yopII\H¡ A TCC2S41 XT AB021423 
H ¡"(pu('/(/ ATCC2S41H l )l)6()27 

U. ('/}("(H'l.'IICIUIIlS ATCC33664T AIlO2IlX<J 
H gladiofj pathovar gladiof¡ ATCCI 924XT X6703X 
H. ¡.;/arlll'i A TCC2~ I ~5T AB021l74 
U. ¡.:f/wllluc LMG21Y6T 1l%~31 

U. gralllillis-l (C4DIMT) l ll)(ll).W 
11. gralllinis-2 (AUS35) 1l~6Y41 
¡¡ kterEtri('I/sis A[J024.11 () 
¡¡ mallci (GE8) AI'IIOIX 
11 l/lid lÍ \ 'oHm!1 LMG 130 I O Y I X70l 
¡¡ /U Jri mhe rge nsi s YO'JX7'J 
Ir plu'lIl1zilliul1l LMG2247T 1l%'J16 
n. ¡1/ulI(arii LMG'J035T llYh'J13 
n p.\ClldOJ1/11llei ( 1026h) lI'J I Xl'! 
H. pYlTlJCillia A TCC I S9S8T A[J()2136'J 
R. ¡1/(Ii/WIlIt'II.\Ú· 0:2(4) BSlI'J I K1K 
11 \'Wulii LMGI6020T 1I96'J12 
11 \' id 11(/ IJI fI' l/S is- I.MG I O'J2'JT ITVV7S) 1I4692X 
11. \';1'1, Illllli /' 11.\ i.\ -2 ITVV70) l )<)6929 

/l. 1'¡c1lllmÚcll.l'is- .3 (AMMDI AF041302 
/hU"k/¡o/dericJ sr. (C3BIM) U96~38 

UI/rklwleria sr. (CRE7) 1I37341l 
Hnrk"oldl'ria sr. (lB I ) X921 XX 
Uwklw/dcria sp. (LB4IXI) UXI,.nl 
Hw"kllO/dcriu sr. (m35b) U%~37 

Nllrklu)ldcrill sr. (N2P5) Ln7142 
Ullrklu)ldcriu sr. (SAPlI) AF0523X7 
U¡¡rkJ¡ofc/cri(/ sr. (VUN I (JO 13) AFllfiXII I I 

a. Cokcciún oat.:teriana en la cual se encuentran rl·g:i .... traJd~ C;ld;¡ un,l lk 1;1 ... 

cera~. y/u nomhre oc la cepa. ArCe. American Tyre Cultun' Cldll'c(¡ot1. 
Rm:kvilk. MarylanJ. USA: LMG. Culture Collcclion 01' the Lahoratuflulll 
\"001' Micmhiologic. Univer~itcit Genl. Genl. Belgium. 

h. Número de acceso hajo el cual cada secuencia se encuentra Ji"ponihk en la 
hase de datos EMBL 
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Tabla 6. \1atriz de similitud calculada a partir de las distancias (Jukes & Cantor) entre las secuencias del gen ribosomal 165 de 
distintas cepas de Burk/¡olderia y las cepas ;-';0. 16 Y :'\0. 273. 

Bacteriacl 2 3 -\ 5 6 7 K 9 10 11 12 13 14 15 16 

1. B. hrasilemis IDO 95.7 944 94.2 lJ .. L 1 94., 94.~ 99.9 95.1 93.3 94. K 94 3 1)4.6 94 5 95.3 95.5 

2. B. carihiensis IDO 94.8 936 93H 94.1 96.9958 94.6 93.4 968 94 1 1)4.2 94.8 95.5 95.6 

3. B. cepueia IDO 97.8 97.4 97.1 89.5 94.4 97.8 93.5 93.8 94 7 920 98 1 95.7 95.7 

4. B. cocovenenans IDO 984 98.4 94.5 94.3 97.8 93.3 95 6 98.1 986 979 95.0 95.0 

5. B. liludioli IDO 98.2 94.1 92.8 97.4 93.2 94 3 98.7 98.4 97 7 92.8 93.1 

6. B. RIII/1/ae IDO 93.6 94.5 97.7 93.3 94.7 98.7 97.5 97.3 94.9 95.0 

7. B. lira",in!s-I IDO 94 8 95.6 92.5 96.5 93 4 89.7 '-)2.6 96.3 96.2 

8. B. kururiensis IDO 95.2 93.4 9-1.. 1) 94.4 94.6 945 94.6 94.8 
N 

9. B. lI1ulle! IDO 93.4 95 6 97 1 97.8 98.0 94.5 94.6 
.". 

1 O. B. norimherKensis IDO 930 93.2 Y2.5 93.1 94.2 94.2 

11. B. p/¡ella:ill!UI11 1 00 94.8 9 -l. 3 93 5 95.5 95.5 

12. B. planear!! IDO 95.6 96.0 95.5 95.5 

13. B. I'lll1dli IDO 96.0 95.0 95.0 

14. B. vietllamiellsis- 1 IDO 95.4 95.6 

15. Cepa No. 16 IDO 99.9 

16. Cepa 27.1 lOO 

a. La prm.:cdl·m:ia de L"aJa un.J de la ... sCl.:'ucncias utiJiladas en el análi~i ... SI.' tllucslra en la Tabla:'. Cera l'\o, ló aislada de !luíl ·'roJo". Cepa 273 
aislada de muíl "picJra hlan¡,;a". 
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Fi!.!ura X. Arhol filogcnl'tH:n hasallu en el análisis de la secuencia del gen 165 rDNA de cepas del género !Ju,.kllOldl'ri{/, 
la~ccpa NlI. 16 Y No. 273. El análisis de las secuencias se realizó mediante el programa ClustalW y el árhol se muestra 
con l'l prnp:rama Trc\"ll'w. Los números en cada una de las ramificaciones son el análisis mediante Booslrap rc¡¡lit.ado 
Cllll el pfll~rama C'llIslaIW. La escala en la harra indica el camhio de un nucleúlido por caJa 100 ph. 
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Tanla 7. Patrones de r~stricción del gen ribo,omal 16S rDNA de 
cL'pa:-. diazólrofas cndófitas dI.! maí/.. 

Patronc~ de n;slricción LId gen 16S 

Cepa Nu. GenotipoV! 
rONA digerido> eun!; 

Hha! Alu! MspI Dd,,1 

~ a a a a 

1(, a a a a 

2.~ t a a a ,! 

c4X a a a a 

273 a a a a 

262 a a a a 

CX4 3 a e a h 

2lJl 5 h h h ti 

235 7 e e ,. 

240 7 e e e r 
250 7 e e e r 
260 7 e e e r 
263 7 e e e f 

30S 7 e e e r 
312 7 e e e r 
~·C X ti ti d " o 

B. ('epacia ll 2 a f a a 

H. \ '/ (' 11/011/ I el/s i.\! 11 4 a e a ,. 
R. S''¡WWCl'llrIlIII1 v 6 e g e e 

1 La .... letra .... en cada columna corresponuen a un palnín ue rcstricci"lIl par.¡ caJa 

una oc las enzimas utilizadas. il ATCC 29352. iii LMG 11347. IV LMCi 22 l)l). 

v Genotipo al que corresponden cada una de las cepas de í.H.:ucrUo al J.núli .... is uc 
patrones de resLricción del gen I ÓS rDNA. nd. no delerminado, 

45 



En la figura l) se muestra el agrupamiento de las cepas hacterianas aisladas de Inai/. La 

mayor parle de las cepas 4ucdaron uhicadas en 2 divisiones. En las divisiones 1 y 11 se 

Illc"li/clI1 ICb cepas de referencia de BurkJ¡olderÍa cepa cía y B. vÍelnall/ÍensÍs, respectivamente. 

La similitud entre las cepas del genotipo 1 con respecto a B. ce¡",eia en la división 1 fue dcllJO 

'1; al igual que la similitud entre la cepa No. 284, del genotipo 3, con respecto a B. 

l'ielll</IIliensis en la división n. Las cepas de la división III poseen una .similitud del 60 c" Clln 

respecto a las cepas de referencia de BurkJ¡olderia. 

Gl...'notipo: Cepa :\\1 

11: 4, ló, 231, ] -1 I 24Y, 262, 273 

2: R. upllciaJ. 

3: 2X4 ] -1 4: B. \'¡ellulIllicIISish 

I 
5: 2Y3 

1 6: R. so{all(/('{'(ltwl/t' 

1 7: 2.1:;, 240, 243, l:;O, ] 1 :!(¡{), 2(1.~ •. ~()X • . \ 12 

8: 242 

411 60 711 XII 9{) 11111 

Similaridad 'k 

Figura Y. Dcnurograma mostrando la agrupación de cepas diazótrofas cnoóritas aisbda~ Ji: 
maíz mediante el análisis de patrones de restricción del gen 16S rDNA amplificado por PCR 
¡ARDRA). 

