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RESUMEN

El maiz es uno de los cultivos agricolas mds impeortantes en México v en ¢l mundo. Su
importancia deriva tanto de su uso como fuente alimenticia para el mexicano. como por la Zran
cantidad de subproductos que pueden ser obtenidos de él. Tomando como base las altas tasas de
fijacidn biclégica del nitrégeno registrados en la caiia de azicar (50-80 % del N de la planta), se
ha sugerido que las bacterias endéfitas puediéran ser mds importante que las rizosféricas sobre ¢!
crecimiento de las plantas. A pesar del conocimiento que se tiene sobre la presencia de bacterias
endoéfitas del maiz, el estudio de los diazdtrofos en esta planta es practicamente nulo. Sobre esta
base resulta importante investigar la presencia de bacterias enddfitas del maiz v evaluar su
contribucidn sobre el crecimiento y en la economia del nitrégeno de la planta.

La presencia de bacterias diazdtrofas enddéfitas se determiné en dos variedades de maiz
("rojo” v “piedra blanca™} cultivadas en la regién indigena Mije de Oaxaca. Mediante
cromatografia de gases se detectd actividad reductora de acetileno (ARA) en macerados de
plantas de maiz inoculadas v no inoculadas con suelo rizosférico. pero esta actividad no se
registré en granos de maiz germinados. El nimero total de diazétrofos endéfitos encontrados

fue en el orden de 10+ UFC/g de tejido fresco. De las cepa aisladas del maiz “rojo”. 13 fueron
identificadas como diazétrofos mediante ensayos de reduccidn de acetileno e hibridacién con
los genes nifHDK de Rhizobium etli. Del maiz “piedra blanca” se aislaron [5 cepas diazdtrofas.
Mediante ¢l uso de pruebas bicguimicas se determind que los diazétrofos encontrados en el
interior de las plantas de maiz pertenecen a los géneros Kebsiella, Enterobacter, Azospurilium v
Burkholderia. El hallazgo de bacterias fijadoras de nitrdgeno del género Burkholderia resulta
interesante Jdebido a que hasta ahora sele se ha reportado la asoctacidn de diazdtrofos de este
aénero con el arroz. Ademis, mediante <l andlisis de la secuencia del gen ribosomal 165 se
determind que los aislados no pertenecen a alguna de las especies fijadoras conocidas del género
Burkholderia, lo cual indica que se trata de nuevas especies de este género. No obstante. para
definir la posicion taxondmica correcta de estas cepas se requiere de un andlisis mids amplio, en
el cual se deben incluir ensayos de homologia DNA-DNA. Ensayos de inoculacién en dos
variedades de maifz (hibrido v criollo) con los aislados identificados como Enterobucter v
Burkholderia fueron llevados a cabo. La respuesta del maiz a la inoculacién resultd variable
dependiendo de la cepa, la variedad de maiz y la adicién de nitrégeno mineral. Determinacion
del mitrogeno total en las plantas de maiz muestra que las plantas oculadas poseen un nivel mis
alto que ¢! de las testigo. No obstante, la determinacién del porcentaje de nitrégeno en plantas
inoculadas vy no inoculadas muestra que los niveles de este elemento son similares, sugirtendo
que la contribucién bacteriana al crecimento de las plantas no fue a través de la FBN. La
produccién de compuestos auxinicos en medio de cultivo por las cepas de Enterobacter sugiere
que la contribucién al crecimiento de las plantas de maiz podria deberse a estos compuestos. El
mecanismo mediante el cual la cepa identificada como Burkhelderia promueve el crecimiento de
las plantas de maiz 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 causan
dafo. Sin embargo. la presencia enddfita de los diazétrofos no significa que fa FBN se ileve
cabo en interior de las plantas. pero sugiere que dicha actividad pudiera expresarse.
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INTRODUCCION

En la naturaleza existe un gran nidmero de microorganismos entre los cuales se incluyen
especies de hongos. actinomicetos y bacterias. Por citar un ¢jemplo, tan solo en una pequetia
porcion de suclo pueden encontrarse vartos cientos de miilfones de ellos (Torsvik y col. 1990,
Sin embargo, ¢l conocimiento que se ticne sobre los microorganismos cs ¢scaso, ya que lu
gran mayoria son ignorados o desconocidos a menos que sean los causantes de alguna
enfermedad o de o pudricién de alimentos.

Se conoce que del total de tas bacterias observadas al microscopio, sélo entre ¢t 0.1 y
| % logran scr cultivadas en el laboratorio (Torsvik y col. 1990). Bull y col. (1992) reficren
en cerca de 5,000 el nimero de especics de organismos no cucaridticos, y de acuerdo con sus
estudios presentan un estimado total de 40,000 especies bacterianas en ia naturalezi.
calculando que ¢! porcentaje de bacterias conocidas asciende aun 12 %.

Hoy en dia cs aceptado gencralmente, que el conocimiento sobre fos microorganismos se
ve limitado scveramente debido a la necesidad de obtener cultivos puros para su
caractenizacion. Por cjemplo, 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 nimero de microorganismos, entre éstas se encuentran las interdependencias
que existen entre muchos de ellos, y en algunos casos, el microorganismo pucde encontrarse
¢n un cstado viable pero no cultivable (Oliver y col. 1991). Es conocido también que,
dependiendo de la composicion y caracteristicas fisicoquimicas del medio de cultivo utilizado
se logra el aislamiento de solo algunos grupos bactcrianos (Balandreau 19%3).

En la actualidad la diversidad pucde conocerse independientemente del cultivo de los
microorganismos. Al respecto, Torsvik y col. (1990} han demostrado una alta diversidad
bacteriana en el ambicnte del suelo. Estos autores, mediante la desnaturalizacion térmica y
reasociacion del DNA, determinan que la mayor parte de la diversidad encontrada pertenece a
una porcidn de la comunidad que no puede ser aislada ni cultivada en el laboratorio.

El interés rcciente 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 importante papel gue jucgan en la biotecnologia. en Ta produccién



de alimentos, medicamentos y energia (Madigan y col. 1997). Asi mismo, ¢s reconucido cl
papel que despempeiian cn los procesos biogeogquimicos en la naturalesa y en la agricultura
(Madigan y col. 1997). En este dltimo caso, se conoce que las plantas pueden interaccionar
con una gran varicdad de bacterias rizosféricas y que algunas de estas relaciones resultan
favorables para su crecimiento. Distintos mecanismos bacterianos mediante los cuales las
plantas se ven lavorecidas han sido descritos. Entre éstos se encuentran la solubilizacion de
mincrales (Graham 1986), la supresion de patdgenos (Weller 1988), la produccion de
hormonas reguladoras del crecimiento vegetal (Holland y Polacco 1994) y la fijacidn bioldgica
de mtrégeno, FBN (Pcople y col. 1995).

Tomando en cuenta algunos de estos mecanismos, distintas especies bacterianas han sido
seleccionadas para llevar a cabo ensayos de inoculacién de cultivos de gran importancia
agronémica. Los primeros éxitos de la inoculacidn bacteriuna fucron obtenidos con el uso de
diferentes especies de Rhizobium asociadas a leguminosas, en donde se hu demostrado que ¢l
cfecto benéfico se debe a la FBN. Sin embargo, el €xito de Rhizobium debido a lu FBN parece
estar restringido a la simbiosis con la leguminosa hospedera. En experimentos de inoculacién
de arroz con R, leguominosarwm by trifolii se encontrd un incremento significativo en el peso
scco de las plantas, pero los resultados obtenidos en ¢l contenido de nitrégeno de éstas no
fueron contundentes para ser atribuidos a la FBN, lo cual sugirié que algin otro mecanismo
fue ¢l responsable de los incrementos obscrvados (Yanni y col. 1997). Listos autores
propusicron como mecanismo alternativo la produccién de fitohormonas, considerando que
éstus estimulan el erecimiento radical de las plantas y con ello fa eficiencia en lu captacion de
nutrientes y el agua del suelo.

La inoculacion de cepas de Pseudomonas spp. y Klebsiella spp. a plintulas de manzano
mostro incrementos cn su crecimiento hasta en un 65 %. lo cual, aparentemente se debe a un
clecto antagonico sobre los hongos patdgenos (Caesar y Burr 1988).

El andlisis de los resultados obtenidos de numerosos experimentos de inoculacion de
diferentes gramineas con Azespirillum spp. mostraron que entre el 60-70 % de los
experimentos fueron exitosos, observdndose incrementos significativos en la produccién de
los cultivo en el orden de 5 a 30 % (Okon y Labandera 1994). El principal mecanismo
involucrado en la promocion del crecimiento de las plantas se ha atribuido a la capacidad de

Azospirillion spp. para producir fitohormonas. Actualmente el uso de inoculantes de
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Azospirillum spp. csti cobrando auge en lu agricultura intesiva de paises como Franciay
Sudifrica (Y. Okon com. pers.), y ¢n México se han inoculado 750 mil hectiarcas de maiz,
trigo y cebada (CIFN, UNAM-INIFAP, SAGAR) con resultados exitosos.

No obstante ¢l éxito obtenido con la inoculacién de distintas especies bacterianas. se
reconoce que éste parece depender de distintos factores. Entre éstos se encuentran ¢l nimero
optimo de células en ¢l indeulo y el método de inoculacién utilizado. Un gran énfasis se ha
puesto sobre fa necesidad de poseer un mayor conocimicnto sobre la interaccion de
Azospirillum spp. con la planta y su capacidad de colonizar la rizosfera antes de selcccionar
cepas para fines agrondmicos (Assmus y col. 1995). Estos autores demuestran que la
distribucién de Azospirillum brasilense, en la rizésfera o en el interior de las raices de trigo,
depende de la cepa inoculada.

Es interesante sefialar que atin en la década de los *40s s consideraba gque una planta
saludable se mantenia estéril en su interior, sin embargo, Schander! (1940, citado por
Doberciner y col. 1993) realiza una extensa revision en la literatura y concluye que las
bacterias son habitantes normales de los tejidos internos de las plantas. Estudios recientes han
conlirmado la prescencia de bacterias en ¢l interior de las plantas sin causar dafo visual. Esta
clase de microorganismos podrian ser mds importantes que las poblaciones residentes en el
ambiente rizosférico debido a que se encuentran en una mejor ubicacién para aprovechar los
nutrientes en ¢l interior de la planta, los cuales, podrian ser utilizados para ¢l desarrollo de las
actividades bacterianas que contribuyan con el desarrollo de la planta. Por ¢jemplo, ¢l
nitrogeno fijado durante la FBN o las hormonas producidas por la actividad bacteriana podrian
ser liberadas directamente en ¢l interior de las plantas. S1una bacterta es capar de invadir y
proliferar en el interior de las plantas sin causarle dano, probablemente existird una interaccion
mds intima con el hospedero que cuando la bacteria se encuentra en la rizosfera o ¢n ¢l
rizoplano (Reinhold-Hurck y Hurck 1998h).

Las bacterias que se encuentran en el interior de las rafces de las plantas se han
denominado frecuentemente como organismos endorizosféricos (van Peer v col. 1990, Hurek
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 raiz podrian denominarse colonizadorcs

internos de la raiz o alternativamente endéfitos. Sin embargo, la palabra endofito ha sido
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utifizada también para definir a grupos de hongos que invaden ¢l interior del tallo y las hojas
de plantas sin causar sintomas de enfermedad (Wilson 1993).

Existen distintas definiciones que han sido aplicadas al término endofito. Se ha
propucsto que endofito podria referirse simplemente a la localizacion del erganismo: endo, que
significa dentro y fito, que significa planta y que dicho término debe incluir hongos y bacterias
(Wilson 1995). Enddfito ha sido definido también como aquella bacteria que habita el tepido
vivo de una planta sin causar daito o recibir algin beneficio mds que el de una “residencia
segura” (Kado 1991). Oua de las definiciones dadas al érmino endolito es la de uquel
microorganismo que habita el interior de la planta durante la mayor parte de su ciclo de vida
sin causar sintomas aparentes de enfermedad (Quispe! 1992). Reinhold-Hurek y Hurek
(1998a) adoptan esta definicién y ademds proponen el término de enddfito oportunista para
aquel microorganismo invasivo que vive cominmente en ¢l suclo. James y Olivares (1997),
cuando se refieren a bacterias enddfitas, retoman la definicién de enddfito que Kloepper y col,
(1992) proponen. No obstante, esta definicion no hace ninguna distincion entre bacterias
patdgenas y no patdégenas. Es conocido que existe una linea divisoria muy {ina entre endofitos
patdgenos, no patdgenos y simbiontes. Los enddfitos y endosimbiontes pueden evolucionar 4
organismos patogenos debido a cambios ambientales o del hospedero (Kado 1991). También,
algunas bacterias pucden comportarse o no como patdgenos dependiendo de la planta gue
colonizan. Por ejemplo, Herbaspirillum seropedicae pueden infectar tanto ¢l sorgo como ¢l
pasto Napier produciendo la enfermedad “mottled stripe”, mientras que la cafia de azicar no s
danada por esta bacteria (Pimentel y col. 1991). A pesar de la variacion en las distintas
deliniciones utilizadas pllra describir a un endofito, todas éstas coinciden en que ¢l organismo,
paldgeno o no, hongo o bacteria, se encuentra localizado en los tejidos internos de una planta.

La presencia de bacterias enddfitas no patdgenas, o al menos no causantes de daio
aparente, ha sido reportada en tejidos de plantas como limén (Gardner y col, 1982), remolacha
(Jacobs 1985), alfalfa (Gagné y col. 1987), algodén (Mishagi y Donndelinger 1990), maiz
(Fisher y col. 1992), vid (Bell 1994), maiz dulce y algodon (Mclnroy y Kloepper 1995a) y
papa (Sturz 1995). Los géneros bacterianos que frecuentemente logran ser aislados de las
distintas plantas son Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Erwinia y Xanthomonus.

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

¢ste se encuentran algunas bacterias que poseen la capacidad de fijar nitrégeno o denominadas
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simplemente como diazétrofos endéfitos. Distintos diazétrofos endéfitos han sido aislados de
plantas como cana de azicar (Rennie y col. 1982, Cavalcante y Dobereiner 1988, Fuentes-
Ramirez y col. 1993), kallar grass (Reinhold-Hurek y col. 1993a), palmeras productoras de
aceite (Ferreira y col. 1995), piiia (Tapia-Hernandez y col. 2000), pidtano {Weber y col.
1995), sorgo, Panicum maximum, Digitaria decumbens, Brachiaria decumbens, Melinis
minutiflora (Olivarcs y col. 1996), maiz dulce y teocintle (Palus y col. 1996), arroz
{Barraquio y col. 1997), cafeto (Jiménez-Salgado y col. 1997), Penissetrm purpirenn,
Miscanthus sinensis, M. sacchariflorus y Spartina pectinata (Kirchhof y col. 1997). Entre Tos
distintos diazétrofos endéfitos que han sido aislados se encuentran Acetobuacter
diazotrophicus, especies de Azoarcus y Azospirillum, asi como cspecies de Enterobacter,
Herbaspirillum y Klebsiella.

Sc han propuesto diferentes vias de penctracion y diseminacion enddfita de las bacterias
en la planta. Mundt y Hinkle (1976), analizando évulos y semillas de distintas especies de
plantas, aislaron de sus interiores diferentes bacterias, sicndo Estas distribuidas en 19 géneros
y 46 cspecies. De estos resultados propusieron que las bacterias cvaden los mecanismos de
proteccion de la planta y son transportadas y depositadas en el interior de los évulos. Mclnroy
y Klocpper (1995b) destacan que las bacterias enddfitas son habitantes naturales de las
reglones internas de la rafz y tallo de maiz dulce y algoddn y sugieren que provienen de la
semilla y del suelo. Algunas evidencias indircctas han permitido sugerir que las bacterias
pueden entrar a la planta a través de las heridas producidas naturalmente o en los cspacios que
se generan por las células que se pierden durante el crecimiento de la raiz, asi como en las
uniones de lus raices laterales (Gagne y col. 1987, van Pecr y col. 1990, James y col. 1994).
Tumbién se ha sugerido que la penetracion 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
cmergencia de las raices faterales (Reinhold y Hurek 1988). Es posible guc las bucterius
“endotitas oportunistas™ alcancen el interior de la planta mediante la agregacion con bacterias
que poseen la capacidad de entrar a la planta {van Pecr y col. 1990). La presencia de enzimas
celuloliticas en Azoarcus sugiere que esta bacteria podria infectar las raices de Leprochioa
fusca mediante la degradacién de la celulosa, 1a 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 infeccion de trébol por Rhizobium leguminosarum bv. trifolii se encuentren involucradas
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enzimas que degradan la pared celular de las células de la raiz (Mateos y col. 1992). Otros
puntos posibles de entrada son los estomas (Ruppel y col. 1992) y las Nlores. Herbaspiritlion
rubrisubalbicans cs capaz de colonizar las cavidades sub-estomiticas en la cana de azucar, lo
cual indica una via probable de entrada y salida de la bacteria a través de los estomas de la
planta (Olivares y col. 1997), ademds es posible que las bacterias se diseminen a través del
viento infectando otras partes de la planta u otras plantas. Isopt y col. (1995) determinaron que
AL diuzotrophicus puede introductrse a plantas de Sorghum bicolor cv. Keller via esporas de
hongos micorricicos, pero también se sugiere que pudiera transmitirse y diseminarse a travis
de algunos inscctos homopteros (Ashbolt € Inkerman 1990). La cana de aztcar, al igual que
otras gramineas, s una planta que se cultiva mediante propagacion vegetativa, Esta forma de
reproduccidn podria ser otra via probable de transmision y diseminacion de las bacterias que
se encuentran en el interior de las plantas.

Una vez dentro de la planta, las bacterias pueden migrar y establecerse en aquellos
tejidos donde las condiciones de crecimiento sean las dptimas (Fisher 1992). Se ha sugerido
que el xilema es un buen sitio para que las bacterias diazétrofas lleven a cabo [a FBN y para ¢l
interecambio de metabolitos entre la planta y la bacterta enddfita (James y col. 1994}, Esto
podria ser particularmente cierto, ya que algunos fijadores de nitrégeno se han localizado en ¢l
xtlema de plantas de familias distintas (Ruppel y col. 1992; Hurek y col. 1994; Caballero-
Mellado y col. 1997; Olivares y col. 1997; Fuentes-Ramirez y col. 1999). Por supuesto, la
prescneia de bacterias en el xilema no es indicativo que la FBN u otra actividad bucteriana que
promucva el crecimiento de las plantas se lleven a cabo en las mismas.

Adin cuando existen evidencias que muestran las vias de entrada de las bacterias a las
plantas y se conoce su presencia enddfita, poca informacion se tiene sobre los faclores
involucrados en la interaccion de planta con bacterias benéficas. Lu simbiosis entre Rlvizebivm
y plantas leguminosas es una de las interacciones mas estudiadas, En esta relacion existe un
intercambio de sefiales entre la planta y la bacteria que conducen a la formacion de un nodulo
en donde la bacteria lleva a cabo lu FBN (Schultze y Kondorosi 1998). Sin embargo se ha
visto que la formacién del nddulo y la FBN se inhiben en presencia de nitrégeno mineral
(Schultze y col. 1994). El cstablecimiento de A. diazotrophicus en cl interior de la caia de
azlcar parcce estar ligado a la concentracién de nitrégeno mineral aplicado al suelo donde

crece la planta (Fuentes-Ramirez y col. 1993). Estos autores observaron que la cantidad de
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aislamientos de A. diazotrophicus obtenidos en plantas de cafia cultivadas con altas dosis de
fertilizantes nitrogenados es menor a la de aquellas cultivadas con menor cantidad de
mirageno, resultado que ha sido confirmado por Muthukumarasamy y col. (1999). La misma
SHUUCION se presenty, aparentemente, con esta bacterta cuando L planta de pia (Anarnas) os
fertilizada (Tapia-Herndndez y col. 2000}, Simitarmente, el niimero de diazotrofos endofitos
detectados en plantas gramineas distintas, cultivadas sin la adicion de fertilizantes
mitrogenados, cs mayor que el de plantas fertilizadas con nitrégeno mincral (Kirchhof y col.
1997}, Aunado a lo anterior, se ha observado que la poblacién de A. diazotrophicus aislada de
plantas de cana de azdcar que se cultivan con altas dosis de fertilizantes nitrogenados exhibe
una menor diversidad genética que la poblacion aislada de caia cultivada con bajos niveles
(Caballero-Mellado y col. 1995). Recientemente se observo que la adicidn de fertlizantes
nitrogenados a plantas de frijol reduce la diversidad genética de las poblaciones de Rhizobinm
gue se recuperan de los nédulos de esta planta (Caballero-Mellado y Martinez-Romero 1999).

Aparcntemente, cuando una bacleria traspasa las barreras fisicas de una planta. ésta fleva
a cabo la seleccion de ciertos genotipos bacterianos en el interior de la misma v como
consccuencia existe una diversidad reducida, ¢n comparacion con la poblacion del suclo
(Reinhold-Hurek y Hurek 1998b). Esta aparente selectividad ejercida por la planta ha sido
documentada anteriormente con el andlists de poblaciones de Bacitlus polvinyxa (Mavingui y
col. 1992) y de Pseudomonas (van Peer y col. 1990). En ¢l caso de Bacillus polvinyxa, la
poblacton en suelo rizosférico y no rizosférico de plantas de trigo presenta una diversidad
genotipica y fenotipica mayor a la observada en el rizoplano (Mavingui y col. 1992). En forma
similar se observo que fa poblacidn de Pseudomonas aislada del interior de la raiz de plantas
de tomate es distinta a la encontrada en la rizosfera de esta planta

Seriu muy intcresante conocer la diversidad de las especies diazdtrofas enddfitas en
plantas de importancia agrondmica, como maiz, y conocer su capacidad para contribuir con el
crecimiento de fas plantas y con la produccidn de los cultivos. La distribucion de los enddfitos
en b naturaleza es mas amplia de fo que se pensaba, incluso, en ailos recientes. Por cjemplo,
cn Jas raices de plantas de arroz se determind, mediante el andlisis comparativo de las
sccucncias de los genes que codifican para la enzima nitrogenasa, que existe unu alta
diversidad genética de diazdtrofos enddfitos, algunos de los cuales, aiin no son cultivados

(Ueda y col. 1995a,b).



ANTECEDENTES

El maiz (Zea mays ssp. mays) cs uno de los cultivos, entre los cercales, mads importantes
¢n ¢l continente americano. Su domesticacidn, a partir del teocintle, data de aproximadamente
7000 afios (White y Doebley 1998) y es tan avanzada que de cierta mancra podria denominarse
una “monstruosidad biologica”™ (Beadle 1980).

El maiz, a diferencia del teocintle, se encuentra envuelto en un sin nimero de hojas que
impiden que las semillas sean dispersadas, este hecho condueiria a que el maiz perecicra en
pocis generaciones si no es por la ayuda det hombre (Beadle 1980). El maiz y ¢l wocintle son
dos plantas extremadamente diferentes en cuanto a su arquitectura, sin embargo, este hecho
muestra un cjemplo sorprendente y complejo de la evolucion morfoldgica de las plantas.

El maiz es ¢l recurso renovable mds importante del mundo; cada afio la mayor parte de
los paises que lo cultivan dedican a su produccién 1.5 hectireas de cada 4 cultivables (FIRA
1998). La produccién mundial de maiz alcanzd, en ¢l afo agricolu 1996-1997, 600 milloncs
de toncladas (FIRA 1998). En la Republica Mexicana el maiz ocupa una superficic que alcanza
casi 8 millones de hectdreas. Su produccidn total es alrededor de 18 millones de toneladas
(INEGI 1998) y actualmente se perfila como ¢l mds valioso de los granos por la gran
diversidad de usos que se le puede dar en la alimentacion bumana, como forrajes en la
alimentacion del ganado y por la gran cantidad de productos que pueden obtenerse de este
(FIRA [998).

En [as altimas tres décadas, a nivel mundial, la mitad de los incrementos logrados en los
cultivos de cereales ha sido con base en la aplicacion de fertilizantes nitrogenados debido a la
escasez de este nutrient;: en los suelos agricolas (Graham y col. 1988) y a la alta demanda
requerida por estos cultivos. El desarrollo de la fijacién biol6gica de nitrdgeno en el maiz
podria ser considerado, por un lado, de alto valor ccondmico ya que el costo de la fertilizacion
es muy elevado y por otro, de gran beneficio para ¢l ser humano debido a los problemas de
contaminacién ambiental que causa cl uso de ¢stos.

Diversas estrutegias se han propuesto para extender la fijacion biologica de nitrégeno
nodular hacia los cereales (Dixon y col. 1993, Boddey y col. 1995, Christiansen 1998}, sin
embarzo, para su aplicacion se requicre de estudios a largo plazo. Una de las estrategias que

presenta mejores posibilidades, al menos en corto plazo, es el uso de los diazétrofos asociados



en forma natural con las plantas (Triplett 1996).

Diferentes especies bacterianas sc han aislado de la rizosfera del maiz (Boddey y
Dobereiner 1988, Di Cello y col. 1997) asi como de los tejidos internos de Ta planta (Mclnroy
y Klocpper 19954). Aparentemente la edad (Mclnroy y Kloepper 1995b) y {a ubicucion de los
tejidos de plantas de maiz dulee (Fisher y col. 1992) son factores importantes gue influyen en
la colonizacion y persistencia de los endofitos, Se ha observado gran varnacion en ol mimero
de bacterias endofitas dependiendo de la parte de la planta analizada, 3.5x 100 por gramo de
tejtdo de fa parte baja del tallo y de 2.0x102 bacterias en la parte supertor de la planta (Fisher y
col. 1992},

A pesar de conocer la existencia de bacterias enddfitas asociadas con el maiz, ¢l estudio
de los diazétrofos en esta planta es poco. Recientemente se logrd el aislamicnto y la
wdentificacion presuntiva de Klebsiella sp. de los tejidos internos de plantas de maiz dulee
(Palus y col. 1996}, sicndo en la actualidad éste, cl dnico trabajo enfocado hacia el aislamiento
¢ tdentificacion de bacterias fijadoras de nitrdgeno endéfitas del maiz.

Tomando en cuenta que ¢l estudio de los diazdtrofos enddfitos del maiz es un drea poco
explorada, serfa muy importante y de gran valor desarroliar trabajos dirvigidos hacia la
hisqueda y evaluacion de este grupo microbiano con la finalidad de ampliar los conocimicntos
sobre la biodiversidad de los diazdtrofos asociados y avanzar hacia la sustitucion, al menos

parctal, de los fertilizantes nitrogenados.

10



OBJETIVO GENERAL

Aislamiento ¢ identificacion de bacterias diazétrofas endéfitas de maiz y determinacion de

su posible contribucion con el ereeimiento de fa planta.

OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar lu existencia de bacterias diazodtrofas endofitas en varicdades de maiz criollus
de alta produccion y en su caso, levar a cabo la caracterizacion fenotipica y gendtica de

algunas de las especies bacterianas predominantes.

Evaluar bajo condiciones de invernadero, el efecto de la inoculacion de algunas bacterias

endofitas fijadoras de nitrégeno sobre el crecimiento de plantas de maiz.



MATERIAL Y METODOS

Mucestras de maiz, suclo y localizacion.

En la comunidad indigena Mixe de Totontepee estado de Ouxaca se colectd, para ¢l
aislumiento de los diazétrofos endofitos, el suclo adherido a las rafces de maiz y semillas de
maices criollos, “rojo™ y “piedra blanca™. La produccion de estas variedades en esa zona
flucttia entre 2-3 toneladas/ha, cultivdndose sin la aplicacion de fertilizantes y abonos
(Hallberg, com. pers.). La varicdad de maiz criollo “arrocillo” cultivado ¢n ¢! estudo de Pucbla
y ¢l hibrido B-555 que sc cultiva en el estado de Morelos, fueron usados ¢n los ensayos de
invernadero para evaluar el efecto de lainoculacion de los enddtitos sobre ¢l crecimiento de la

planta.

Esterilizacion superficial y germinacidn de las semillas de maiz.

L.as semillas de maiz fueron esterilizadas superficialmente utilizando Tween 20 al 1 %
durante 10 minutos y cloro comercial diluido al 1.2 % por 6 minutos. Al finalizar cada
tratamiento se realiziron abundantes lavados con agua destilada estéril {ADE) para climinar la
presencia del cloro. Las semillas se colocaron en placas con el medio de cultivo LB (Ausubel y
Frederick 1987)1 y fueron incubadas a 290 C hasta su germinacion, gencralmente por 4 dius,

para comprobar fa esterilizacién superficial de la semilla.