;1 ATCC2tn52. h I.MCiI1347. t' ¡,MG229t). 
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Figura 10. Patrones de restricción del gen 16S rDNA amplificado por peRo 

i. Digestión con la enzima Hila!' 
ii. Digestión con la enzima Alu!' 
Las cepa\) correspondientes a cada uno de los patrones se definen en la Tabla 7. 
l. BurUJO/deriu brasilclISis cepa M 130 (BR-113401. 
2. B. rietnal1lil'l/sÍs LMGJ2862. 
3. Iil'rhaspiriffum Z67. 
~1. man.:ador de pe~() molecular 1 OOpb (GibcoBRL). 

-... 

e f 3 g M 
,-~ "-(-:.: 

Pares de bases -..-- 1500 

- 1000 

-- .... -. 600 ... 
r--
" 
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Ensayo de colonización endófita. 

Las 13 cepas fijadoras de nitrógeno, aisladas de maíz "rojo", fueron probadas en su 

capacidad para colonizar los tejidos internos de plantas de dos variedades distintas de maíz 

(Tahla X). De las I ~ cepas ensayadas, 6 fueron capaces de colonizar los tejidos interno, dL' 

ambas variedades de maíz y otras 3 cepas colonizaron solo una de las variedades. La menor 

capacidad colonizadora de los tejidos internos de las plantas de maíz se observó con la cepa 

No. 15, la cual pertenece a la especie Azospiril/wn lipoferum. El número más probable dL' 

bacterias en el interior de las raíces varió en el orden de 104 a 107 UFC por gramo de tejido 

vegetal fresco y en la parte aérea en el rango de 103 a 10 6 , dependiendo de la cepa y de la 

variedad de maíz. 

La inoculación bacteriana no causó síntomas visibles de enfermedad en las plantas de 

maíz, así como tampoco cambios en la morfología de la raíz. 

En el interior de las plantas testigo no se detectó a ninguna de las cepas analizadas en el 

experimento de colonización y en la mayoría de las plantas inoculadas se recohraron las cepas 

ensayadas, no observándose contaminación con otras bacterias u hongos. 
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Tabla S. Capacidad colonil-adora ue los tejido~ internos 
Je las plantas oe maíl. por Ja~ ccra~ Jiallltrnfas aislada:-. 
del maí.L "rojo". 

NMpa 

CEPA ROJOh BSi5h 

2 R ND R 2.5x 106 

A ND A ND 

} R 2.5x 106 R 2.5x !Oh 

A 9.5x 1 05 A 1J.5x l ()) 

R ND R 2.5x 1 oc. 
A ND A 9.5xIOC. 

12ch R 2.5x 1 06 R 2.5x 1 ()6 

A 2.5x 1 06 A 2.5x 1 {)6 

12g R 1.5x 1 07 R 2.5x 1 06 

A 1.5x 1 05 A 2.5x 106 

15 R <la R <lO 
A <20 A NO 

16 R 2.5x 1 06 R 2.5x I ()6 

A 2.5x 106 A 2.5x 106 

19 R 4.5x 1 05 R NO 

¡\ 45xllJ·' A NIJ 

24 R 2.5x 1 {)6 R 2.5x 1 04 

A 1.5xl05 A 1.5xlO.l 

a Número más prohable de hacterias cndúfilas por gramo 
(k' tejidn vegetal Je plantas (on 15 Jías dc crecimiento. 

h "Rojo", variedad criolla; "8-555", variedau híhrida. 
NO, no detectado. 
R, raíz; A, parte aérea de la planta. 
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Efecto de la inoculación de cepas diazótrofas endófitas sohre el crecimicnto de 

plantas de maíz. 

La inoculación del maíz "arrocillo" con las cepas No. 12ch, No. 16 y No. 24 no 

prumovió el desarrollo de las plantas cuado crecieron con bajos niveles de nitrógeno, 5 Il1g por 

maccta [Tabla 9). Sin embargo, en los tratamientos en donde las plantas de maíz fueron 

inoculadas con las cepas No. 12 y No. 16 y tratadas con 50 mg de nitrógeno mineral, se 

observó un incremento en el crecimiento de la raíz y de la parte aérea de las plantas en el rango 

de 3.5 a 30 %, comparadas con las plantas testigo. Las plantas de maíz inoculadas con la cepa 

No. 16 y tratadas con la más alta concentración de nitrógeno, 100 mg por maceta, presentaron 

mayor crecimiento que las plantas testigo y que las plantas inoculadas con las cepas No. 12ch 

y 24. El incremento en el peso seco de la raíz y de la parte aérea de las rlantas inoculadas con 

la eepa No. 16 fue de 44.1 y 13.6 % respectivamente, comparadas con las plantas testigo. El 

establecimiento de las tres cepas en el interior de las plantas de maíz criollo "arrocillo" fue 

variahlc ya que no se logró el reaislamiento en la mayoría de las plantas analizadas. Sin 

embargo, es posible que las cepas colonizaran la rizosfera, lo cual no fue determinado. 

La inoculación de plantas de maíz híbrido B-555 con las cepas No. 12ch y No. 24 y 

tratadas con la concentración menor de nitrógeno mineral no promovió significati vamente el 

crecimiento de la raíz, pero en los tratamientos con la concentración media y alta de nitrógeno 

se observó un incremento en el peso seco de la raíz en el rango de 13.5 a 56.3 % comparando 

con las plantas testigo (Tabla 10). En ambos tratamientos (50 y 100 mg de nitrógeno por 

l11aceta) la inoculación de la cepa No. 24 logró el l11ayor incremento en el crecimiento de la raíl 

de las plantas. Caso contrario a lo observado con la raíz, la inoculación de plantas de Illaíl 

híbrido B-555 con las cepas No. 12ch y No. 24 incrementó hasta en 59.2 % el crecimiento de 

la parte aérea de las plantas, comparadas con las testigo (Tabla lO). El incremento observado 

lúe estadísticamente significativo al igual que el aumento en el nitrógeno total de las plantas. 

sin elllbargo, el porcentaje de nitrógeno fue muy similar entre las plantas inoculadas y las 

plantas testigo. En la variedad de maíz B-555, las cepas No. 12ch y No. 24 presentaron un 

establecimiento variable en el interior de las plantas, similar al caso observado con el maíz 

"arrocillo". 
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Tabla 9. Erecto de la inoculación oe las cepas dial.otrófas endófitas, aisladas de muí! "rojo", 
..,ohn: l'1 L'rl'~lrnicnto de plantas de maí/. "arroclllo". 

PESO SECO (g)1 DIFERI'NCIA (t;; ,2 

TRATAMIENTO RAIZ P. AEREA RAIZ P. AEREA 

5 rng N3 

Inoe. cepa 12eh 1.92 ± 0.86 a 1.56 ± 0.44 a, h - 1 1 .5 -15.2 
lno~.cepa 16 2.18±1.09a 1.52 ± 0.46 a, h 1.11 -17,4 
Inoc. cepa 24 1.60 ± 0.32 a 1.23 ± 0.46 h -2 3.1) -.~~.2 

Tcstigo 2.17 ± 0.81 a 1.84 ± 0.52 a 

50 mg N3 

Inm:. cepa 12ch 5.20 ± 2.91 a 5.1X ± 1.65 a 30.7 11U 

InOl:.cepa 16 4.12 ± 1.50 a 4.47 ± 1.34 a 3.5 12.6 

Inm:. CCpi.1 24 3.68 ± 1.30 a 3.74 ± 1.29 a -7.5 -2.26 
Testigo 3.98 ± O.Yl a ~.97±1.2Ia 

100 mg N' 

Inoe. eepa 12eh 3.72 ± 1.06 a 4.03 ± 1.74 a -17.4 -20.0 
Inoc. cepa 16 6.70 ± 1.33 b 5.83 ± 1.32 b 44.1 13.6 
lnoc. l'cpa 24 4.51 ± 1.82 a, e 4.55 ± 1,45 a, b -3.0 ·11.3 
Testigo 4.65 ± 0.94 e 5.13 ± 1.77 a, h 

I Los valores son la media de K a 12 plantas con 33 días de crccimil'ntu !'>cguidi.1 por la 
uf,:sviéKiún e!'>tandar. Letras iguales en la misma columna para cada tratanllento inolcan qm: no 
difieren a P=0.05, uli!izando la prueba de t de "Sludenl". 

2 Diferencia en poreentajf.! de peso seco f.!ntrc las plantas inoculadas y el (l· ... ti!!() sIn ilwl'ubr 

" Miligramo!'> de nitrúgeno por maceta, Jos plantas por maef.!ta. 
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Tahla lO. Ef~cto de la inoculacHín de cepas dialtítrola~ cnd{')fitas. aIslada:. de maíz "nlJIJ", ... ohrc el crc(imlcnto de] maiz híbrido "B-555". 

TRATAMIE:--ITO 

5 mg N2 

Inoc. cepa 12ch 

Inoc. cepa 24 

Testigo 

50 mg N2 

Inoc. cepa 12ch 

Inoc. cepa 24 

Testigo 

100 mg N2 

lnoc. cepa 12ch 

Inoc. cepa 24 

Testigo 

PESO SECO ¡gil 

Raíz P. aérea 

1.89 ± 1.09 a 0.86 ± 0.60 h 

2.02 ± 0.77 a 0.80 ± 0.25 h 

1.75 ± 0.63 a 0.54 ± 0.15 a 

3.35 ± 1.51 a, b 1.91 ± 0.92 h 

4.07 ± 1.18 b 1.85 ± 0.53 h 

2.95 ± 0.74 a 1.36 ± 0.31 a 

4.42 ± 1.55 b 2.52 ± 0.80 a, h 

5.19 ± 1.24 b 3.09 ± 0.88 h 

3.32 ± 1.09 a 2.25 ± 0.74 a 

INCREMENTO 'J 

Raíz 

8.0 

15.4 

13.5 

37.9 

33.1 

56.3 

P. aérea 

59.2 

48.1 

40.4 

36.0 

11.2 

37.3 

'J NITROGENOI 

P. aérea 

1.07 ± 0.25 a 

0.99 ± 0.14 a 

1.07 ± 0.36 a 

1.34 ± 0.37 a 

.18 ± 0.26 a 

14 ± 0.23 a 

1.58 ± 0..+2 a 

1.35 ± 0.23 b 

1.57 ± 0.30 a 

NITROGENOI TOTAL 
(mg/planla) 

9.83 ± 9.94 a, b 

8.05 ± 2.99 b 

5.81 ± 2.71 a 

23.9 ± 10.9 b 

22.2 ± 9.00 b 

15.5±4.8Ia 

38.9 ± 16.0 a 

40.9 ± 10.8 a 

34.8 ± 12.7 a 

I Lo~ valor!.!s son la media de 16 a 20 plantas ... egUlda por la desviación estandar. Letras iguales en L.l InI:.ma C{llumna para cada tratamiento 
llllilcan lju~ no difieren a P=O.05, uulizando la prueh.l Je I dI.! "Studcnts·'. 

2 ~11lIgrJ.mos de nitrógeno por maceta, dos planta ... rH1r man:ta. 

N 
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La inoculación del maíz híbrido B-555 con la cepa No. 16 (identificada como 

Bl/rkllOlderia) y tratadas con la concentración menor de nitrógeno mineral no incrementó de 

manera significativa el desarrollo de la raíz y de la parte aérea de las plantas, comparando con 

el testigo. Sin embargo con la dosis media y alta de nitrógeno, 50 y 100 mg respectivamcntc, 

hubo un incremento en el desarrollo de las plantas, tanto de la raíz como de la parte aérea 

(Tabla 11). El incremento del peso scco en la parte aérea de las plantas varió de 16.4 a 2X.~ 'j" 

con respecto a las plantas testigo. Sin embargo, se pudo observar que las plantas tratadas con 

la dosis de nitrógeno menor (5 mg por maceta) e inoculadas con la cepa No. 16 quedaron por 

debajo del peso sceo de las plantas testigo. Se determinó la presencia de la cepa No. 16 en la 

rizosfera e interior de tallo y hojas de las plantas de maíz, encontrándose a la bactcria 

solamcnte en la rizosfera de las plantas. 

Tahla 11. Efecto de la inoculación de la cepa No. 16 sobre el crecimiento de plantas 
de maíz hlbrido B-555. 

PESO SECO (g)1 DlFERENCIA2 (O;') 

TRATAMIENTO RAIZ P. AEREA RAIZ P. AEREA 

5 mg N3 

Inm:. t:cpa 16 0.96 ± 0.27 a 0.33 ± 0.08 a 3.2 ·5.7 
Testigo 0.93 ± 0.26 a 0.35 ± 0.12 a 

50 mg N 

Inoc. cepa 16 2.15 ± 0.58 a 0.78 ± 0.28 a 27.2 16.4 

Testigo 1.69 ± 0.34 b 0.67 ± 0.18 a 

100 mg N 

Inoc. cepa 16 3.08 ± 1.10 a 1.27 ± 0.36 a 32.8 28.3 

Testigo 2.32 ± 0.60 b 0.99 ± 0.30 b 

I Los valores son [a mcJia Je 16 a 19 plantas <.le 33 días de crccinllcnlu sq.!ulda por [" 

dcsviul'ión cslandar. Letras iguales en la misma columna para cada tratamiento indit:an que 
no difieren a P= 0.05, utilizando la prueba de t de "Sludcnt". 

2 Diferencia en porcentaje de peso seco entre las plantas inoculadas y el testIgo Sin 
inocular. 

J Mi1it.!ra1l1os de nitrógeno por maceta, dos plantas por maceta. 
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D.:t.:nninaci(ín de ácido indol acético (AlA). 

Sc .:valuó ':11 medio de cultivo la producción de indoles totales y AlA desarrollados por la 

cepas No. 3, No. 12ch, No. 16 y No. 24, aisladas de plantas de maíz "rojo", para tratar de 

explicar si la promoción en el crecimiento de las plantas de maíz se debió a la producción de 

estos compuestos. La producción de indoles totales por las cepas No. 3, No. 12ch y No. 24 

varió en el rango de 26.5 a 32.5 ¡¡g/mi determinado mediante la prueba de Salkowsky (Tabla 

121. La ccpa No. 1 ó produjo indoles totales en cantidad mínima. Mediante cromatografía de 

líquidos de alta resolución (HPLC) se determinó la concentración de AlA producido por las 

cepas diazótrofas (Tabla 12, Figuras 11). La cepa 16 no produjo AlA, mientras que en las 

cepas No. 3 y No. 24 la concentración fue de 13.8 y 14.3 ¡¡g/mI, respectivamente. La cepa 

No. 12ch produjo ácido indol láctico (Figura 12). 

Tabla 12. Producción de indoles totales, AlA y AIL por 
las cepas diazótrofas aisladas de maíz "rojo". 

Indoles 
Cepa No. totales' 

AIAh 
(~g/ml) 

AILc 
(~g/ml) 

3 26.5 13.8 ± 2.5 NO 

12ch 32.5 ND + 

16 <1.0 ND ND 

24 32.0 14.3 ± 0.4 ND 

a Los valores son la media de 3 repeticiones. 
b Los valores son la media de 3 repeticiones seguida por la 
desviación estándar. 

e La concentración de AIL no se determinó. 
AlA, ácido indol acético. AIL, ácido indol láctico, 
ND, no detectado. +. producción del compuesto, 
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DISCCSIOl\ 

En la actualIdad se reconoce la presencia de bacteria, que habitan lo, tejidos mtemos de 

la, plantas ,10 causarles daño y ,e ha propuesto que lo, endófito, parecen ,er organismos 

antiguamente relacionados con las plantas I Pirozynski and Dalpé 1989l. 

En el presente estudio se llevó a cabo la búsqueda, aislamiento y caracterización de 

bacterias endófitas fijadoras de nitrógeno asociadas con dos variedades de maíz, "rojo" y 

"piedra blanca", las cuales han sido cultivadas tradicionalmente sin la aplicación de fertilizantes 

ni otros agroquímicos en la región indígena Mixe del estado de Oaxaca. 

Como primer paso se realizaron ensayos para la detección de actl\ idad nltrogena,a 

mediante el ensa)o de reducción de acetileno (ARAI en semill~b germinadas Je mail. en le" 

cultl\ os de los macerados de las semillas y posteriormente en plantas completas) en el cultl\o 

Jc\ macerado de las mismas. Es así como en las semillas de maíz "rojo" y "piedra blanca", 

estcrill/adas superficialmente y germinadas. no se observó ARA. no obstante, se logró el 

aislamiento de bacterias no diazotróficas. al menos en el caso del maíz "piedra blanca" (datos 

no mostrados). Este hecho parece ser algo bastante común en el maíz puesto que resultados 

similares fueron obtenidos al analizar las semillas de otras variedades. tanto criollas c,)n1<) 

hibndas (dato, no mostrados). La presencia bacteriana en el Intenor de las semillas de mai! 

esterilizadas superficialmente sugiere que las bacterias pueden entrar a la ""milla a travé, dd 

si,tema vascular de la planta y translocarse hasta alcanzar el tubo de germinación del de polen 

y posteriormente establecerse en el interior de la semilla durante el llenado de la misma I :-'lundt 

\' Hinkle 1976 l. 