Determinactdn de la actividad nitrogenasa (ARA) en semillas de maiz.

Las semillas de las variedades de maiz “rojo” y “piedra blanca™. superficialmente
estériles. se colocaron en viales que contenfan los medios de cultivo LGl maodificado
(Cavatcante y Dobereiner 1988), NFb (Doberetner 1980) y Medic A, sc taparon con algodon

¢n condiciones de esterihidad y se incubaron a 290 C hasta su germinacion. Transcurrido el

tiempo de incubacion se determiné la actividad nitrogenasa.

]. La composicion de Tos medios de cultivo, soluciones y formulas se dan en el Anexo.
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Determinacion de fa actividad nitrogenasa (ARA) en plantas de maiz.

Las semillas superficialmente estériles y germinadas de maiz “rojo™ fucron sembradus en
matraces de | litro con vermiculita estéril, humedecidas con 100 ml de ADE y 100 ml de una
soluctdn nutntiva estéril carente de nitrégeno combinado. Los matraces fueron tapados con
wgodon en condiciones de esterilidad y mantenidos en el invernadero bajo condiciones de
tempratura controlada (28-300 C) y periédos de iluminacion de 16 horas. Transcurridos 1S

dias de incubacion se determind la actividad nitrogenasa (ARA).

Aislamicnto de endofitos.

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

[) Bacterias presentes tanto en cl interior como en la superficte de la semilla de maiz
{Tratamiento-1). S¢ usaron semillas sin estertlizar, las cuales se sembraron directamente en
vermiculita esténl.

2y Buacterias con potencial endofitico presentes en la semilla y cn suclo rizostérico
(Tratamicnto-2). Se utilizaron semillas sin esterilizar, las cuales se sembraron en vermiculita
esténl ¢ inoculadas con suelo (5 g resuspendidos en 10 mi de ADE).

3) Bacterias presentes en el interior de la semiila (Tratamiento-3). Fucron usadas semillas
esterilizadas superficialmente y germinadas, las cuales se sembraron en vermiculita estéril.

+4) Bucterias con potencial de colonizar el interior de las plantas de maiz presentes en suclo
rizostérico (T-4). Fucron utilizadas semillas csterilizadas superficialmente, germinadas y
sembradas en vermiculita estéril ¢ inoculadas con suelo (5 g resuspendidos en ADL.

5) Bactenas presentes en el interior de la semilla (T-5). Fueron utilizadas semillas esterilizadas
superficialmente, germinadas y maceradas.

Las semillas germinadas de los maices “rojo” y “piedra blanca”, de los distintos
tratamicntos, fucron sembradas en matraces de 250 ml con vermiculita estéril, humedecidos
con 80-100 ml de ADE y tapados con pape! aluminio en condiciones de esterilidad. Las
planias se incubaron en una cdmara de crecimiento a 299 C y con un fotoperiodo de 16 horas.
Transcurridos 15 dias después de la emergencia, las plantulas fueron colectadas y divididas cn
rafz y parte aérea. Ambas partes fueron esterilizadas superficialmente por inmersion cn
cloramina T al T % duranic 1O minutos y favadas abundantemente con ADLL Tanto las semillas
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del tratamiento 5 (T-5), asi como las partes de las plantas provenientes de los distintos

tratamicntos fucron maceradas en condiciones de estrilidad con una solucion de 10 mM
MegS04-7H20. Alicuotas de 100 ul de las diluciones decimales de los distintos muacerados

fueron inoculadas por triplicado en viales con medios de cultivo semigelificado y carente de
nitrogeno, Previamente los viales con ¢l medio de cultivo fucron adicionados de cicloheximida
a una concentracion final en el medio de cultivo de 100 mg/ml. S¢ utilizaron Jos medios de
cultivo LGI modificado, NFb y Medio A. Los viales fucron incubados durante 5 dfas 1 290 C.
Transcurrido el tiempo de incubacién fueron hechos ensayos para evaluar la actividad
nitrogenasa mediante la deteccidn de actividad reductora de acetileno (ARA). Cutlivos de los
vitles que presentaron ARA fueron sembrados en placas que contenian el medio de cultive
respective, ¢l cund fue complementado con una fuente nitrogenada. Las bacterias de los viales
con medio de cultivo NFb fueron sembradas también en placas con el medio rojo Congo
(Rodriguez-Caceres 1982). A partir de cada medio de cultivo fueron seleccionados los
aislados con morfologia colonial diferente y Cstos fueron tratados para obtener cultivos puros.

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

Determinacidn de la actividad nitrogenasa mediante la actividad reductora de
acctifeno, ARA.

El ensayo sc realizo con: a) Las semillas de maiz esterilizadas superficialmente vy
pregerminadas. b) Los macerados de Tas semillas de maifz esterilizadas superficialmente v
pregerminadas. ¢) Las plantas de maiz cultivadas cn condiciones de esterilidad. dy Los
macerados de plantas esterilizadas superficialmente. ) Los cultivos bacterianos puros.

En todos los casos se utilizaron los diferentes medios de cultivo descritos anteriormente.
excepto en las determinaciones de plantas completas las cuales fucron sembradas en
vermiculita. Después del perfodo de incubacion los tapones de algodon de los viales y
matraces fucron sustituidos por tapones de hule (Suba Seal). Se extrajo ¢l 10 % del volimen
de aire y se inycctd acetileno en cantidad igual. Los viales y matraces fueron incubados a 290
C por 12 horas determinidndose la produccion de etileno mediante cromatografia de gasces,

utilizando un cromatégrafo Varian 3300 conectado a un integrador Varian 4290,
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Electrolorests de enzimas metabdlicas (MLEE).

Cada aislado bacteriano, procedente del maiz “rojo™ y de los ensayos de inoculacion. fue
inoculado en 30 ml del medio de cuitivo apropiado y sc incubaron a 290 €, durante 24 horas
en agitacion orbital constante (200 rpm). El paquete celular fue obtenido mediante
centrifugacion v se resuspendio en 0.3 ml de MgSO,4-7H20 10 mM conteniendo 0.3 mig de

lisozima. Fueron colocados a -804 C por 15 minutos y descongelados, ¢l proceso fue repetido
y los extractos enzimdticos se guardaron a -800 C. El procedimicnto usado para la
clectroforesis de los geles y tincidn de las enzimas se realizd de acuerdo con lo descrito por
Sclander y col. (1986). Las cnzimas metabdlicas utilizadas fueron glucosa-6-Toslfato
deshidrogenasa (G6P), isocitrato deshidrogenasa (IDH), xantino deshidrogenasa (XDH),
malato deshidrogenasa (MDD, enzima mdlica (EM), alcohol deshidrogenasa (ADI,
glutamato deshidrogenasa (GD2), lisina deshidrogenasa (LYS), leucina deshidrogenasa

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

Pruchas fenotipicas.

Las cepas aisladas de los mafces “rojo™ y “piedra blanca™ fucron caracterizadas mediante
taxonomia clisica. Los ensayos utilizados fueren tincion de gram, reaccion de la catalasa, rojo
metilo, Voges Proskauer, licuefaceién de la gelatina, produccion de indol, utilizacion de citrato
y de lactosa, descarboxilacién de la orinitina y la hisina, uthzacion de glucosa y sacarosa,
movilidad y actividad de la enzima ureasa. Para complementar la caracterizacion fenotipica de
algunos de los aislados de maiz se utilizo ¢l sistema de identificacion API 20E. BioMericun,
siguiendo las instrucciones marcadas por ¢l fabricante. Los datos obtenidos tucron procesados
mediante ¢l programa APILAB Plus el cual indica la especie mids cercana con la cual se

relaciona la cepa bucteriana analizada.



Determinacion de dcido indol acético (ALA).

Los aislados bacterianos No. 3, No. [2¢ch, No. 16 y No. 24 fucron cultivados en caldo
nutritivo durante 24 horas a 300 C en agitacion orbital constante (200 rpm). Al térmno de la
incubacién los cultivos fucron centrifugados dos veces y resuspendidos cada ocasion con
ADI:, EL pre-indeulo bacteriano fue ajustado a 50 unidades Klett (2x10-5 UFC ml Yy y 1 ml fue
adicionado a matraces de 125 ml con 49 ml de medio de cultivo a base de sales minerales.
deido sueeinico, fructosa y triptofano (Devender y Patriguin l‘)gﬂ), Los cultivos bacterianos
fucron incubados a 300 C durante 72 horas cn agitacién orbital constante. Concluida ésta ctapa
fos cultivos fueron centrifugados a 10,800 g durante 15 min. a -49C. Los sobrenadantes
obtenidos fueron ajustados a pH 2.5 con HCl y los compuestos indolicos fucron extraidos tres
veees con 20 ml de acetato de ctilo (Crozier y col. 1988). Los extractos fucron cvaporados
vacfo con un rotavapor a 370 C y resuspendidos en 1 oml de metanol. Se deternuno Ta
concentracidn de ndoles totales mediante la reaccién de Salkowsky (Tang y Bonner 1947).
Con alicuotas de 20 pl de cada extracto se realizdé cromatografia en capa fina utilizando
cromatofolios con silica-gel (HF 253, Merck). La cromatografia fue desarrollada utilizando
como fase movil cl sistema de solventes benceno-acetato de etilo-dcido acético (70:25:5). Los
estandares de indoles fueron los siguientes: dcido indol-3-acético (AIA), dcido indol-3-butirico
({IBA). dcido indol-3-lictico (ILA), dcido indol-3-propidnico (IPA), dcido indol-3-pirdvico
(IPyA). indol-3-acetaldehido (1Ald). Los compuestos fueron visualizados bajo fuz ultravioleta
(UV 254 nm). El AIA fue cuantificado mediante cromalografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa con una columna C-18 y fase movil en gradiente. metanol-
acetonitrito, 80:20 v/v y dcido acético 0.5 % (Falik y Okon 1989), empleundo un
cromatégrafo 1.-4250 UV-Vis Detector, L6200A Intelligent pump. D2500A Cromato-
Integrator. Merck Hitachi. Los tiempos de retencion de los picos obtenidos fucron

comparados con ¢l estandar de AIA.
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Deteceion de genes nif HDK.

El ADN total de los aislados bacterianos se extrajo como ha sido deserito previamente
(Ausubel y col. 1987). El ADN purificado fue digerido con la enzima endonucleasa FcoR1y
sometido a clectroforesis en un gel vertical con agarosa al 1 % utilizando buller tris-acetatos a
40 voltios por 13-14 horas. Se tiidd con bromuro de ctidio y fue fotografiado bajo iluminacion
de UV, Los geles fueron tratados con una solucion de depurinizacion durante 15 min..
repitiendo ¢l procedimiento y posteriormente con una solucién de desnaturalizacion por 45
min. EI ADN sc transfirié a membranas de nylon mediante el procedimicnto de Southern
{Southern 1975). Las membranas fueron lavadas con una solucidn 2X SSC dejindose secar.
El ADN fue fijado a la membrana con el uso de luz UV (onda larga) por 5 min. Las
membranas se colocaron en tubos hybaid con una solucidn de prehibriducion (Rapidhy Buffer
de Amersham no. RPN1635) durante 24 horas o 600 C. La sonda utitizada pura la hibriducion
fucron los genes nifHDK de Rhizobivm etli (Morett y col. 1988). El fragmento fue marcado
con P utilizando rediprime DNA (Amersham no. RPNT1633) y se adiciond a los tubos con
las membranas, hibridando por 12 horas a 600 C. Las membranas fucron lavadas con una
solucion 2X SSC + 0.1 % SDS a 5530C, 10 min., dos veces; 1X SSC + 0.1 % SDS a
tempceratura ambicnte, 10 min., dos veces; 0.1X SSC + 0.1 % SDS a temperatura ambienle,
10 min. y finalmente 0.1X SSC por 1-2 horas. Las membranas se secaron a 659 C por 10

min. y fueron expuestas a auto-radiografia.



Amplilicacion del gen ribosomal 16S.
El ADN total de fas cepas se extrajo como ha sido descrito previamente (Ausubel y col,
1987). La amplificacion del gen ribosomal 168, mediante la reaccion en cudena de la

polimerasa (PCR), fue realizada utilizando 0.5 (i del DNA total (50 ng/ph, 12 ul de TOX Tuy
Buffer, 3.6 pl de 50 mM MgCl,, 1.2 pl de 10 mM de los primeros (D1 y rD1 (Wewsburg y
col. 1991), 1 pl de 10 mM dANTP’s y 0.5 Unidades de la enzitma Tag polimerasa (Boheringer)

cn un volumen final de 100 pl. Cada mezcla de PCR se cubrié con 2-3 gotas de accite mineral
y se incubé en un termociclador (Perkin-Elmer, modelo 480). Las condiciones de temperatura
para fa reaccion de PCR fucron las siguientes: 940 C, 3 min por un ciclo: 940 C, 1 min; 579
C. 1 min; 720 C, 2 min por 35 ciclos. 720 C, 5 min por un ciclo. Posteriormente fos

productos de PCR fucron enfriadas a 4V C y guardadas a -200 C hasta su uso.

Sccuencia del gen ribosomal 168.

Sccuencia parcial: ElI ADN del gen 168 rihosomal amplificado fue digerido con la
enzima de restriccion Sau3Al, obteniéndosc fragmentos de distintos tamanos menores a 500
pares de bases (pb). La mezcla del ADN digerido fue utilizada para la clonacion al azar de los
distintos fragmentos en ¢l vehiculo pUCI9 (Messing 1983). El vehiculo fue digerido con la
enzima de restriccion Bamll, la cual es compatible con la enzima Sau3AL Las clonas con los
distintos fragmentos de ADN fucron secuenciados utilizando el kit Auto read 1000 Sequencing
(Pharmacia Biotech) el cual consta de los iniciadores Universal y Reverso para la secuencia de
ambas cadenas de ADN. La secuencia fue determinada utilizando un secucenciador automativo.
ALF Sequencer (Pharmacia Biotech), perteneciente ul CIEN.

Secuencia completa: De la cepa No. 16, identificada previamente como pertenceiente
al género Burkholderia mediante el sistema API 20E, se amplifico ¢l gen ribosomal. 1.5
Kilobases (Kb). y fue clonado en ¢l vehiculo pCRIL (TA cloning ki, Invitrogen). ‘Teniendo
como base esta clona, ¢l gen ribosomal fue subclonado en fragmentos mis pequenos (150-750
pb) en el vehiculo pUCT9, los cuales fueron secuenciados como se describié anteriormente.

La clonacién de los fragmentos de ADN se realizé utilizando sitios de restriccién conservados
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entre espeeies del género Burkholderia y compatibles con el DNA del vehiculo. Los sittos de
restriceién conservados fueron determinados mediante un alineamiento de las secuencias del
gen ribosomal 16S de distintas especies de Burkholderia utilizando ¢l programa GCG. Los
iragmentos mayores a 500 pb fueron a su vez subclonados en fragmentos de menor tamano

con ¢l in de facilitar la secuenciacion de los mismos en el modeto de secuenciador utilizado.

Analisis de las secuencias.

Las secuencias del ADN fueron comparadas con las ya existentes en la base de datos
NCBI (Natonal Center for Biotechnology Information) utilizando ¢l programa BLAST-N.
L.as secuencias de ADN fueron analizadas mediante los programas Pileup y Distances

(Wisconsin Package Version 10.0, Genetics Computer Group), ClustalW y mostrando c!

drbol filogenético con ¢l programu TreeView.

Anilisis de los patrones de restriccién de ADN ribosomal amplificado {ARDRA).

El gen ribosomal 168 de los aislados bacterianos fue amplificado como se deseribio
anteriormente y fue digerido con las enzimas de restriceion Hhal, Alul, Mspl y Ddel. E] DNA
digerido fue sometido a electroforesis en un gel horizontal al 3 % de agarosa, Tomando en
cuenta todos los patrones de restriceidn que resultaron con cada una de fas enzimas se generd
una matriz de datos para cada uno de los aistados de acuerdo a la presencia o ausencia de las
bandas comparando entre todos los aislados bacterianos. Sc asignaron los nimeros t, para la
banda presente, y 0, para la banda ausente. Con base en los resultados obtenidos de la matriz

de datos se construyd un drbol de similaridad utilizando el método de Nei y Li (1979).



Ensayo de colonizacién endofita.

Las 13 cepas aisladas de plantas de maiz “rojo” que mostraron ARA o scial de
hibridacién con los genes estructurales de la nitrogenasa se seleccionaron para Hevar a cabo la
inoculacién de las variedades de maiz “rojo” y mafz B-555. Los cultivos de las cepas
seleccionadas se propagaron sepuradamente en 200 m! del medio de cultivo usado para ol
primoe-aislamicnto y se incubaron con agitacion orbital constante (200 rpm) durante 16 horus o
290 ¢, Los paquetes celulares se obtuvieron mediante centrifugacion y posteriormente se
lavaron con 200 ml de una solucion de 10 mM MgSQu-7H:0. Nucvamente se centrifugaron y
¢l paquete celular se resuspendio en ADE. Las semillas esterilizadas superficialmente y
germinados previamente se sumergicron en la suspensién bacteriana (aproximadamente 1x 1%
CFU) durante 10 min, se sembraron en matraccs de 250 ml conteniendo vermiculita estéril y
una solucién nutritiva estéril para plantas, pero sin nitrégeno. Los matraces, dos por
tratamiento, se incubaron en la oscuridad a 290 C hasta la emergencia de las plintulas. Estas se
mantuvieron bajo las misma condiciones de incubacidn antes seftatadas. Transcurridos 15
dias, las plantas sc dividieron en raiz y parte aérea, se esterilizaron superficialmente con
cloramina T al [ % por 15 min y s¢ maceraron. Los viales con el medio de cultivo (carente de
nitrogeno combinado), apropiado para la cepa inoculada, se inocularon por triplicado con
alicuotas de 100 pl de las diluciones decimales del macerado. Los viales se incubaron a 290C
por ¢l tiempo necesario hasta la formacion de una pelicula de crecimicnto ¢n ¢l medio de
cultivo. De los viales que presentaron crecimicnto bacteriano se lomaron muestras (ue se
sembraron en placas con el medio de cultivo respectivo, adicionados de una fucente
nitrogenada. Las colonias aisladas que presentaron morfologia semejante u la cepa inoculada
se consideraron en la determinacidn del ndmero mas probable (NMP), Para confirmar la
presencia de ta cepainoculada se seleccionaron entre 5y 6 de las colonius, recobradas de las
diluciones mis altas, para analizartas mediante electroforesis de enzimas multilocus (MLLEE) y

determinar ¢l perfil de movilidad electroforético de lus enzimas.
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Efecto de la inoculacion de diazdtrofos enddfitos sobre el crecimiento de plantas de
maiz.

Para este estudio se seleccionaron fas cepas bacterianas No. 12¢h, No. 16, No. 24
debido a que fueron algunas de las cepas encontradas cn mayor pumero en ¢l ensayo de
colonizacion endéfita. Las semillus de mafz de las variedades B-555 y “arrocillo™ s
cstertlizaron, germinaron ¢ inocularon con las diferentes cepas como sc describio
antertormente. Después se determind el ndmero de células bacterianas adheridas a la superficie
de tasemilla pregernunada. Estas fucron sembradas en vermiculita estéril contenida en macetas
tdos granos por maccta) y humedecidas con una selucidn nutritiva para plantas. Se utilizaron
tres dosis de nitrdégeno, 5 mg para las plantas testigo y 50 y 100 mg por maceta para los dos
tratamientos restantes. El nitrégeno fue usado en forma de NH4NOs, aplicindose la cantidad
total en dos partes: [a primera mitad de cada dosis se adicion6 a los 5 dias de Ta emergencia de
las plantas y a otra mitad a los 20 dias. Las macetas, conteniendo as semillas de maiz, se
mantuvieron en el invernadero bajo condiciones de tempratura controlada (28-300 ) y
periddos de iluminacion de 16 horas. Transcurridos 33 dfas se determind la presencia de la
bacteria en el interior de la planta seleccionando al azar cuatro plantas de distintas macctas por
cada tratamicnto. El tallo de cada una de las plantas se esterilizé superficialmente con
cloramima T al 1 % durante 15 min, lavado abundantemente con ADE al final del tratamicnto.
En condiciones de esterihdad se tomd un pequedia porcién (50 a 100 mg) de la base del tallo
estéril de cada una de las plantas. La muestra del tallo se macerd con una solucion 10 mM de
MgSO47H0 y una alicuota de 100 pl de cada una de las dituciones decimales s¢ inocularon
en viales con el medio de cultivo apropiado para el crecimiento de la cepa inoculada. Los viales
se meubaron por 5-7 dias 4 290C. Posteriormente, de los viales que mostraron crecimiento
algunas muestras se sembraron en placas con el medio de cultivo apropiado y las colontas con
mortologia semejante a la cepa inoculada se consideraron en la determinacién del NMP. Se
comprobo que las cepas seleccionadas correspondicran a la cepa inoculada mediante ¢f andlisis
de MLEL. Las plantas se seccionaron en raiz y parte aérea y se colocaron en un horneo a 650 C
hasta peso constante. La parte aérea de las plantas sc usé para determinar ¢l contenido de

nitregeno.
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Determinacion de nitrégeno total,
La parte adrea de las plantas fue molida y 100 mg de cada unu de ellas se utihizo para
Ilevar a cabo la determinacidn del contenido de nitrégeno total mediante ¢l método semimicro-

Kjeldahi (Bremmer 1965).
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RESULTADOS
Germinacidn y actividad nitrogenasa (ARA).

Se utilizaron 9 semillas germinadas de los maices “rojo” y “piedra blanca™. previamente
estentlizadas superficialmente (tratamicnte T-5), para Hevar a cabo la determinacion de ARA.
Ln ninguna de las semillas analizadas de ambas variedades de maiz se registré ARA, asi como

tampoco cn los cultivos de los macerados de las mismas.

Plantas de maiz y actividad nitrogenasa (ARA).
La actividad nitrogenasa se determind a 4 plantas de maiz “rojo™ con 15 dias de
desarrollo. Con el tipo de metodologia empleado en el experimento ninguna de las cuatro

plantas de maiz registrd ARA

Deteccion y nimero de bacterias diazétrofas en plantas de maiz.

En la variedad “picdra blanca™ se detectd ARA solamente en los cultivos de los
macerados de rafz y parte aérea de fas plantas con 15 dias de crecimicnto procedentes del
tratumicnto T-4. En la variedad “rojo” la ARA se detect6 en los tratamicntos T-2, T-3 y T-4
(Tabla 1).

En ¢l mai7 "rojo” con 15 dias de crecimiento el nimero mayor de diazétrofos se encontré
en la parte adrea de las plantas que provenian de granos que fueron inoculados con suclo (T-2
y T-4) y ¢l nimero menor se encontro en la rafz de las plantas de! tratamiento T-20 asf como en
Ja parte aérea de las plantas del tratamiento T-3 (Tabla 1).

Las plantas de los tratamientos T-3 y T-4 con 15 dias de crecimiento a las que se les
apheo nitrdgeno mineral (32.25 mg por planta de maiz “rojo™ y 25 mg por planta de maiz
“piedra blanca™) fucron sujetas a ensayos de ARA. En los macerados de laraiz y La parte adrea
de plantas de maiz “rojo” no se detectd ARA, mientras que en el maiz “piedra blanca” los
macerados de las plantas del tratamiento T-4 mostraron ARA.

En las plantas de maiz “rojo” y “piedra blanca” con 30 dfas de crecimiento se detectd
ARA ¢n los cultivos de los macerados de la parte adrea del tratamiento T-4. Ademids, ¢en ¢l

maiz “piedra blanca” se detecté ARA en el cultivo del macerado de las rafees de las plantas,

[
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Tabla 1. Actividad reductora de acetileno (ARA) y NMP de diazatrofos endafitos en
plantas de maiz “rojo” con 15 dias de crecimiento.

Raizh Purte adreab
Tratamientos ARA NMP " ARA NMP
1 ND ND ND ND
2 + 1.8x10+ + 8.5x 105
3 + 1.3x104 + 5.0x10°
4 + 9.0x104 * 9.0x 105

4T-1, plantas procedentes de granos sin esterilizar superficialmente. T-2. plantas procedentes de
aranas st esterilizar superficialmente, moculadas con suclo. T-3, plantas procedentes de granos
esterilizados superhicialmente. T-4, plantas procedentes de granos esterilizados superficialmente
vineculados con suclo.

b Macerados de raiz y parte aérea, esterilizadas superficialmente,

NMP. ndumero miis probable de bacterias [adoras de nitrdgena por gramo de tefido vepetal
fresco.

NI o detectido.
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Aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno.

Muiz "rojo™: el aislamiento de los diazotrofos enddfitos a partir de esta variedad de
maiz se realizo de los viales inoculados con las diluciones mds altas de [os macerados de las
plantas que mostraron ARA. Un total de 23 cepas con morfologia colonial distinta, designados
con los nimeros | a 24, fueron aisladas de plantas con 15 dias de crecimiento de os
tratamicntos T-2, T-3 y T-4: del total de estos aislados, 12 mostraron ARA ¢n medio de
cultivo (Tabla 21, Los aislados encontrados en mayor ndmero en la parte adrea de las plantas
de maiz fueron ¢l No. 3, No. 4 y No. 16, mientras que en la raiz fucron los aisludos No. 19y
No 3, También se observa que la mayoria de las cepas diazotrofas se encuentran presentes en
los tejidos internos de las plantas cuyos granos fueron esterilizados superfictalimente ¢
inoculados con suclo (T-4).

Todas las cepas bacterianas aisladas del interior de plantas de maiz “rojo™ con 15 dius de
crecimiento se analizaron mediante ensayos de hibridacion con los genes estructurales de la
mitrogenasa. Mediante esta metodologia se demostro la presencia de los genes nifHiDK ¢n la
mayoria de los aislados que cxhibicron ARA (Tabla 2), excepto en la cepa No. 18 lacual no
did sefal de hibridacion con estos genes. Adn cuando la cepa No. 14 mostrd senal de
hibridacién con los genes nifHDK, no fue capaz de reducir el acctileno a etileno ¢n las
condiciones de cultivo utilizadas en el laboratorio. Los patrones de restriccion de los genes
nifHDK revelados por autoradiografia (Figura 1) mostraron que las cepas No. 12¢ch, No. 12g,
No. 14 y No. 24 poscen el mismo patron. Las cepas No. 4 y No. 16 comparticron también un
mismo patron de restriccion de fos genes nif HHDK. El resto de las cepas bacteriunas mostraron
un perfil de restriccion diferente.

A partir de [a parte aérea de plantas de maiz “rojo™, con 30 dius de crecimiento y cuyos
granos fucron esterilizados superficialmente e inoculados con suelo (T-4), se logrd ¢l
aislamicnto de 5 cepas con morfologia colonial distinta, entre las cuales solamente una mostro

ARA.
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Tabla 2. Diazétrofos aislados del interior de plantas de maiz “rojo™ con 15
dius de crecimiento.

Aislado tipos ARA  niftipKd  T.2¢ T3¢ (0
Cepa 2 + + R ND R 7.5x103 R ND
A S.0x104 A ND A5 Ox10
Cepa 3 4 N R 1.8x103 R 7.5x103 R 90x10+
A gixl0d A S.0x03 A S.0x108
Cepa 4 + + R 181043 R 7.5x104 R 5.0x10°
A 4.0x105 A 5.0x102 A ND
Cepay + + R 8.1x102 R ND R ND
A 4.0x104 A ND A SOxHH
Cepa 12¢ch + + R 8.1x102 R 7.5x103 R 5.0x103
A 4.0x104 A 9.0x102 A 7.5x103
Cepa [2p + + R 8.1x102 R 7.5x103 R 5.0x103
A 4.0x104 A 9.0x102 A 75x103
Cepa 14 + R ND R ND R oS0xlnl
A H0x104 A ND A SOx102
Cepa 18 + + R 8.1x102 R ND R w.ox10d
A ND A ND A ND
Cepa 16 s + R 1.8x102 R ND R w.0x103
A 2.2x105 A 9.0x102 A S0xl0
Cepa 18 + . R ND R ND R 9.0x103
A ND A ND A ND
Cepa 19 + + R ND R 7.5x103 R 1.9x104
A ND A 5.0x103 A 5.0x102
Cepa 23 + + R ND R ND R 5.0x103
A ND A 5.0x107 A ND
Cepa 24 + + R ND R ND R S0x102
A ND A 505103 A S0xI03

4 La agrupacion de Jos aislados en cada uno de 1os tipos se realizd medianie morfologia

colontat. P Deteccidn de Tos genes nif HDK. ¢ Nidmero mds probable de bacterias
cncontrado por gramo de tejido vegetal en los distintos tratumientos. Los tratamicntos
son como se define en la Tabla 1. ARA. actividad reductora de acetileno. NP, no
detectado. R, raz. A, parte adrea de la planta.
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Frgura 1. Autoradiografia de “Southern blot” de ADN digerido con la enzima EcoRI ¢ hibridado con

una sonda yue contienc los genes nifHDK de Rhizobinm etli.