Al Igual que en las semillas de maíz. la actividad nitrogenasa no se detectó en planta, 

C·lllnpkta.s de maíz "rojo". Es posible que b metodología empleada (pbntas encerradas en 

matraces) haya sido un factor determinante en la detección de la actividad (J. Balandreau, como 

pers. l. Sin embargo, se ha observado que pocas líneas de maíz muestran ARA y se sugiere 

que la asociación planta-bacteria, en este caso fijadores de nitrógeno, puede depender del 

genoma de la planta hospedera (Ela y col. 1982, Smith y col. 1999), 

En los cultivos de los macerados de plantas de maíz "roJo" de 15 y 30 días de 

crecimiento se detectó ARA. mientras que en lo.s cultivos de los macerados de maíz "piedra 

blanca" no se logró detectar dicha actl\'idad, Como se mencionó antcflomlente. la deICCCI"r1 de 



.\R.\ ['~rece depender ele la \ anédael cid maí!. Por lltro :aJo. :a detéc~llin Je .\R.\ ,,~ >
cultl \ 0' de lo, macerados de plantas Je maíz ··roJo··. pro\ emente, de gennlnactcin 'b~p[lCa ~ 

manépdas en condiciones de ésteril idad I T -31. sugiere la existencia de bacterias diazótrofas en 

el interior de la semilla pero que no e.xpresan dicha actividad. ya que no se detectó .-\RA en la 

semilla. Es posible que la expresión de ARA por las bacterias diazótrofas en el interior de las 

semillas de maíz se encuentre detenninada por la forma de reproducción que posee el maíz. ya 

que en plantas propagadas vegetativamente. por ejemplo la caña de azúcar. se ha detectado 

ARA cuando se inicia la emergencia de las raíces nuevas (Rennie y col. 1982). Este hecho 

puede estar directamente relacionado con el número de diazótrofos en el interior de las semillas 

de maíz y en los tallos de caña de azúcar. Probablemente la semilla de maíz al encontrarse en 

estado de latencia no permite la proliferación bacteriana, por lo que el tiempo de 5 día, 

(después de la germinación de la semilla). fue insuficiente para que las bacterias diazótrofas se 

multiplicaran y alcanzaran números elevados que permitieran detectar la ARA En contrJ.>te. el 

tallo ele caña de azúcar. al ser un tejido ~ctivo permite el crecimiento bacteriano y la 

consecuente detección de la ARA Otra posiblidad es que las poblaciones de fijadores de 

nitrógeno se encuentren en estado de latencia o con una actividad metabólica tan baja que la 

ARA no eS detectada en el interior de la ,emi Ila al iniciarse la germinación. 

En el caso del maíz "piedra blanca" se logró solamente el aislamiento de bacterias no 

fijadoras de nitrógeno a partir de las semillas esterilizadas superficialmente y germinadas. :-\0 

obstante. en plantas de esta variedad con 15 y 30 días de crecimiento se aislaron algunas cepas 

que expresaron ARA. La presencia de bacterias fijadoras de nitrógeno en plantas de maíl 

"piedra blanca", y su ausencia en las semillas, podría deberse a la transmisión aérea cuando ,e 

trata de plantas que provienen de granos esterilizados superficialmente IT-3l. lo cual se ha 

,ugwdo ocurre en otras plantas (Ruppel y col. 1992, Olivares y col. 1997), o mediante un 

proceso de infección y colonización bacteriana de la raíces y posteriormente su translocación a 

la parte aérea de las plantas, cuando éstas provenían de las semillas inoculadas con suelo (T-2 

y T--+l. Se conoce que algunas bacterias habitantes del suelo tienen la capacidad para colonizar 

el interior de las raíces y posteriormente invadir los tejidos aéreos (Gagne y col. 1987. van 

Peer v col. 1992. James y col. 1994l. Este mecanismo explicaría la presencia endófita en la 

pane aérea de las plantas de maíz "piedra blanca" que fueron Inoculadas con suelo 

¡Tratamientos T-2 y T--+). 
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ma\ or al encontrado en la raíz, Tabla i . Se ha ubsenado qUe el ~úm~r,) ..le ·~~.::er:a, \ aria 

dependiendo tanto de la especie de la planta como del órgano analizado I Fisher : col. 19921. 

así como también del método utilizado para la extracción de los endófitos I Bell y col. 19971. 

Probablemente la parte aérea de la plantas sea un microamblente más favorable para los 

endófitos fijadores de nitrógeno debido a la mayor accesibilidad de nutrientes I Barraquio y 

col. 1997). Por ejemplo, los fotosintatos al ser transportados por el floema alcanzan en primer 

lugar la parte aérea y posteriormente la raíz de la planta. La capacidad de las bacterias para 

translocarse en el interior de las plantas parece estar relacionada a la capacidad de 

,obrevivencla de algunos endófitos como Aatohacter dia:otmphiclIs. flerhaspiril/lIl1l ,pp. \ 

A:oarclls spp. (lames y col. 1997. Reinhold-Hurek y Hurek 1998bl. 

En plantas de maíz "piedra blanca" con 15 días de crecimiento se pudo oorsen ar que 

existe un número mayor de endófitos en comparación con las pl::tntas con 30 días de 

creCimiento. Tablas -l y 6. De acuerdo con estos resultados la fluctuación de endófitos parece 

depcnder no solo del órgano de la planta que e, analizado. ,ino tamhl¿n de la edad ,lé la 

planta. Este fenómeno se ha observado en otras \'ariedades de maíl. as' CDmo en plantas de 

algodón l:-'lclnroy y Klocppcr 1995b) y caña de azúcar I:-'Iuñoz-Rojas y Cabalkro-\lcllad" 

como pers.). También es posible que la fluctuación en el número de endófitos se deba a 

cambios que la planta experimenta como respuesta a los factores ambientales (Ellis y col. 

1999>. Es conocido que la calidad y cantidad de 105 exudados radicales varía grandemente 

dependiendo. entre otros factores. del estado de crecimiento de la planta. de la inten'ldad 

luminosa. de la temperatura y de los nutrientes minerales del suelo disponibles para la planta 

provocando cambIOS cualitativos y cuantitativos en la comunidad microhlam de la r1Zo,fera 

I Curl and Truclove 1986). Estos cambios observados en el ambiente rizosférico son el 

producto de cambios fisiológicos que experimentan las plantas en respuesta al medio 

ambiente. Los cambios en la fisiología de las plantas también podrían explicar la fluctuación de 

los endófitos que registramos en nuestro estudio. 

En la actualidad la aplicación de fertilizantes minerales a 105 cultivos agrícolas es algo 

muy común. Sin embargo. se conoce muy poco del efecto que los fertilizantes causan sobre la 

comunidad microbiana asociada con los tejidos internos de las plantas. En este ,entiJu. los 

resultados obtenidos al aplicar nitrógeno al maíz "piedra blanca" revelaron que la acti\ iJaJ 
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act1\idad nnrogenasa ~n los cultivos d~ I"s macerados de plantas con! 5 Ji,!> Je creé1m1entl' ,,~ 

\ 1Ó Jrásticamente abatida. lo cual ~·u~ confirmado por el número balO Je al,iado, -¡ue 

mostraron la capacidad de reduc1r acetJleno ¡Tabla 4 y 51. En los macerados de maíz "p1edra 

blanca" se logró detectar ARA en las plantas provenientes de granos esterilizados 

superiicialemente y adicionados con suelo, tratamiento T-4. Es posible que la diferenc1a de 

.-\RA en plantas de maíz "rojo" y "piedra blanca" se deba a la concentración de nitrógeno 

aplicada en el experimento, 32.25 mg por planta de maíz "rojo" y 25 mg por planta de maíz 

"piedra blanca". :-';0 obstante, el efecto del nitrógeno mineral observado en el maiz "rojo" 

concuerda con los datos existentes en la literatura acerca de la influencia negativa del 

fertJlizante nitrogenado sobre las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrógeno I Fuentes

Ramirez y col. 1993, Kirchhof y col. 1997, Caballero-:V1ellado , \lartinez-Romero 1999. 

Fuentes-Ramírez y col. 1999, :YIuthukumurasamy y col. 1999). 

De acuerdo con nuestros resultados y los reportes en la literatura. nos parece importante 

Ile\ ar a cabo anális,s para evaluar el efecto que el nitrógeno ejerce sobre !ll comunidad 

baclenana endófita. Probablemente el nitrógeno aplicado como fertilizante intluya sobre las 

",,'c1aciones endófitas en forma diferente. dependiendo de las característlcas de cada cspec1': 

bacteriana. De hecho, se conoce que la asociación de Herha5pirilllllll spp. con la caña de 

azúcar no es afectada por la fertilización nitrogenada (Muthukumurasamy y col. 1999). 

Resultados similares observamos en nuestro estudio con las cepas :\0. 12ch y :-';0. 24. las 

cuales presentan un patrón de colonización variable en el maíz híbrido E-555 (datos no 

mostradosl. En esle caso, ambas cepas no lograron colonizar los tejidos internos de las plantas 

fertilizadas con la dósis de nitrógeno menor. en tanto que en los tratamientos con las mayores 

dósis de fertilización se presentó un mayor éxito en la colonización de las plantas. 