Curri]l 1-12, cepas aistadas del interior de maiz “rojo™ Carril |, cepa No. 2. Carril 2, cepa Nu. 3.
Currid 3. cepa No, 4, Carrill 4, cepa No. 15, Carril 5, cepa No. 16, Camnil 6, cepa No. 18, Caml 7,
cepa No. 23, Carril 8, cepa No. 24, Carril 9, cepa No. 12ch. Cuarril 10, cepa No. 12g. Carnl 1],

cepa No. 14, Carril 12, ¢epa No. 19,
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Maiz “piedra blanca™: puesto que no se registré ARA en la mayoria de los viales
inoculados con los macerados de las plantas y de los granos de maiz, el aislamiento de los
diuzdtrofos endofitos se llevd a cabo a partir de la dilucién mas baja (10-1). Debido a esto no
se determing el NMP de las distintas cepas. En la Tabla 3 se indicu el tratamiento. el drgano y
la cdad de la planta a partir del cual fueron aisladas las cepas diazotrofis.

La mayoria de los aislados diazétrofos provienen de plantas de maiz con 15 dias de
crecimiento y del tratamicnto donde las plantas se inocularon con suclo (T-4). De los granos

de maiz no se obtuvieron cepas fijadoras de nitrogeno.

Tubiua 3. Diazétrofos aislados del interior de plantas de maiz piedra
bluncy” con 15 dias de crecimicnto.

Cepa No. Tratamiento*  Organo de la planta  Edad de la planta
23 2 Parte aérea 15 dias
235 3 Parte aérea I3 dias
240 4 Raiz, IS dias
142 4 Parte aérea 15 dias
243 4 Raiz 15 dias
249 4 Raiz 15 dias
250 4 Raiz 15 dias
260 4 Raiz 30 dius
2062 4 Parte aérea M) dias
263 4 Raiz 30 dias
273 4 Raiz 30 dias
284 3w Parte aérea 15 dias
293 4** Parte aérea 15 dias
108 4+ Raiz 15 dias
312 4k Parte aérea 15 dfas

* Los tratanuentos son como se define en la tabla 1.

** Ala plantas se le adictond 25 mg de nitrégeno (NH1POy).
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Electroforesis de enzimas metabohicas (MLEE).

Un total de 21 cepas aisladas de plantas de maiz “rojo™ con 15 dias de crecimuento tueron
analizadas mediante clectroforesis de enzimas metabdlicas con la finalidad de agrupar aquellos
aislados gue presentaran caracterfsitcas similares. La relacion genética entre los aislados
hacterianos se muestra en ¢l dendrograma de la Figura 2. Cuda una de das cepas bacterianas
analizadas representd un tipo electroforético. Algunos de lus cepas formaron grupos bicn
definidos con distancias genéticas menores o cercanas a 0.5, como se logra observar en las 5
divisiones presentadas cn la Figura 2. La mayoria de los aislados fijadorcs de nitrdgeno se
encontraron agrupados en alguna de las 5 divisiones, excepto las cepas No. 14 y No. 3. En
las divisiones 1 y 1V los diazétrofos se encuentran relacionados con cepas que no ¢xpresan
ARA c¢n las condiciones ensayadas y con las cuales tampoco se logrd detectar Ja presencia de

los genes nifHDK.

Tipos

Electrotordticos Divisian

— 23+ ][

10
19+

I 15+

1 2 I
i1
20
14+
16+
4+ m
13

] 9+ .
{ g | v
—
12g¢ v
24+
— 1
[ 7
3!
21
17

|

| 1 i | 1 1 1 1 I i ]
1.0 0.9 [$R] 0.7 0.6 0.5 0.4 03 0.2 ol 0.0

Distancia genética
Figura 2. Relacion gendtica de fas cepas bacterianas aisladas del inlerior de plantas de
maiz "rojo”,
 Aislados diazdtrofos.
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Andlisis fenotipico.

Mediante ¢l uso de diagramas de ramificacion (Mac Fadin 1990) y con base ¢n los
resuitados obtenidos de las prucbas fenotipicas de los aislados diazdtrofos de maiz “rojo”
tTabla 4) las cepas No. 12¢ch, No. 12g y No. 24 quedaron tentativamente ubicadas dentro del
eénero Farerobacter, mientras que el aislado No. 3 se identificd como pertencciente al género
Klehsiella.

Ademis de los ensayos bioguimicos utilizados, el aislado No. 15 fue analizado mediante
distintas pruebas para confirmar su ubicacion dentro del género Aczospiriflin. Algunas de
¢éstas fucron crecimiento en ¢l medio de cultivo rojo Congo, utilizacién de sales organicas
como malato, succinato y piruvato y observacion de la morfologia celular mediante
microscopia Optica para la determinacion de la forma celular vibroide de la bacteria y la
presencia de granulos de polibetahidroxibutirato. Mediante ¢l andlisis de puatrones de
restriceion del gen ribosomal 168 con la enzima Alul, 1a cual se ha reportado como una enzima
¢l en la diferenciacion de especies del género Azospirillum (Grifoni y col. 1995, Han y New
19971 se confirmd que la cepa Noo 15 pertencee a la especie A, lipoferum (datos no
mostrados).

De acuerdo al andlisis de los resultados de las distintas pruebas bioquimicas de [a Tabla
4. los aislados No. 4 y No. 16 se identificaron tentativamente comao cepas del género
Burkholderia. La confirmacion de estas cepas dentro del género Burkholderia fue llevada u
cabo mediante el uso de las galerfas API 20E (datos no mostrados). Asi mismo. la ubicacion
de las cepas No. 12ch y No. 24 dentro de la especie Enterohacter cloucae Tue conlirmada con

¢l uso de esta metodologia.
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Tabla 4. Caracteristicas fenotipicas de los diazotrofos wislados de mas rojo.

Cepas
‘ . = s £ u 2 u,
Prucba biogufmica - o fi ﬁ) Tne B 5 E fé';ff'j:
Gram e . e .o . ...
Calalasa N T T T T
Voges Proskauer e e 4 4+ e - e+ o o ndnd+ o+
Rojo metilo D e o e e e oo+ - F - -
Indol - - oL L. - - oL
HnaS oL . } o
Asimulacton de:
Glucosa + + - ++ 4+ - - - - + + + -+ -
Sucurosa-Lactosa e e e s
Citrato T Tk i T S e S S S
Descarboxilacion:
Ornitina R L e S R S -t
Lisina I I IR T T T O R e
Maovilidad + - + + 4+ + ++ + ++ ++ + + - md
Ureasa S LR R T S S S
Gelatinasa L A T T R R R BRI

A Biuerkholderia cepacta ATCC 29352

O Burkholderia victmamiensts LMG 11347

C Niehsiella puewmoniae ATCC 13883

d Klebsiclla planiicola ATCC 33531

© Azospiriltum brasilense Cd ATCC 29710

+, reaceldn positiva. -, reaccion negativa. nd, no determinado



Considerando que algunas cepas aisladas de plantas de maiz “rojo” fucron identificadas
como pertenecientes al género Burkholderia, pero con caracteristicas fenotipicas diferentes de
la unica especie fijudora de nitrégeno incluida en este género y reportida hasta la fecha
(Burkholderia viemamiensis), se dirigié la investigacion hacia la busqueda de cepas
bacterianas diazotréficas con caracteristicas similares a las de este género baclenano. Para
Hevar a cabo este proposito las cepas diazdtrofas aisladas de maiz “piedra blanca” se cultivaron
en el medio PCAT con pH 5.7, ¢l cual se reporta (Burbage y col. 1982) como sclectivo para
especies del género Burkholderia. Con la finalidad de buscar diferencias fenotipicas entre los
aislados, el medio PCAT fuc adicionado con azil dc bromotimol. Del total de los 15 aislados
s¢ observo el crecimiento de 6 cepas, las cuales mostraron un crecimiento abundante y viraron
¢l color del medio de cultivo de amarillo a un azd! intenso. El resto de las cepas crecicron
pobremente en ¢l medio de cultivo y no viraron el color del indicador. Los aislados diazdtrofos
se analizaron mediante distintas prucbas biogquimicas entre las cuales Lt prucbu de tincion de
Gram, rojo metilo, indol y produccion de HaS resultaron negativas para todos los aislados,
micntras que la prueba de catalasa resulto positiva. El resultado del resto de las pruchas
broguimicas se mucestra en la Tabla 5.

En un andhisis fenotipico mediante galerias AP 20E se seleccionaron algunos de fos
aislados que expresun ARA, entre ellos las cepas No. 240, No. 262, No. 273 y No. 293
aisladas del maiz “piedra blanca”. Los resultados del andlisis mostraron que la cepa No. 240
fue identificada como perteneciente a la especie bacteriana Enterobacter cloacae, mientras que
el resto de las cepas fucron agrupadas en la especic Burkholderia cepaciu. El porcentaje de
identificacion de las cepas analizadas mediante las prucbas APL 20E (tanto los aislados
provenientes del mafz rojo como los de maiz piedra blanca) fuc en el rango de 86.2 4 99.7 4

¢l cual ¢s considerado como aceptable para la identificacion del género.
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Tabla 5, Caracterfsiticas fenotipicas de las cepas
drasotrolas endolitas aisladas de maiz “predra blanca™

Grupo Nod
Prucha hioguimica

2 3 4 5 6 7

Asnnilacion:
Sacarosa-Lactosa T
Citrato + + + o+ + o+ o+
Glucosa:
Oxidacion + o+ o+ o+ o+ o+ o+
Fermentacién - -+ -+ o+ o+
Descarboxilacidn:
Ornitina + + o+ o+ o+ o+ 4+
Lisina + + o+ 4+ + + o+
Gelatinasa -+ -y

Crecimiento en;

MacConkey ¥ o+ o+ o+ o+ o+ o+
PCAT + 4+ + o+ * r *
ARA -4+ o+ o+ o+

4 Grupe 1: Burkhelderiu cepacie ATCC 29352, Grupo
2: 231, 249, 262, 273, Burkholderia vietmamicnsis LMG
11347, Grupo 3: 235 Grupo 4: 293 Grupo 5
240, 242, 243, 250, 200, 308, 312, Grupo 6: 284
Grupo 7: 2063,

+, prucha positiva. -, prucha negativa. £, crecimicnto
pobre de la cepa y sin cambio en ¢l color del medio de
cultivo PCAT adicionado con azdl de bromotimol.
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Sccuencia parcial del gen ribosomal 16S.

Las cepas analizadas fueron la No. 4, No. 16 y No. 24 las cuales fueron aisladas del
maiz “rojo”. La secuencia parcial del gen ribosomal 16S rDNA de cada uno de los aislados
bacterianos fue comparada con las ya existentes en i base de datos NCBIL La sceuencia
parctal del gen ribosomal 16S de las cepas No. 4 y No. 16 fue alincada con aquella de
Burkholderia vietamiensis. También sc realizé el alineamiento de lus secuencias parcidies del
gen 165 rRNA de lus cepas No. 4 y No. 16 con aquella de “B. brasilensis™, la cual no ha sido
oficialmente descrita hasta la fecha, pero existe reportada la sccuencia del gen ribosomal 165
en la base de datos NCBI (1os nimeros de acceso de las diferentes especies de Burkholderia se

encuentran en la Tabla 5).

Cepa No. 4: la secuencia parcial del gen ribosomal 168 mostré la mayor similitud con
las especies de Burkholderia cepacia, B. vietnamicnsis y B. nneltivorans, En la Figura 3 se
muestra el alineamiento de la secuencia parcial perteneciente a la cepa No. 4 con i cepa tipo
TVV-15 de B. vietnamiensis y con la cepa M 130 de “Burkholderia brasitensis”. Lu secuencia
parcial de la cepa No. 4 corresponde a las bases 1 a 121 de la secuencia del gen ribosomal 168
de la cepa TVV-7S de B. vietnamiensis, entre las cuales existen solo 2 diferencias. Ll
alincamicento con la cepa M130 de “B. brasilensis™ corresponde a las bases 1 a 132 y muestru

9 difcrencias y un “gap” de dos bases en la sccuencia de “B. hrasilensis”.

Cepa No. 16: la secuencia parcial de! gen ribosomal 165 mostré mayor similitud con las
especies de Burkholderia cepacia, Burkholderia sp. (C3B1IM) y B. graminis. En la Figura 4 se
muestrat ¢l alincamicnto de la sccuencia parcial de la cepa No. 16 con la cepa TVV-75 de B.
vietnamiensis 'y la cepa M 130 de B. brusilensis. La secuencia parcial de la cepa No. 16
corresponde a las bases 1226 a 1462 de la secuencia del gen ribosomal 168 de la cepa B,
viemantiensis entre has cuales existen 12 diferencias. El alineamicento de i secuencia parcial del
gen 168 tDNA de la cepa No. 16 con aquella de la cepa M130 de B. brasilensis corresponde a

las bases 1237 a 1435 y muestra 9 diferencias entre las dos secuencias.



Cepa No. 2.4 [a secuencia parcial del gen ribosomal 168 de la cepa No. 24 mostrd
mayor similitud con Enterobacter agglomerans, Pantoea sp. y Enterobacter absuriae . En la
Figura 5 se muestra ¢l alincamiento de la secuencia parcial de la cepa No. 24 y lacepa A47 de
Enterobacter agglomerans (No. de acceso AF130918). La secuencia de la cepa No. 24
carresponde a las bases 1001 a 1323 de [a sccuencia del gen ribosomal 168 de la cepa A47

Enterobacter agglomerans entre las cuales existen 10 diferencias.

i LYo
tgcettacac atg a a gt g ca t Cepa No. 4
tgocttacac atyg g g < gy c B. brasilensis MLIG
.......... a a gt g ca t H. vicvtnamiensis TVV-714
v em-—— e == =CAAGTCG -ACGGCAGC- CGG--GCTT- --CCTGG-GG Consenso
51 100
ag t Cepa No. 4
g a a B. brasilensis M130
a t H. vivinoamicrnesis TVV 7Y
COGAGTGGCGA ACUGCTCAGT AATACATCGG AAC-T-TCCT G-AGIGGGGG Consenso
igl 150
= T Cepa No. 4
g gctctg aggaggaaag B. brasilensis M13C
g gatcta tggatgaaag B. vietnamiensis TVV-75%
ATAGCCCGGE GANMGCCG-A TTAATACCGC ATAC------ ———---———- Consensc

Figura 3. Alineamicnto de la sccuencia parcial del gen ribosomal 168 rDNA de Ta cepa Nu. 4 en

comparacien con la cepa TVV-T75 de Burkholderia vietnamiensis y la cepa M13G de B, brasifensis,
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Figura 4. Alincamiento de la secuencia parcial ded gen ribosomal 165 rDNA de la cepa 16 en

comparacion con la cepa TVV-T5 de Burkholderia vietnamiensis y 1a cepa M 30 de B. hrastlensis.
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Secuencia completa del gen ribosomall 68.

La sccuencta del gen ribosomal 168 de la cepa No. 16 (identificada como Burkhofderia y
aislada de maiz “rojo”) se determind siguiendo la estrategia de clonacion mostrada en la Figara
6. Mediante este procedimicento se obtuvieron 7 subclonas, de las cuales, 5 (a4, b-1.bh-2.c-1y
Gy Tueron utilizadas para Hevar a cabo la secuencia del DNA en doble cadena (hebra
codificadora y guia). Las subclonas a, b-1, b-2, c-1 y d cubren ¢l 100 % de! gen ribosomal
168 de la cepa No. 16 y poscen el tamafio adecuado para determinar la secuencia en el modelo
de sceuenciador utilizado.

En la Figura 7 se muestra la secuencia del gen 16S rDNA de la cepa No. 16, en la cual
las letras mayusculas corresponden a la secuencia del DNA en doble cadena en tanto que fas
ictras mindsculas representan a la secuencia nucleotidica en cadena sencilla. El ndmero de
nucledtidos que abarcd la secuencia del gen ribosomal 168 de la cepa No. 16 fue de 1524, de

los cuales, 39 corresponden a secuencia nucleotidica en cadena sencilla (2.6 %).

FroRb Stul  Smal EcoRl1 Smal FEeoRl
L, |1 | 1l
- — | -

b ~ 600 pb d ~ 200
c ~ 750pb
b-1 ~ 400
b-2 ~ 200 a~ 350
¢-1~ 400 pb

Figura 6. Estrategia de clonacién del gen ribosomal 168 de lu cepa
Neo. 16 para su sccuenciacion.
i1 Enzimas de restriccion utilizadas para la clonacién de los distintos
fragmentos de DNA .
= Gen ribosomal 165 de la cepa No. 16, ~ 1.6 kb,
- Vehiculo de clonacion pCRID (Invitrogen).
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i GAGTUTGATC
51 CAAGTCGAAC
101 GGIGAGTAAT
151 AGCCGGATTA
201 GACCTCGCGC
291 AANGGUTOAC
301 CACACTOGGGA
391 GAATTTTGCA
401  AGAAGGCCTT
451 CCTAATATGG
501 TACGIGCCAG
551 TACTGGGCGT
601 CCCGGGCTCA
651 cagAGGGGGG
701 AGGAATACCG
751 CACGAAAGCG
801 cTAAACGATG
851 TAACgCGTGA
901 AAAGGAATTG
Yh 1 GATGCAACe
1001  GAGAGGIGGA
1051 GTCGTCAGCT
1181  ACCCTTGTCC
1151 ACAAACCGGA
1201 GTAGggCTTC
1251 CGAGGTGGAG
1301 CAACTCGACT
1351 CGcggTGAAT
1401 GAGTGGGTTT
1451 CACGGCAGGA
1501 GAAGGTGCGG
Figura 7.

CTGGCTCAGA
GGCAGUATGG
ACATCGGAAC
ATACCGCATA
TATAGGGGCG
CAAGGCGACG
CTCAGACALG
CAATGGGCGA
CGGGTTGTAA
CCGGGGGATG
CAGCCGCGGT
AAAGCGTGCG
ACCTGGGAAC
TAGAGTTCCA
ATGGCGAAGG
TGGGGAGCAA
TCAACTGGTT
AGTTGACCGC
ACGGGGACeC
GaANAQCCLT
AGTUCUCGAA
CGTGTCCGTGA
CTAGTTgCTA
GGANGGTGGGE
ACACGTCATA
CCAARTCCCAG
GCGTGARGCT
ACGTTCCCGG
TGCCAGARGT
TTCATGACTG
ctGGATCACC

ATTGAACGIT
GTGCTTGOAT
GTGTCCTGTA
CGATCTACGG
GCCGATGGCG
ATCCGTAGCT

GCCTAGACTC
AMGCCTGATC

AGCACTTTTG
ACGGTACCGS
AATACGTAGS
CAGGCGGTGA
TGCaTTGGTG
CGTGTAGCAG
CAGCCCCCTG
aCAGGATTAG
GTCGGGTCTT
CTGGQGAGTA
GCACAAGCOG
ACCTACCCTT
AGGGABCCGT
GATGTTGGGT
CGCAAGAGCA
GATGAUGTCA
CAATGGTCUS
AAAACCGATC
GGAATCGCTA
GTCTTGTACA
GGCTAGTCTA
GGGTGARGTC
TCCTT

GLUGUW A

CTOCTH A Y

GTGGUHKGATA
ATGAANGCGG
GATTAGCTAG
GOTCTOCAAD
CTACGHGAGG
CAGCAATGIC
TCCGGAAAGA
AMGAATANGC
GTGCAAGCGT
TCTANGANCG
ACTGCATOGE
TGAMATSOSGT
GGTCAATACT
ATANCCCTCOT
CATTGACTTG
CgGTCGCAAG
TGGATGATGT
GACAT gLarg
ALCAOAKYIG
TAAGTCCCH

CTCTAGSCAG
AGTCCTCATS
AACAGAGGST
GTAGTCCGGA
GTAATCGCGG
CACCGCCCGT
ACCGCAAGGA

OTAACAAGT

CVVA CRATL
L T T S
GUOOUCUAA
GRS
TTOOTGA S
GACOACE AT
CAUCAST G
GUGTGTSTGA
AATCCCTUGT
ACCGGCTAAC
TAATCGGAAT
ATGTGARATC
CTGatt ATG:
AGNGATGT
GACGUTCATS
AGTCUACCTC
GTAACGT alsl
ATTABAACTC
GOATTAATTC
GANT O,
CTOOCATO D
AACGARLCUT

ACTGUCGUTS
GOOCTTATNG
TGUCAALGICG
TCECAGTUTG
ATCAGCATGE
CACACTATGES
GGACGHTOAC

AGCCGTATTG

Secuencia del gen nbosomal 168 de la cepa No. 16

(Burkliofderic). Las letras en maydsculas representan ba secuencia del

DNA cn doble cadena en tanto que las letras en mindsculas representan

cadena sencilla.
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Mediante la comparacion de la secuencia del gen ribosomal 168 de diferentes cepas del género
Burkholderia (1a lista de cepas de Burkholderia utilizadas se encuentra en la Tabla 5) y las
cepas No. 16 y 273 se obtuvo una matriz de similitud utilizando ¢l programa Distances (Tabla
6). La secuencia del gen 16SrDNA de Ta cepa 273 fue determinada por ¢l Dr. Jacques
Bulandreau {Laboratoire d’Ecologic Microbiane du Sol, UMRS557 CNRS Unmiversité Lyon L
France). La similitud entre las cepas No. 16 y 273 corresponde a un 99.9 % y la similitud de
estas dos cepas con las secuencias de Burklolderia fijadoras de nitrdgeno (B. vietnamiensis y
B. brasilensis), reportadas en la base de datos GeneBank, os de aproximadamente 958 e v de
tgual mancra con la especie tipo de este género bacteriano, B. cepacia. La cepa No. 16y 273
mostraron la mayor similitud con la cepa tipo de B. graminis (963 y 96.2 %
respectivamente). En el drbol filogenético de la Figura 8 puede observarse que las cepas No.
16y 273 estdn mis cercanas a las cepas de B. brasilensis, B. kururiensis, B. graminis, B.

caribiensis y algunas cepas de Burkholderia sp.
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Tabla 5. Lista de cepas utlizadas en el anilisis de la secuencia del

gen ribosomal 168,

Buctena lFuente (cepaj® Lavigrh
Burkholderia andropagonis ATCC23061 X07037

B. brasilensis (M130) AJ238360
B. carthiensis (MWAPTI) : Y 18703

B ocarvopiivlli ATCC25418T ABO2{423
B cepacia ATCC25416T L6927
B. cocovenenans ATCC33664T ABO2!13RY
B. gladioli pathovar gladioli ATCCI19248T X6T7038

B glathei ATCC29195T ABO21374
B. gluamae LMG2196T Uv6u3l

B. gramiinis-1 (C4DIMT) L9693y

B. graminis-2 {AUS35) U969

B. kururiensis ABU24310
B. maller (GB8&) AFTIOTR
B. mnltivorans LMGI3011) Y IR703

B norimbergensis YOURTY
B. phenazinium LMG2247T 1196936

B. plaiitarii L.MGY()35T U963l

B psendomullet {1026bh) U914839
B pyrrocinia ATCCIS958T ABO2136Y
B. thailandensis (I:264) BSUYI83R
B vandii LMGI16020T 196932
B victnantiensis-| LMGIOD2YT (TVVTS) 196928

B, victnaniensiy-2 (TVVHY 110692
B.ovietnamicnyis-3 (AMMD) AF043302
Burkholderia sp. {(C3BIM) U96938
Burkholeria sp. {(CRE7) U37340
Burkholderia sp. (JB 1Y XU IKR
Burkholderia sp. (LB400) UK6373
Burkholderia sp. (m35b) Uvaviy
Burkholderia sp. (N2P5) 1J37342
Burkholderia sp. {SAPID AFO52387
Burkholderia sp. (VUN10013) AFO6ROT

4. Coleceton bactertana en Ta cual se encuentran registradas cadi una de las
cepas, y/o nambre de la cepa. ATCC. American Type Culture Collection,
Rockville. Maryland, USA; LMG, Culture Collection of the Laboratonium
voor Microbiologie, Universiteit Geat. Gent, Belgium,

b Nimero de acceso bajo el cual cada sceuencia se encuentra disponible en 1

hase de datos EMBI..
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Tabla 6. Matriz de similitud calculada a partir de las distancias (Jukes & Cantor) entre las secuencias del gen ribosomal 168 de

distintas cepas de Burkholderia y las cepas No. 16 y No. 273,

Bacteriaa | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1. B. brusilensis 100 95.7 943 932 941 94.5 948 Y99 Y51 Y33 948 913 Y46 945 Y53 955
2. B. carihiensis 100 948 936 Y38 04.1 969 958 946 0934 968 Y11 942 G188 855 956
3. B. cepacia 100 97.8 Y7.4 97.1 89.5 94.4 97.8 93.5 938 947 920 98.1 957 957
4. B. cocovenenans 100 Y84 98.4 945 94.3 97.8 93.3 956 981 986 Y79 950 950
S. B. gladioli 100 98.2 94.1 92.8 97.4 932 943 9¥.7 984 977 928 93|
6. B. glumae 100 93.6 94.5 97.7 93.3 947 987 975 97.3 949 950
7. B. graniinis-1 100 948 956 925 965 934 9.7 926 96.3 96.2
8. B. kururiensis 100 95.2 93.4 949 9434 946 Y945 946 9438
9. B. mallei 100 934 956 971 978 Y80 945 94.6
10. B. norimbergensis 100 930 93.2 925 9331 942 942
11. B. phenazinium 100 944 943 Y315 955 955
12. B. plamarii 100 956 96.0 955 955
13. B. vandii 100 96.0 Y50 95.0
14. B. vietnamiensis-1 100 954 956
15. Cepa No. 16 100 99.9
16. Cepa 273 100

4, La procedencia de cada una de las secuencias utilizadas en el anilisis se muestra en la Tabla 2. Cepa No. {6 aislada de maiz “rojo”. Cepa 273

aislada de maiz “piedra blanca™.
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Figura 8. Arbol filogenéticy basado en ¢l andlisis de la sccuencia del gen 165 rDNA de cepas del géncro Burkholderia,
la cepa Nu. 16y No. 273, El andhisis de las sccuencias se realizd mediante ¢l programa ClustalW y ¢l drbol se muestra
con ¢l programa Treview. Los nimeros en cada una de las ramilicaciones son el andlisis mediante Boostrap realizado
con el progrima ClustalW. La escala en la barra indica ¢l cambio de un nucledtido por cada 100 ph.
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Tabla 7. Putroncs de restriceion de! gen ribosomal 165 tDNA de
cepas diazétrofas endofitas de maiz.

Putrones de restriceidn del gen 165
rDNA digeridos cont:

Cepu No. Genotipo¥!
Hhal  Alul  Mspl  Ddel

4 [ a a a a
16 i a a a a
231 | a i H d
24¥ ] a a i a
273 ] a a Al a
262 ] a a a a
284 3 1 ¢ ! b
293 5 h b b d
235 7 ¢ ¢ v i
240 7 < ¢ € i
250 7 c c ¢ f
260 7 c c € f
203 7 ¢ c ¢ I
308 7 ¢ ¢ ¢ !
312 7 ¢ ¢ ¢

242 h d d d g
B. cepacia! 2 a f i a
B. victnanuensisii 4 4 e a v
R. selunucearunitv 6 ¢ 2 ¢ ¢

1 Las Jetras en cada columna corresponden a un patrdn de restriceion para cada
una de las envimas utitizadas. i ATCC 29352, 11 LMG 11347, v LMG 2299,
¥ (ienotipo al que carresponden cada una de fas cepas de acuerdo ab andlisis de
patrones de restriceion del gen 168 rDNA. nd, no determinado.