Es conocido que la aplicación de nitrógeno mineral cambia la arquitectura de la raíz 

I Zhang y Farde 1999) y las condiciones fisiológicas de las plantas (Fernandes y Pereyra

ROSS1~110 1995), lo cual posteriomente podría influir diferencialmente sobre la comunidad 

endófita. Por ejemplo, la aplicación de nitratos a la caña de azúcar (Peláez y col. 1994), y 

probablemente en otras plantas C4 (e.g., maíz), provoca una activación del enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilasa y por tanto una elevada tasa de fijación de C02 lo que 

con,ccuentemente resulta en un aumento en el tluJo de malato. De esta manera. la ele\aC1Ón en 
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la concentración lié malato en ellntenor de lo, teJido, de :"-, planta.> fa\ ,'reCér:~ :~ :--rolltáac:')!1 

de bactenas endófitas que usan eiicientemente este áCido dicarbo\í!Jco ,e.;' .. A:, "I'ir/ilu/II. 

Herhaspirilllllll) pero no la multiplicación de los endófitos que no usen o usen pobremente este 

icido como fuente de carbono le.g .. AcelOhacrer dia:orrophicllSl. 

Los conocimientos sobre la interacción planta-bacteria endófita son incipientes y se 

desconoce completamente las interacciones entre las comunidades endófitas. En la actualidad 

se sugiere que los endófitos, además de aportar algunos nutrientes a las plantas. e.g. nitrógeno 

(Boddey y col. 1995), parecen influir en el crecimiento de las mismas a través de la 

producción de fitohonnonas tales como el ácido indol acético IOkon y Labandera 1994) Y 

cltoquininas (Holland 1997), así como por la remoción de productos de desecho. e.g .. el 

metanol producido por la planta es consumido por las bacterias denominadas como PPF:-Vh. 

Pink-Pigmented Facultative Methylotrophic bacteria ¡Holland y Pobcco 1992. Holland 19971. 

"Podría la acumulación de metanol en :a planta. por cambios en la población de PPF:-.r s. 

disminUir la población de otros endófitos' El panorama parece complicado y seguramente las 

Interacciones multiplcs. El estudio sistemático de las interacciones podrá dar la información 

nCCC"lfla para una mejor compren'lón de la, asociaclonc' planta-endMito,. 

Ll c .... tratcgia de caracterización de los endófitos de maí/. "rojo" cOIl:-.istió en e\'aluar a 

todas las cepas aisladas en su capacidad de reducir el acetileno a etileno y determinar la 

presencia de los genes estructurales de la nitrogenasa mediante ensayos de hibridación. Los 

resultados mostraron que aproximadamente el 50 'fe de las cepas aisladas con morfología 

colonial distinta poseen la habilidad de reducir el acetileno a etileno ) mue,tran 'eñJI ,k 

hibridación con los genes nijHDK. Algunas de estas bacterias, por ejemplo los a"lados :\0. -1 

Y "0. 16. se encontraron en números supenores a 105 por gramo de tejido \egetal ¡Taola 21. 

y el conjunto de la comunidad de diazótrofos cultivables por arriba de 106 por gramo de tejido 

vegetal. Por supuesto, la presencia de los diazótrofos en los tejidos internos de las plantas de 

maíz no indica que la fijación de nitrógeno se lleve a cabo en los mismos. pero el conocer de 

su presencia encausa la posibilidad de usarlos para que lleven a cabo este proceso en 

asoc iación con la planta. 

Como fue mencionado en párrafos anteriores, los conocimientos sobre la comunidad de 

diazótrofos endófitos es aún incipiente. lo que es particularmente cierto para la comunidaJ 
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:\iadorJ. de nltrógt..~no asociada Lil maiz .. -\ún ~uando en el pr~~ent.: tr:.lD:.lll) ,e iogríl j¡ ... l.u ~ 

caractenzar algunos de los aislados I \'er más adelante l. alguno, aspecto, merócen 

consideración para lograr un mayor conocimiento de los diazótroios que se encuentran en 

asociación cndófita con el maíz. Por ejemplo. en el aislado :-':0. 1-1 aislado de plantas de maíz 

"roJo" ,,~ detectaron los genes lIijHDK pero no la capacidad de reducir acetileno. mientras que 

la cepa :-.10. 18 también aislada del maíz "rojo" que expresó ARA no mostró señal de 

hibridación. La falta de expresión de actividad reductora de acetileno por la cepa No. 1-1 puede 

significar que el medio de cultivo o las condiciones (e.g. concentración de oxígeno) para la 

detección de ARA no fueron las adecuadas para que se llevara a cabo esta actividad. En el caso 

de la cepa :\'0. 18, la señal de hibridación negativa presume que la secuencia nucleotídica de la 

nitrogenasa de este microorganismo difiere grandemente de la nitrogenasa del 

microorganismo. Rlzi~obil/ln etti. utilizado como sonda en el experimento. Este hecho rc.,ulta 

interesante debido a que señala la Importancia de utilizar estrategias diferentes para la bÚ".Jueda 

y selección de fijadores de nitrógeno. Es muy probable que basándose solamente en una 

estrategia como ensayos de ARA o hibridación con los genes lIifHDK se pierda la posibilidad 

Je reCl1noccr una cantidad con'lderable de bactenas diazótroias. La detección de d¡aLótrofo, 

no cultl\abks se ha logrado a partir de raíces de arrOI utilizando la téCnica de amplificaL'ión en 

cadena de la polimerasa (PCR) y como blanco a los genes estructurales de la nitrogenasa 

(Ueda y col. 1995a, b), demostrándose una gran diversidad de diazótrofos asociados a la raíz. 

Sin embargo, aún utilizando estas estrategias no existe garantía para detectar algunos 

diazótrofos. Por ejemplo. Strepromrces remwa/llorrophicl/s es una bacteria diazótrofa que 

posee un sistema de fijación de nitrógeno poco usual y distinto al sistema de los dlazótrot'os 

descritos en la actualidad. La nitrogenasa de esta bacteria. una superó\ido óxidoreductasa 

(Ribbe y col. 1997), no reduce el acetileno a etileno y no muestra señal de hibridación con los 

genes llifHDK de Klebsiella Pllewnoniae (Gadkary y col. 1992). 

Sobre la base de estas consideraciones nos parece necesario recurrir a procedimientos 

complementarios que permitan aislar y reconocer el mayor número de diazótrofos posibles. El 

uso de técnicas que involucran 15N 2 parece ser un método apropidado para reconocer 

diazótrofos culti\'ables. El empleo de medios "selectivos" que inhiban el crecimiento de 

bacterias de rápida multiplicación. e.g. enterobacterias. contribuiría seguramente al aislamiento 

61 



de dl"zótrol," de mullJpJ¡cacllÍn mas :Cnta. La lncorp,)ración je dlferentc, c,rfate,:.b fémlltlrj 

en un luturo contar con un Im'entano mas completo de los diazótrofo, a"xI"d,), ,,1 maif. ",i 

como tener mayores y mejores oporrumdades para su uso en la agncultura. 

Generalmente se acepta que el "inventario" actual de las especies bacterianas. inclu,endo 

las ¡ijadoras de nitrógeno, está incompleto. Se reconoce que muchas especies de bacterias no 

son cultivables bajo condiciones de laboratorio I Hugenholtz y col. 1998. Dunbar y col. 19991 

y que el uso de estrategias y medios de cultivos pueden favorecer el sobrecrecimiento de 

algunas especies que enmascaran o inhiben el crecimiento de otras. También se reconocen las 

limitaciones de la taxonomía clásica para la diferenciación de especies bacterianas, lo cual en 

los últimos años se ha superado con la incorporación de estrategias de biología molecular. 

mostrándose la existencia de mas de una especie dentro de especies "bien definidas" en el 

pasado. Por ejemplo. Rhi~obil//11 /egllminosarwn by. phaseo/i tipo l lue reclasilicado en b 

especie bacteriana Rhi~obil/m ec/i mediante el uso de herramlenta.s moleculares I ScgO\ 1" , col. 

1993). También ha sido posible redefinir cepas que pertenecen a una ml,ma c'peclc 

bacteriana. las cuales no pueden ser diferenciadas a través de características fenotípicas pero 

_ILlC Jlfieren a ni\el genotípico. lo, denomlnaJos genomo\ares IL'rsing y col. 19951. Por 

":Jcmplo. la dcnnición de multiples g~numo\.ln:" Jentro del complejO B/{rk"101d~rill ('t'/}llcill ful' 

pOSible mediante el uso de distintas ensayos moleculares, además. entre estos genomovares se 

ha propuesto a B. /IIllltivoralls como especie nueva (Vandamme y col. 1997). Las 

herramientas moleculares han servido no solo para redefinir especies dentro de una "especie ya 

existente", ya que hay casos en donde las especies de un género bacteriano pueden pasar a 

formar un género nuevo. Por ejemplo. Pselldomollas cepacia. P. mallei. P. peslldomallei. P. 

car\'ophY//i y P. g/adio/i fueron transferidas al género BlIrkho/daia. utilizando herramienta, 

de biología molecular como homología ADN-ADN y análisis de la secuencia del gen 

ribosomal 16S (Yabuuchi y col. 1992). 