En fa figura Y se muestra ¢l agrupamiento de las cepas bacterianas aisladas de maiz, La
mayor parte de las cepas quedaron ubicadas en 2 divisiones. En las divisiones [y 11 se
localizan tus cepas de referencia de Burkholderia cepacia 'y B. vietnamiensts, respectivamente.
La similitud entre las cepas del genotipo 1 con respecto a B, cepacia en la division 1 lue del 90
% al 1gual que la similitud entre la cepa No. 284, del genotipo 3, con respecto a B
vietnamiensis en la division 1. Las cepas de la division [T poseen una similitud del 60 % con

respecto a fas cepus de referencia de Burkholderia.

Genotipo: Cepa No Drvision
‘ |1:4. 16, 231,
249, 262, 273 1
l—_ 2. B. cepaciud -

3: 284
Il

4: B, vietnamiensisb

5: 293

6: R. solunacearume

| 7: 235, 240, 243, 250, ] i
| 2060, 263, 308, 312

8: 242
| | | | | | [
I T T T 3 I 1
40 50 60 70 80 90) 100

Similaridad %

Figura Y. Dendrograma mostrando la agrupacién de cepas dinzdtrofas enddlitas aistadas de
maiz mediante el andlisis de patrones de restriccién del gen 165 rDNA amplificado por PCR
(ARDRA).

GSATCC293S2 b EMGII347 ¢ 1T.MG2299,
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Figura 10. Patrones de restriccién del gen 168 rDNA amplificado por PCR.

1. Digesti6n con la enzima Hhal.

ii. Digestion con la enzima Alul.

Las cepas correspondicntes a cada uno de los patrones se definen en la Tabla 7.
1. Burkholderia brasilensis cepa M130 (BR-11340).

2. B. viemumiensis LMGJ2862.

3. Herbaspirillum 7.67.
M, marcador de peso molecular 100pb (GibcoBRL).
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Ensayo de colonizacién endofita.

Las 13 cepas fijadoras de nitrégeno, aisladas de maiz “rojo”, fueron probadas en su
capacidad para colonizar los tejidos internos de plantas de dos variedades distintas de maiz
(Tabla 8). De las 13 cepas ensayadas, 6 fueron capaces de colonizar los tejidos internos du
ambas varicdades de maiz y otras 3 cepas colonizaron solo una de las variedades. La menor
capacidad colonizadora de los tejidos internos de las plantas de maiz se observo con la cepa
No. 15, la cual pertencce a la especie Azospirillum lipoferum. El nimero mds probable de
bacterias en el interior de las raices varid en ¢l orden de 104 a 107 UFC por gramo de tejido
vegetal fresco y en lu parte acdrea en el rango de 103 a 109, dependiendo de la cepa y de la
variedad de maiz.

La inoculacidon bacteriana no causé sintomas visibles de enfermedad en las plantas de
maiz, asf como tampoco cambios cn la morfologia de la raiz.

En el interior de las plantas testigo no se detectd a ninguna de las cepas analizadas en el
experimento de colonizacidn y en la mayoria de las plantas inoculadas se recobraron las cepas

ensayadas, no observandose contaminacion con otras bacterias u hongos.
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Tabla 8. Capacidad colonizadora de los tejidos internos
de las plantas de maiz por las cepas diazdtrolas aisladus
del maiz “rojo”,

NMP2
CEPA ROJOb B-555P
2 R ND R 2.5x100
A ND A ND
3 R 2.5x106 R 2.5x100
A Y9.5x103 A 9.5x105
9 R ND R 2.5x100
A ND A 9.5x100
12¢h R 2.5x106 R 2.5x106
A 2.5x106 A 2.5x106
12g R 1.5x107 R 2.5x106
A 1.5x105 A 2.5x106
15 R <I0 R <l0
A <20 A ND
16 R 2.5x106 R 2.5x100
A 2.5x106 A 2.5x106
19 R 4.5x105 R ND
A 45x108 A ND
24 R 2.5x100 R 2.5x14
A 1.5x105 A 1.5x103

4 Niimero mds probable de bucterias endéfitas por gramo
de tejido vegetal de plantas con 15 dias de crecimiento.

h “Rojo”, variedad crolla; "B-3557, variedad hibrida.
ND, no deteclado.

R, raiz; A, paric aérca de la planta.
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Efecto de la inoculacion de cepas diazdtrofas endéfitas sobre ¢l crecimiento de
plantas de maiz.

La inoculacion del mafz “arrocillo™ con las cepas No. 12ch, No. 16 y No. 24 no
promovio el desarroilo de las plantas cuado crecicron con bajos niveles de nitrégeno, 5 mg por
maceta (Tabla 9). Sin embargo, ¢n los tratamicntos en donde las plantas de maiz fueron
inoculadas con las cepas No. 12 y No. 16 y tratadas con 50 mg de nitrogeno mincral, sc
observd un incremento cn ¢l crecimiento de la raiz y de la parte aérea de las plantas cn ¢l rango
de 3.5 4 30 %, comparadas con las plantas testigo. Las plantas de maiz inoculadas con la cepa
No. 16 y tratadas con la mds alta concentracion de nitrégeno, 100 mg por macceta, presentaron
mayor crecimicento que las plantas testigo y que las plantas inoculadas con las cepas No. 12¢h
y 24. El incremento en ¢l peso scco de la raiz y de la parte aérea de [as plantas inoculadas con
Ja cepa No. 16 fuc de 44.1 y 13.6 % respectivamente, comparadas con [as plantas testigo. L]
establecimiento de las tres cepas en el interior de las plantas de mafz criollo “arrocillo™ fuc
variable ya que no se logré ¢l reaislamiento en la mayoria de las plantas analizadas. Sin
embargo, es posible que las cepas colonizaran la rizostera, {o cual no fue determinado.

La inoculacidn de plantas de maiz hibrido B-555 con las cepas No. 12ch y No. 24 y
tratadas con la concentracién menor de nitrdgeno mineral no promovié significativamente ¢l
crecimiento de la raiz, pero en los tratamientos con la concentracion media y alta de nitrogeno
sc¢ observé un incremento en el peso seco de la raiz en el rango de 13.5 a 56.3 % comparando
con las plantas testigo (Tabla 10). En ambos tratamientos (50 y 100 mg de nitrdégeno por
maceta) la moculacion de ta cepa No. 24 logrd el mayor incremento en ¢l crecimiento de la raiz
de las plantas. Caso contrario a lo observado con la raiz, la inoculacton de plantas de maiz
hibrido B-555 con las cepas No. 12ch y No. 24 incrementé hasta ¢n 59.2 % cl crecimiento de
la parte adrea de las plantas, comparadas con las testigo (Tabla 10). El incremento observado
[ue estadisticamente significativo al igual que el aumento en el nitrdgeno total de las plantas,
sin cmbargo, ¢l porcentaje de nitrégeno fue muy similar entre tas plantas inoculadas y las
plantas testigo. En la variedad de maiz B-555, las cepas No. 12ch y No. 24 presentaron un
establecimiento variable en el interior de las plantas, similar al caso observado con cl maiz

“arrocillo™.
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Tabla 9. Efccto de a inoculacion de las cepas diazotréfas enddfitas,

sobte ¢l crecimiente de plantas de mafz “arroctllo”.

aisludas de maiz “rojo”,

PESO SECO (g)!

DIFERENCIA (% )2

TRATAMIENTO RAIZ P. AEREA RAIZ P. AEREA
5 mg N3
Inoc, cepa 12¢h 99 + 086 a 1.56 + 0.44 a, b 115 -15.2
[noc. cepi 16 218+ 1.09a [.52 £ 0.46 a, b 1.0 -17.4
[noe. cepa 24 1.60 = 0.32 2 123+ 046 b 2230 332
Testigo 217+ 081 a 1.84 £ 0.52 a

50 mg N3
[noc. cepa 12¢h 520 %2914 5.8 £ 1.65 a 3.7 3.}
Inoe. cepa 16 4,12+ 1.50a 447 2134 a 35 12.6
Inoc. vepa 24 368+ 1.30a 374 +£1.29a -7.5 -2.26
Testigo 398 £ 091 a 397+ 1.21a

00 mg N?
Inoe. cepa 12ch 3172+ 1.06a 403+ 1.74a -17.4 -20.0
Inoc. cepa 16 6.70 £ 1.33 b 583+ 1.32b 44.1 13.6
Inoc. cepa 24 451+ 1823,¢ 455+1.45ab -3.0 113
Testigo 465+094 ¢ 5132177 a, b

I Los valores son la media de 8 a 12 plantas con 33 dias de crecimiento seguida por lu
desviacion estandar, Letras iguales en la misma columna para cada tratamiento indican que no
difieren a P=0.05, utilizando la prucba de ¢ de “Student”.

2 Diferencia en poreentaje de peso seco entre fas plantas inoculadas v ¢l estigo sin- inocular

3 Miligramos de nitrdgeno por maceta, dos plantas por maceta,
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Tahla 10. Efecto de 1a inoculacton de cepas diazétrofas endofitas, aisladas de maiz “roja”™. sohre ¢l crecinuento del maiz hibrido "B-5557.

PESO SECO (g} INCREMENTO %
% NITROGENO!  NITROGENQ! TOTAL
TRATAMIENTO Raiz P. aérea Raiz P. aérea P.adrea mefplantz)
5 mg N2
Inoc.cepal2ch 189 +109a  0.86+0.60b 8.0 59.2 1070252 983+994 a b
Inoc. cepa 24 202+077a  0.80+025hb 15.4 48.1 099 £0.14 a 8.05 + 2.99 b
Testigo 1.75+063a  054+015a - ; 107 £+ 0360 581 +271a
50 mg N2
Inoc.cepa 12¢h 335+ 151a b 1.91 +092b 13.5 40.4 .34+037a 239+ 109b
Inoc. cepa 24 407+1.18b 1.85+053h 37.9 36.0 118 £ 0.26 a 222+900b
Testigo 205+074a 1.36=031a 3 - 1.14+0.23a 155 « 481 a
100 mg N2
Inoc.cepal2ch 442+ 155b 252=080a 33.] 11.2 1.58 + 0.42 a 389+ 1604
Inoc. cepa 24 519+124b  3.09+088b 56.3 37.3 .35+ 0.23 b 409 + 10.8 a
Testigo 332+109a 22540742 - ; 1.57+030a 48 +12.7a

I Los valores son la media de 16 a 20 plantas scguida por la desviacidn estandar. Letras iguales cn la misma columna para cada tratamiento

mdican que no difieren a P=0.03, uulizando la prucha Je 1 de “Students™,

2 Miligramos de nitrégeno por maceta, dos plantas por maceta.
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La inoculacion del maiz hibrido B-555 con la cepa No. 16 (identificada como
Burkholderia) y tratadas con la concentracién menor de nitrégeno mineral no incremento de
manera significativa el desarrollo de la raiz y de la parte aérea de las plantas, comparando con
el testigo. Sin embargo con la dosis media y alta de nitrégeno, 50 y 100 mg respectivamente,
hubo un incremento en el desarrollo de las plantas, tanto de la rafz como de la parte aérea
(Tabla 11). El incremento del peso seco en la parte aérea de las plantas vario de 16.4 a 28.3 %
con respecto a las plantas testigo. Sin embargo, se pudo observar que las plantas tratadas con
la dosis de nitrogeno menor (5 mg por maceta) e inoculadas con la cepa No. 16 quedaron por
debajo del peso seco de las plantas testigo. Se determiné la presencia de la cepa No. 16 en la
rizosfera e interior de tallo y hojas de las plantas de maiz, encontrindose a la bacteria

solamente en la rizosfera de las plantas.

Tabla 11. Efeclo de la inoculacidén de fa cepa No. 16 sobre el crecimicnto de plantas
de maiz hibrido B-553.

PESO SECO (g)! DIFERENCIAZ (%)
TRATAMIENTO RAIZ P. AEREA RAIZ  P. ALREA
5 mg N3
Inoc. cepa 16 0.6 £ 0.27 a 0.33 £ 0.08 a 3.2 -5.7
Testigo 093x0.26a 035x0.12a - -
S50mg N
Inoc, cepa 16 215+0.58a 0.78+0.28 a 27.2 16.4
Tesligo 1.69 £ 0.34 b 0.67+0.18a - .
100 mg N
Inoc. cepa 16 308 £ 1.10a 127+ 036 a 32.8 28.3
Testigo 232+ 0600 099 +£030h - -

I Los valores son la media de 16 a 19 plantas de 33 dias de crecimiento seguida por Ty
desviacion cstandar. Letras iguales en la misma columna para cada tratamiento indican que
no difieren a P= (105, utilizando la prueba de r de “Student”.

2 Diferencia en porcentaje de peso seco entre las plantas inoculadas y cof tesligo sin
inocular,

3 Miligramos de nitrdgeno por maceta, dos plantas por maceta.
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Determinacion de dcido indol acético (ATA).

Se evalud en medio de cultivo la produccidn de indoles totales y AlA desarrollados por lu
cepas No. 3, No. 12c¢h, No. 16 y No. 24, aisladas de plantas de maiz “'rojo”, para tratar de
explicar si la promocién en el crecimiento de las plantas de maiz se debid a la produccién de
estos compuestos. La produccién de indoles totales por las cepas No. 3, No. 12ch y No. 24
varié en ¢l rango de 26.5 a 32.5 ug/ml determinado mediante la prueba dc Salkowsky (Tabla
12). La cepa No. 16 produjo indoles totales en cantidad minima. Mediante cromatografia de
fiquidos de alta resolucién (HPLC) se determind la concentracién de AlA producido por las
cepas diazétrofas (Tabla 12, Figuras 11). La cepa 16 no produjo AIA, mientras que en las
cepas No. 3 y No. 24 la concentracion fue de 13.8 y 14.3 pg/ml. respectivamente. La cepa

No. 12ch produjo dcido indol lactico (Figura 12).

Tabla 12. Produccién de indoles totales, ATA y AlL por
las cepas diazétrofas aisladas de maiz “rojo”.

Indoles
AIAb
Cepa No. totalesa AlLc
(ug/ml) (ug/ml)
3 26.5 13.8 +2.5 ND
12ch 32.5 ND +
16 <1.0 ND ND
24 32.0 143 + 0.4 ND

4 Los valores son la media de 3 repeticiones.

b Los valores son la media de 3 repeticiones scguida por la
desviacién cstandar.

€ La concentracién de AIL no se determning.

AlIA, dcido indol acélico. AIL, dcido indol lactico.