Con el objetivo de identificar los endóftlos fijadores de nitrógeno aislados de maíz "rojo" 

se eligió el uso de electroforesis de enzimas metabólicas para la agrupación y diferenciación de 

los endófitos (Figura 2). Algunos grupos incluyeron tanto cepas fijadoras como no fijadoras 

de nitrógeno. De acuerdo con las distancia.s genéticas entre los aislados diazótrofos del maíz 

"rojo" se puede observar la existencia de al menos 6 grupos bactenano, distintos. tomando en 

cuenta que los coeficientes de distancia genética mayores de 0.5 son considerados como el 
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limJt~ para la ,eparaclón de especies' Sdander: cal. 19851. C.lbe mencIOnar que a diStancia, 

ma\ores Je 0.5 no es posible dist::1gulr claramente cuando ,e :rata Je -:'rec:~' u genero, 

distintos. L:l rel:lción estrecha entre bacterias fijadoras y no fijador:ls de nmógeno que se 

muestra en la Figura 2 se ha observado también en otros géneros bacterianos como en el caso 

del género Rhi:obillm. fijador de nitrógeno. que mediante la comparación de la secuencia del 

gen nbosomal 16S se relaCIOna con b:lcterias del género A~robacterillm y Bmcella. las cuales 

no poseen la capacidad intrínsec:l para fijar el nitrógeno :ltmosférico (Lud\\ig y col. 19981. 

Diversas hipótesis han surgido para explicar la estrecha relaCión genética entre 

organismos fijadores y no fijadores de nitrógeno, Una de éstas es la transferencia lateral de 

información genética entre distintas bacterias, En diferentes experimentos se ha demostrado la 

tran,ferencia artificial de los genes ni{ entre especies o géneros poco relacionados (\!artinez

Romero y col. 19871. no obstante. es difícil probar que este evento haya jugando un papel 

determinante en la distribución de los genes nif existente en la actual idad (y oung 19921. Se 

podria suponer que la fijación de nitrógeno es un atributo normal entre 1:1.'> bacteria,. el cual fue 

perdido en el curso de la evolución en algunas especies que colonizaron ambiente, con 

JounJancla de nitrógeno fácilmente a"ml!Jb1e, Se pl~nsa así ,implemente porque la ma: oría 

Jc l~h bact~rias no han "ido examinda.. ... ~n e~tt' a"'pectn. Además. b acti\"idad nitrogena.'Ia no e ... 

una prueba que se realice rutinariamente al describir una nue\'a especie bacteriana (Young 

1992), ni tampoco lo es el buscar las condiciones adecuadas en el laboratorio para que esta 

actividad se lleve a cabo. Por ejemplo, en la descripción reciente de la especie Bllrkholderia 

kl/rlIriel1sis no fue evaluada la capacidad de fijación de nitrógeno y consecuentemente no e, 

con,iderada como diazótrofo (Zhang y col. 2000), En contraste la especie B, bmsilensis. no 

reportada oficialmente. es considerada como fijadora de nitrógeno (Baldani y col. 19991, Sin 

embargo. de acuerdo con el análisis de la secuencia del gene ribosomal16S D:"\'\ (Tabla 6. 

Figura 81. estas dos "especies" presentan un 99,9 '7e de similitud. lo que indica, a reserva de 

compararse con otros métodos, que se trata de la misma "especie", Esto habla de la falta de 

e\aluación rutinaria para determinar la capacidad de fijación de nitrógeno entre los taxas 

bacterianos. 

ylediante distintas pruebas bioquímicas se determinaron los grupos bacterianos al que 

pertencecen la mayoría de las cepas fijadoras de nitrógeno aisladas del maíz "rojo", Los 

grupos identificados fueron Enrerobacter cloacae. Klebsiella spp .. A:ospirilllllll lipoferlllll : 
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Bllrkholderia apacia. Con el uso de pruebas genotípicas. entre ¿stas la .:om['aracl<in Je la 

,ecuencla parcial del gen ribosomal 16S. se determinó que la, .:epa :\0 . .+ \ :\0. 1 ó pertenec.:n 

al género Bllrkholderia en tanto que la cepa :\0. 2.+ al género Emerobac:er. Como fue scñalado 

anterionnente. con frecuencia el uso de pruebas fenotípicas no pennite una clara diferenciación 

de cepas pertenecientes a especies distintas y claro ejemplo son las cepas :-'<0. -1 Y :-'<0. 16 que 

fueron identificadas por estos métodos comoBllrkllOlderia cepacia. Aún cuando se ha 

rcportado que B. apacia tienen la capacidad de redUCir acetileno I Be\ivino y col. 199.+1. en 

general es reconocido que esta especie bacteriana no posee la habilidad de fijar nitrógeno 

(Gillis y col. 1995), sin embargo, se encuentra estrechamente relacionada con B. 

\'¡elllamiensis, la cual es fijadora de nitrógeno (Gillis y col. 1995) . 

El aislamiento de cepas de los géneros EI/terobacter .. -\~ospirillllm y Klebsiella no es 

'orprendente. considerando que se les ha encontrado asociadas con otras plantas de cultivo II 

silvestres (Gardner y col 1982. Reinhold y col. 1986. y!ascarúa-Esparza! col. 198~. Bell ) 

col. 1995). Sin embargo. el aislamiento de cepas del género Bllrklw"leria rey Iste gran Imer~s 

debido a su capacidad de fijar nitrógeno. así como por ser un grupo importante en la 

ollldegradación de pesticidas (Haugland y col. 1990. Oaubaras y col. 19961. por actuar como 

"-"C"les ,le r.locllntrol 1:-'IcLoughltn y col 1992. Hcr.har y cnl. 19951 y por tratar", de' 

aislados. según la secuencia parcial de los genes 16S rO:-':,.\ (Figura 5). diferentes a 

BllrkllOlderia vietllamiellsis. Conociendo la gran diversidad de especies dentro del género 

Bllrkholderia. alrededor de 22 (Yabuuchi y col. 1992, Urakami y col. 199-1. Gillis y col. 

1995. Vandamme y col. 1997). y a la existencia de una sola especie fijadora en este género. 

la, cepas aisladas del maíz "piedra blanca" se analizaron mediante distintas pruebas 

bioquímicas y anúlisis de patrones de restricción del gen ribosomal 165 I ARDRA I para la 

búsqueda de cepas de Burkholderia diazótrofas. Los resultados de las pruebas bio4uimlcas 

mostraron que los aislados diazótrofos pertenecen a Burkholderia, Una relación mas fina de 

estos aislados se obtuvo a través del uso de ARDRA, Tomando en cuenta la similitud 

observada entre las cepas de referencia de B, cepacia y B. vietnamiensis con las cepas 

diazótrofas endófitas del maíz "piedra blanca" se podría suponer que éstas representan 

especies nuevas de diazótrofos del género Burl.:holderia. Las cepas :\0 . .+ y :\0. 16. aislada' 

d ',... I "'31 :\ '49 v 16'·:\ '73 de plantas e malz . roJo. y as cepas .so. _ ., o. _ ... '0. __ ) . O. __ parecen 

constituir una especie nueva. en tanto que la cepa ;-';0, 293 constituiría otra diferente. Sin 
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embargo. para definir la posición w.xonómica correcta de estas cepa.-, como especlc, nueva, de 

bactena, dlazótroias dentro del género Bllrkholderia se requlere de un análisls mas ampill1. en 

el cual ,e deben incluir ensayos de homología AO;>;-.-\O;>;. utilizando cepas tipo de este género 

bacteriano para su comparación. ;>;0 obstante la importancia de realizar ensayos de homología 

AO;>;-AO;>; es posible anticipar que las cepas )/0. 16 Y ;>;0. 273 representan una nueva especle 

dentro del género Bllrkholderia. diferente a las fijadoras de nitrógeno. B. vietnamiensis y B. 

hrusilensis sobre la bases del análisis comparativo de la secuencia total del gen ribosomal 16S 

1 Figura 8). ;>;iveles de similitud menores al 97 '"e (Stackebrandt and Goebel 199 .. ) son 

evidencia suficiente para definir nuevas especies bacterianas. En el análisis comparativo 

ninguna de las especies reconocidas de Burkholderia presenta una similitud mayor al 97 '( con 

las cepas ;>;0. 16 Y 273. observándose que la mayor similitud ( 96.3 q) de estas cepas se 

presenta con B. gralllinis (Tabla 6). La detección de nuevas especies de bacterias fijadoras de 

nitrógeno del género Burkholderia contribuye en gran medida al conocimiento sobre la 

diversidad de diazótrofos en este género bacteriano. Además. el alslamlento de estas cepa, 

resulta de gran interés. ya que podrían ser útiles a nivel agrícola debido a quc ,e ha de,cnto 

LJue algunas cepas del género Bllrkho/deriu ,on capaces de promo\'er el crecimiento vegetal 

\ .\kLuughIJn ) cul. 1992. Hcbbar )- col. 1998 lO degradar compuestos complejo, del upo de 

los herbiCIdas (Haugland y col. 1990. Daubaras y col. 1996) los cuales pueden persistir por 

períodos muy largos en el suelo. Resultaría interesante analizar si los aislados :-lo. 16 y :-':0. 

273 poseen la capacidad para degradar algún compuesto complejo. ya que estos aislados. 

como se puede observar en el árbol filogenético de la Figura 8. se encuentran relacionados con 

algunas cepas (e.g. Burkho/deria sp. :-;2P5) que poseen la capacidad de degradar compuestos 

tóxlCOS I :'vluelkr y col. 1997). 

Ourante la última década ha existido un interés creciente en el estudio de las bactenas 

endófitas (Fuentes-Ramírez y col. 1993. Reinhold-Hurek y col. 1993a. Palus y col. 1996\.) 

su interacción con las plantas hospederas (Egener y col. 1998, Fuentes-Ramírez y col. 1999). 

Se ha considerado que si las bacterias endófitas fijadoras de nitrógeno llevan a cabo esta 

actividad en la planta. entonces el nitrógeno fijado sería excretado directamente en el interior de 

la mi,ma. con el consecuente aprovechamiento del nitrógeno y sin la competencia por este 

nutriente como ocurre en el ambiente nzosférico (Boddey y Dobereiner 1995 l. Otras 

actividades de la comunidad bacteriana endófita. e.g .. la síntesis de fitohormonas. podrían 
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éJercer cieeto, iavorable, en la promC'Clón Jd creCimiento Je las planta,. Sin embargo. él u", 

Jc cepa, baetenanas como Inoculante, ~ue promue\ an el Jesarrollo \ egetal requiere cie 

maJores conocimientos sobre la interacción planta-microorganismo, ya que la capacidad de 

una cepa particular para colonizar las raíces de las plantas es uno de los factores limitantes en 

este tipo de aplicaciones (Weller 1988). 

Con el objetivo de evaluar el papel que ejercen los endófitos fijadores de nitrógeno se 

analizó la capacidad de las 13 cepas. aisladas del maíz "rojo", para establecerse en los tejidos 

internos de dos variedades de maíz \ una criolla y otra híbrida), así como la capacidad para 

promover el crecimiento de las plantas. 

Los resultados revelaron que las cepas difieren en su capacidad para colonilar el 

ambiente endófito, siendo esta capacidad dependiente de la variedad de la planta ¡Tabla 81. 

Estos resultados son similares a lo, descritos en la interacción trigo-A:nspiri//wll brasilense 

\ A,smus y col. 1995). observándose diferenCias en la capaCidad colonizadora de la superiicle 

y los tejidos internos de la raíz, dependiendo de la cepa Inoculada. Es importante mencionar 

que la capacidad de colonización por una cepa particular no es una característica única que 

prediga efectos benéficos sobre él crecimiento de las plantas, pero e' un punto de inicio 

fundamcntal para llevar a cabo ensayos dirigido, a la ,elccción de cepas bacteriana.' con 

capacidad para promover el crecimiento vegetal o como agentes de biocontrol de lo, 

microorganismos causantes de enfenmedades de la raíz (Scher 1983 l. 

Con base en la capacidad de las cepas para colonizar el interior de las plantas de maíz 

¡Tabla 8), fueron seleccionadas las cepa, fijadoras de nitrógeno ~o. 12ch ¡f:'l1IerohaCier 

c/(}awel. :"0. 16 (Bl/rk/wlderia sp) y :"0.2-\ ¡Enterobacter cloacael para el'aluar el efecto de la 

Inoculación sohre el crecimiento de dos lanedadc" el criollo "arrocillo" y el híbrido 8-555. 

La respuesta a la inoculación bacteriana resultó variable dependiendo de la cepa, la variedad de 

maíz y la adición de nitrógeno mineral (Tablas 9, 10 Y 11), Es importante destacar que las 

plantas de maíz "arrocillo" disminuyeron su crecimiento en la mayoría de los tratamientos, 

respecto a las testigo, al ser inoculadas con las cepas No. 12ch y No. 2-\, pero no con la cepa 

No. 16. excepto en el tratamiento con bajo nitrógeno. La mejor respuesta a la inoculación se 

observÓ con el maíz 8-555, siendo el crecimiento de las plantas. en lo general. estimulado 

significativamente por las tres cepas elaluadas. Estos resultados e\idenCIJn que la c,'pacldaJ 

de colonización de una cepa particular no es requisito único para seleccionar cepa, que 
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promu~\an el crecimiento de las plantas. También retleJan la necesidad de Ik\ar a cabo la 

sekcclón de cepas como se ha observado en las aSOCiaciones Rlll:ubllllll-kgumlnosa, 

I Kremer y Peterson 1982, Halliday 198 .. ) Y A:ospirillllm-gramíneas I Paredes-Cardona y col. 

1988. Caballero-~Iellado y col. 1992). 

Tomando en cuenta que no existen diferencias estadísiticamente significativas en el 

porciento de nitrógeno entre las plantas de maíz B-5S5 inoculadas con las cepas fijadoras de 

nitrógeno y las plantas testigo. y que el incremento en el peso seco de las plantas inoculadas 

sólo se presenta con dosis de mediana y alta fertilización, respecto a las testigo, consideramos 

que el mecanismo responsable del efecto observado no es la fijación de nitrógeno. Este 

resultado confirma que la capacidad de un diazótrofo para colonizar los tejidos de las plantas 

no significa que la fijación de nitrógeno sea expresada en los mismos. Considerando que las 

cepas No. 12ch y No. 24 producen compuestos indólicos en medio de cultivo (Tabla 12, 

Figuras II y 12), podría sugerirse la síntesis de auxinas como el mecanismo responsable de la 

mayor proliferación de las raíces en las plantas de maíz inoculadas con estas cepas! como 

consecuencia un crecimiento mayor de la parte aérea (Tabla 16). Esta propuesta ha sido 

amplIamente analilada para explicar los tnnemcntos en el crecimiento y rendimientos de muy 

dl\ersas plantas inoculadas con A:u'pirillu/Il IC~balkro-:-'lclbdo y col. 199~. Okon y 

Labandcra 1994). Sin embargo. debido a que la cepa :sIo. 16 de Bllrkholderia sp. no es capaz 

de sintetizar compuestos auxínicos en medios de cultivo, consideramos que el mayor 

crecimiento de las plantas inoculadas con esta cepa es debido al efecto producido por algún 

otro tipo de molécula excretada por esta bacteria. Entre otras posibilidades, el lumicromo 

producido por la cepa No. 16 (D. Phillips y E. Martínez-Romero, como pers.) podría ser la 

molécula responsable del mayor crecimiento observado en las plantas inoculadas. ya que S~ he> 

obs~rvado que Sillorhi~obilllll meliloti mediante la producción de este compuesto promuew el 

crecimiento de plantas de alfalfa (Phillips y col. 1999). 

Los incrementos observados en el peso seco de las plantas de maíz debido a la 

inoculación con las cepas No. 12ch, No. 16 y No. 24, muestran que las bacterias poseen 

mecanismos muy diversos mediante los cuales pueden favorecer el crecimiento de una planta. 

En este trabajo se demostró indirectamente que el incremento en e I crecimiento de las plantas 

de maíz no se debió a la fijación biológica de nitrógeno y por tanto la síntesis de au.\inas ~ 

particulamlente la producción de lumicromo parecen resultar de gran interés desde el punto de 
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\I'it~ ~grícola. 

L~ búsqueda de bacterias fijadoras de nitrógeno endófitas que promue\ an d l.barrullo 

de las plantas no leguminosas a través de este mecanismo es un trabajo arduo en el cual 'ie 

obtienen frecuentemente resultados infructuosos. :\0 obstante. durante el desarrollo de e,te 

proyecto se logró obtener información importante sobre las bacterias endófitas asociada> .:on 

el maíz. lo cual. puede ser de gran utilidad para estudios futuros. 
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C01';CLCSIONES 

La detección de la actividad nitrogenasa y el aislamiento de bacterias diazótrofas 

endófitas depende fuertemente del estado de crecimiento de la planta de maíz. Además. el 

establecimiento de las bacterias diazótroias en el interior de la planta;. consecuentemente 'u 

aislamiento. depende de la bacteria. la variedad de maíz y la presencia de nitrógeno mineral. 

La identificación de los géneros Klebsiella. Enterobacter. A:ospiri/lum y Bllrkholderia. 

muestra que las bacterias pueden encontrarse en diferentes habitats. incluyendo el ambiente 

endofítico. pero también demuestra que las estrategias para el aislamiento bacteriano son 

Importantes para el reconocimento tanto de las bacterias conocidas como de nuevas especies. 

como lo fue el caso de las cepas diazótrofas de Bllrkholderia. A~nado a lo anterior. la 

estrategia para la detección de cepas diazótrofas es también un punto de vital importancia para 

lograr el reconocimiento de un número mayor o menor de bacterias diazótrofas. 

La identificación de nuevas especies de bacterias dentro de Burkholderia demuestra la 

importancia de incluir estrategias moleculares para llevar a cabo la caractenzación adecuada de 

un aislado bacteriano. Es probable que basándose solamente en la caracterización fenotípica d 

hallazgo de especies nuevas de BlIrk/lOlderia diazótrofas no hubkra sido posible. 

La asociación de bacterias pertenecientes al género BlIrkholderill y fijadoras de nitrógeno 

con el maíz resulta de interesante puesto que se ha descrito que cepas no fijadoras de nitrógeno 

pertenecientes a este género promueven el desarrollo de las plantas. poseen la habilidad para 

degradar pesticidas y son útiles en el control biológico de agentes fitopatógenos. 

Los ensayos de inoculación de maíz con algunas de las cepas aisladas. de los géneros 

Enterohacter y BlIrkholderia. promovieron el desarrollo de las plantas. el cual no puede 

atribuirse a la fijación biológica de nitrógeno. La producción de compuestos auxínicos o la 

síntesis de lumicromo pudieran ser los mecanismos responsables de la promoción del 

crecimiento observado. Los mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden promover el 

crecimiento vegetal son muy diversos. lo cual se ha demostrado una vez más con este trabajo. 

Indudablemente. el estudio de bacterias diazótrofas del maíz no implica solamente la 

identificación de géneros conocidos o la descripción de nuevas especies. implica también el 

contar con estrategias alternativas al uso de agroquímicos que dañan el medio ambiente y la 

salud v también el utilizJ.r a los microorganismos como una fuente de recursos renovables. . -
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PERSPECTIVAS DE TRABAJO 

Considerando que la validación taxonómica de una especie bacteriana requiere de un 

análisis fenotípico y genotípico de un número importante de cepas. será esencIal llevar a cabo 

el aislamiento de un mayor número de cepas para deiinir la posición taxonómica del grupo de 

fijadoras de nitrogeno de Bllrkholderia asociadas al maíz. 

Considerando que las características de cultivo definen el aislamiento de cIertos grupos o 

esp.:cies bacterianas. será de gran valor el desarrollar estrategias que permitan aislar 

selectivamente cepas fijadoras de nitrógeno del género Bllrkholderia, con el fin de conocer la 

dl\ersidad de especies, así como la diversidad genética intraespecie y su distribución entre 

plantas estrechamente relacionadas, e.g. teocintle, y entre algunas de Interés agrícola. 

Considerando que el grupo de cepas fijadoras de nitrógeno del género Bllrk/lOlderia 

asociadas con el maíz se encuentran relacionadas filogenéticamente con cepas de Bllrkholderia 

conocidas como agentes de biocontrol y con cepas degradado ras de pesticidas. será de interés 

evaluar si estas capacidades son expresadas por el grupo endófito fijador de nItrógeno 

detectado en este estudio. 

Considerando que la únIca cepa analIzada del grupo fijador de nItrógeno del genero 

BlIrk/lOlderia es capaz de promover el crecimiento de plantas de maíz fertilizadas con nitrógeno 

mineral. resulta de interés evaluar si ésta es una capacidad intrínseca de la especie. También 

será interesante elucidar el mecanismo responsable de la promoción del crecimiento de las 

plantas y evaluar el papel del nitrógeno en la expresión de tal mecanismo. 

Considerando el habitat endofítico de las cepas del género BlIrkl/Oldaia aIsladas en este 

trabajo sería interesante conocer su perfil de distribución en el interior de la planta utilizando 

para este fin cepas modificadas genéticamente, es decir, haciendo uso de gen.:, r~portero,. 
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A:\EXO 

~ ledios de cultivo 

LB: Peptona caseína IOg. extracto de levadura 5g. :--'¡aCl lOg. agua 11. 

LGI: Azucar 20g, K2HP04 O.2g, KH2PO~ O.6g, l-!gS04.,H20 O.2g. C,¡CI22H:O :Omg. 

:-';a2~100.l.2H20 2mg, FeC13.6H:O lOg. Jzúl de bromourno! 25mg. verde bromocresol 25mg. c'(tr;,h.:tu de 

le\J.dura SOmg. agua 11. pH 6 5. Para placas se utilizaron 13g de agar y para Viales 2.3g. 

20mg. FcSO..¡.. 7H20 4rng. azúl de bromotimol 25mg. KOH .L~g, agua 11. pH 6.S. Para placas se ulilIlardn 

13g de agar y para viales 2.3g. 

U.5g, Jl.úl de bromoumol2Srng. Cael: ¡Drng. agua 11. pH 7. Para placas se utilizaron 19 de Jgar: para \Jaló 

o '" --, '::' 

o 5g. FcCh.6H20 15mg. KOH 4.8g. roJO congo 40rng. pH 6.g, agar 13g. 

:\IESMA: Extracto de levadura 2.7g. dextrosa 2.7g. manltol I.~g. )"lES 4.4g, K2HPO.¡ 4~lg. 

KH:PO..¡. O 65g. azúl de bromotimol 25mg. agua 1\. pH 6.6. agar 13g. 

:\Iedio de cultivo para extracción de compuestos indólicos: Ac. succímco 2.5g. 

K2HPO.¡ 6g. KH2PO.¡4 g. tnplOfano O.lg. fructosa 5g, pH 6. 
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:\Iedios de cultivo para pruebas bioquímicas 

Citrato de Sirnrnons: ~H-,H:PO-, :g.~aCI5g. K:HPO-, :~. cltr"'" Jé ,,'dio 2; \1"50-, -H:O 

(J 2g .. 1lU! de bromoomol 80rng. agua 11. pH 6.9. agar 13g. 

Caldo triptona: TnplOna 10g. agua 11. 

:\ledio gelatina nutritiva: Extracto de le, adura 3g. peptona 5g. gdaunJ 120 g. "gua I\. rH 'd 

Caldo Rojo :\letilo / Voges Proskauer: Peptona 7g. dextro" 5g. K:HPO.¡ 5g. "gua I\. 

rH n y 

Reactivos para pruebas bioquímicas 

Indicador Rojo Metilo: ROJn melllo 0.1 g. etanol 95 '} 300m!. agua 200m!. 

Solución alfa naftol: Alfa naflOl 5g. "gua 100m\. 

Tinción de Gram 1 métlldl1 J11l1Jltil.'J.JIl Jo.: Hu..:\...~r I J.I SUlUCllin.-\ Cn .... ul \ ll'kt,¡ ~~. ,:l.ln,'1 q:=;', 

':Oml SuluClún B: Oxalato J~ anmnH.l O,Sg: . . I~UJ. S(Jml. mu..:l.lf.-\ ~ B. h I C¡,j,'unto.: Jo.: ,-'I'ntr,¡ .. k ~.I:~.lnlll.L 

O O,2Sg. etalnol959c 20m!. agua cbp 100m\. el Lugol: Yoduro Ú~ potasiu \DeL jodu 5t}. 

Solución nutritiva para plantas (rng/l) 

K:HPO.¡ 54. KH:PO.¡ 109. NaCI 12. CaCI: 344. \lgSO.¡.7H:0 IS5. FeSO-,.cH:O l. ZnSO.¡ -H:O 

l. H]BO] l. CuSO.¡.5H:0 0.03. MnS04..JH:0 0.1. Na:\lo04 0.03. 

Reactivos para biología molecular 

Buffer tris-acetatos: Tris base 4.84g. ácido acétiCO glacial .142m\. EDTA 0.5 \1 2m\. agua I\. 

pH 8. 

Solución de depurinización: HCI 0.25 M. 

Solución de desnaturalización: :-:"CI 1.5 \1. :-:JOH 0.5 \1 
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Fórmula para actividad reductora de acetileno IAR.-\¡ 

nM Etileno = [J, aréa x 2 x \.76<10--1 x Vol. de ga> ln;ectado al cromowgur,' \ \',-1 go, en ,1 

\ lal I horas de Incubación con acetileno. 

c. J.rea ~ JIéa bajo la curva. 2 = factor de atenuación. 1.76>< to-...\. = factor del ..:romatógraIo. 

Número más probable (N:\IP) 

El análisis se llevó a cabo mediante d uso de las tablas de ~IcCrady \Doberein~r ~ ":01. 1995). 

Cuenta por plaqueo de diluciones seriadas 

Para cultivo: Conteo de células en la placa \ factor de dilución x 10 = l'FC mi 

Para células adheridas al : Conteo de células en la placa x factor de dilUCión \ 10/5 = LFC (mi 
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