ND, no detectado. +, produccion del compuesto.
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DISCUSION

En la actualidad se reconoce ia presencia de bactertas que habian los tejidos internos de
ias plantas sin causarles dafo v se ha propuesto que los endéfitos parecen ser organismos
antiguamente relacionados con las plantas (Pirozynski and Dalpé 1989),

En el presente estudio se llevé a cabo la bisqueda. aislamiento v caracterizacién de
bacterias endéfitas fijadoras de nitrégeno asociadas con dos variedades de maiz. “rojo” v
“piedra blanca”. las cuales han sido cultivadas tradicionalmente sin la aplicacién de fertilizantes
ni otros agroquimicos en la region indigena Mixe del estado de Oaxaca.

Como primer paso se realizaron ensayos para la deteccidn de actividad nitrogenasa
mediante el ensay o de reduccion de acetileno (ARA) en semillas germinadas Jde maiz. en fos
cultivos de los macerados de las semillas v posteriormente c¢n plantas completas v en et cultivo
del mucerado de las mismas. Es asi como en las semillas de maiz “rojo™ v “piedra blanca”.
esterilizadas superficialmente v germinadas. no se observd ARA. no obstante. se logrd el
dislamiento de bactertas no diazotréficas. al menos en el caso del maiz ~“piedra blanca™ (datos
no mostrados). Este hecho parece ser algo bastante comun en ef maiz puesto que resuitados
stmtlares fueron obtenidos al analizar las semiilas de otras variedades. tanto criollas como
hibridus (datos no mostrados). La presenciz bacteriana en ¢l interior de lus semillas de maiz
esterilizadas superficialmente sugiere que las bacterias pueden entrar a la semilla a través del
sistema vascular de la planta y translocarse hasta alcanzar el tubo de germinacion del de polen
v posteriormente establecerse en el interior de la semilla durante el llenado de la misma tMundt
v Hinkle 1976).

Al igual que en las semillas de maiz. la actividad nitrogenasa no se detectd en plantas
completas de maiz “rojo”. Es posible que la metodologia empleada (plantas encerradas en
matraces) haya sido un factor determinante en la deteccidn de la actividad (J. Balandreau, com.
pers.). Sin embargo, se ha observado que pocas lineas de maiz muestran ARA y se sugiere
que la asociacidn planta-bacteria, en este caso fijadores de nitrégeno. 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 maiz “rojo” de 13 y 30 dias de
crecimiento se detectéd ARA. mientras que en los cultivos de los macerados de maiz “predra

blanca” no se logré detectar dicha actividad. Como se menciond anteriormente., lu deteccion de

th
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ARA purece depender de la vaniedad del maiz. Por otro fado. ‘2 deteccion de ARA eon los
cultivos de los macerados de plantas de maiz “rojo”. provenientes de germinacion aséptica s
manejadas en condiciones de esterilidad (T-3). sugiere la existencia de bacterias diazétrofas en
el interior de la semilla pero que no expresan dicha actividad. va que no se detecté ARA enla
semilla. Es posible que la expresion de ARA por las bacterias diazdétrofas en el interior de las
semillas de maiz se encuentre determinada por la forma de reproduccién que posee el maiz. va
que en plantas propagadas vegetativamente. por ejemplo la cafia de azdcar, se ha detectado
ARA cuando se inicia [a emergencia de las raices nuevas (Rennie y col. 1982). Este hecho
puede estar directamente relacionado con el nimero de diazétrofos en el interior de las semillas
de maiz v en los tallos de cafia de azucar. Probablemente la semilla de maiz al encontrarse en
¢stado de latencia no permite la proliferacion bacteriana, por lo que el tiempo de 3 dius
{después de la germinacién de la semilla). fue insuficiente para que las bacterias diazétrofas se
multiplicaran y alcanzaran nimeros elevados que permitieran detectar la ARA. En contraste. ¢l
tallo de cafa de azicar. al ser un tejido activo permite ¢l crecimiento bacteriano v la
consecuente deteccion de la ARA. Otra posiblidad es que las poblaciones de fijadores de
nitrégeno se encuentren en estado de atencia o con una actividad metabdlica tan baja que la
ARA no es detectada en el interior de la semilla al iniciarse la germinacidn.

En el caso del maiz “piedra blanca” se logrd solamente e! aislamiento de bacterias no
fijadoras de nitrégeno a partir de las semillas esterilizadas superficialmente y germinadas. No
obstante. en plantas de esta variedad con 15 y 30 dias de crecimiento se aislaron algunas cepas
que expresaron ARA. La presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno en plantas de maiz
“piedra blanca”, y su ausencia en las semillas, podria deberse a la transmisidn aérea cuando se
trata de pluntas que provienen de granos estertlizados superficialmente (T-3). lo cual se ha
sugerido ocurre ¢n otras plantas {Ruppel y col. 1992, Olivares y col. 1997), o mediante un
proceso de infeccion y colonizacidn bacteriana de la raices y posteriormente su translocacién a
la parte aérea de las plantas, cuando éstas provenian de las semillas inoculadas con suelo (T-2
y T-4). Se conoce que algunas bacterias habitantes del suelo tienen la capacidad para colonizar
el interior de las raices y posteriormente invadir los tejidos aéreos (Gagne y col. 1987, van
Peer v col. 1992, James y col. 1994). Este mecanismo explicaria la presencia endofita en la
parte aérea de las plantas de maiz “piedra blanca™ que fueren inoculadas con suelo

(Tratamientos T-2 y T-4).

n
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En general, el nimero de enddfitos en la parte aérea de ias plantas de maiz “row” Tue
mayor al encontrado en la raiz « Tabla 1 . Se ha voservado gque el ndmero de bucternias vanu
dependiendo tanto de la especie de la planta como del érgano analizado (Fisher v col. 19921
asi como también del método utilizado para la extraccion de los enddfitos (Bell v col. 1697).
Probablemente la parte aérea de la plantas sea un microambiente mds favorable para los
endofitos fijadores de nitrdgeno debido a la mayor accesibilidad de nutrientes (Barraquio v
col. 1997). Por ejemplo, los fotosintatos al ser transportados por el floema alcanzan en pnimer
lugar la parte aérea y posteriormente la raiz de la planta. La capacidad de las bacterias para
translocarse en el interior de las plantas parece estar relacionada a la capacidad de
sobrevivencia de algunos endéfitos como Acetobacter diazotrophicus. Herbaspirilfiun spp.
Azoarcus spp. (James y col. 1997. Reinhold-Hurek y Hurek 1998b).

En plantas de maiz “piedra blanca™ con 135 dias de crecimiento se pudo obrservar que
existe un nimero mayor de enddfitos en comparacién con las plantas con 30 dius de
crectmiento. Tablas 4 y 6. De acuerdo con estos resultados la fluctuacion de enddfitos parece
depender no solo del érgano de la planta que es analizado. sino también de Ta edad de u
planta. Este fendmeno se ha observado en otras vartedades de maiz. asi como en plantas de
algodén (Mclnroy y Kloepper 19935b) v cafia de azdcar t Murioz-Rojas v Caballero-Mellado
com. pers.). También es posible que la fluctuacién en el ndmero de endéfitos 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 los exudados radicales varia grandemente
dependiendo, entre otros factores, del estado de crecimiento de la planta. de la intensidad
luminosa. de fa temperatura y de [os nutrientes minerales del suelo disponibles para la planta
provocando cambios cualitativos v cuantitativos en la comunidad microbiana de fa rizostera
«Curl and Truelove 1986). Estos cambios observados en el ambiente rizosférico son el
producto de cambios fisioldgicos que experimentan las plantas en respuesta al medio
ambiente. Los cambios en la fisiologia de las plantas también podrian explicar la fluctuacién de
los enddfitos que registramos en nuestro estudio.

En la actualidad la aplicacién de fertilizantes minerales a los cultivos agricolas es algo
muy comun. 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 2ste sentido. los

resultados obtenidos al aplicar nitrégeno al maiz “piedra blanca™ revelaron que la actividad
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actividad nitrogenasa en los cultivos de los macerados de plantas con 13 dias de crecimiento ~e
Vig drasticamente abatida. lo cual fue confirmado por el nimero bajo Jde aslados gue
mostraron la capacidad de reducir acetileno «Tabla 4 v 3). En los macerados de maiz “piedra
blanca™ se logré detectar ARA en las plantas provenientes de granos esterilizados
superticialemente v adicionados con suelo, tratamiento T-4. Es posibie que la diferencia de
ARA en plantas de maiz “rojo™ y “piedra blanca” se deba a la concentracién de nitrégeno
aplicada en el experimento, 32.25 mg por planta de maiz “rojo” v 25 mg por planta de maiz
“piedra blanca™. No obstante, el efecto del nitrégeno mineral observado en ¢l maiz “rojo”
concuerda con los datos existentes en la literatura acerca de la influencia negativa del
tertilizante nitrogenado sobre las poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno tFuentes-
Ramirez y col. 1993, Kirchhof y col. 1997, Cabailero-Mellado v Martinez-Romero 1999.
Fuentes-Ramirez y col. 1999, Muthukumurasamy y col. 1999).

De acuerdo con nuestros resultados y los reportes en la literatura. nos parece importante
evar a cabo andlisis para evaluar el efecto que el nitrdgeno ejerce sobre la comunidad
bacternana enddfita. Probablemente el nitrdgenc aplicado como fertilizante influya sobre las
asocidciones endofitas en forma diferente. dependiendo de las caracteristicas de cada especie
bacteriana. De hecho, se conoce que la asociacién de Herbaspirillum spp. con la cana de
azucar no es afectada por la fertilizacidén nitrogenada (Muthukumurasamy y col. 1999).
Resultados similares observamos en nuestro estudio con las cepas No. 12ch y No. 24, las
cuales presentan un patrén de colonizacién variable en el maiz hibrido B-535 (datos no
mostrados). En este caso, ambas cepas no lograron colonizar los tejidos internos de las plantas
fertilizadas con la désis de nitrdgeno menor. en tanto que en 10s tratamientos con las mavores
ddsis de fertilizacion se presentd un mayor éxito en la colonizacidn de las plantas.

Es conocido que la aplicacién de nitrégeno mineral cambia la arquitectura de la rafz
(Zhang v Forde 1999) y las condiciones fisiolégicas de las plantas (Fernandes y Pereyra-
Rossiello 1995), lo cual posteriomente podria influir diferencialmente sobre la comunidad
endofita. Por ejemplo, la aplicacién de nitratos a la cafia de azlcar (Peldez y col. 1994), y
probablemente en otras plantas C4 (e.g.. maiz), provoca una activacién del enzima

fosfoenolpiruvato carboxilasa y por tanto una elevada tasa de fijacion de CO1 lo que

consccuentemente resulta en un aumento en ¢l tlujo de malato. De esta manera. i elevacion en
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la concentracion de malato en el intertor de los tejidos de las plantas fuvoreceria u proliferacion
de bactenas enddfitas que usan ericientemente este daido dicarboxilico ve. 2., Azospiriflun,
Herbuspirillum) pero no la multipiicacién de os enddfitos que no usen o usen pobremente este
dcido como fuente de carbono (e.g.. Acetobacter diazotrophicus).

Los conocimientos sobre la interaccidn planta-bacteria endéfita son incipientes v se
desconoce completamente las interacciones entre las comunidades endéfitas. En la actualidad
se sugiere que los enddfitos, ademds de aportar algunos nutrientes a las plantas. e.g. nitrégeno
(Boddey y col. 1995), parecen influir en el crecimiento de las mismas a través de la
produccién de fitohormonas tales como el dcido indol acético (Okon v Labandera 1994) v
citoquininas (Holland 1997), asi como por la remocidn de productos de desecho. e.g.. el
metanol producido por la planta es consumido por las bacterias denominaduas como PPFMs.
Pink-Pigmented Facultative Methvlotrophic bacterta (Holland y Polacco 1992, Holland [997).
¢Podria la acumulacién de metanol en ia planta. por cambios en la poblacidn de PPFM .
disminuir la poblacion de otros endéfitos? El panorama parece complicado v seguramente Jas
interacciones multiples. El estudio sistemdtico de las interacciones podrd dar la informacidn
necesaria para una mejor comprensidn de las asociuciones planta-enddfitos.

La estrategia de caracterizacion de los endéfitos de maiz “rojo’ consistid en evaluar a
todas las cepas aisladas en su capacidad de reducir ¢l acetileno a etileno y determinar la
presencia de los genes estructurales de la nitrogenasa mediante ensayos de hibridacién. Los
resultados mostraron que aproximadamente el 50 ¢ de las cepas aisladas con morfologia
colonial distinta poseen la habilidad de reducir el acetileno a ettleno y muestran sefal de
hibridacién con los genes nif HDK. Algunas de estas bacterias, por ejemplo los aislados No. 4

- Wo. 16, se encontraron en ndmeros superiores a 103 por gramo de tejido vegetal (Tabla 2.
y por g g

y ¢l conjunto de la comunidad de diazdtrofos cultivables por arriba de 106 por gramo de tejido
vegetal. Por supuesto, la presencia de los diazdtrofos en los tejidos internos de las plantas de
maiz no indica que la fijacién de nitrégeno 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
asociacidn con la planta.

Como fue mencionado en pirrafos anteriores, los conocimientos sobre la comunidad de

diazdtrofos endofitos es adn incipiente. o que es particularmente cierto para lu comunidud
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fijadora de mirdgeno asoctada al maiz. Aun cuande en el preseénte trubuto ~e 10gro aisiar
caracterizar algunos de los aislados iver mads adetanter. algunos aspecios merecen
consideracion para lograr un mavor conocimiento de los diazdtrofos que se encuentran en
asociacién enddfita con el maiz. Por ejemplo. en el aislado No. 14 aislado de plantas de maiz
“rojo” ~¢ detectaron los genes nifHDK pero no la capacidad de reducir acetileno. mientras que
la cepa No. 18 también aislada del maiz “rojo” que expresd6 ARA no mostré sedal de
hibridacién. La falta de expresién de actividad reductora de acetileno por la cepa No. |4 puede
significar que el medio de cultivo o las condiciones (e.g. concentracién de oxigeno) para la
deteccion de ARA no fueron las adecuadas para que se llevara a cabo esta actividad. En el caso
de la cepa No. 18. la sefial de hibridacién negativa presume que la secuencia nucleotidica de ta
nitrogenasa de este microorganismo difiere grandemente de la nitrogenasa del
microorganismo, Rhizobium etli. utilizado como sonda en el experimento. Este hecho resulta
interesante debido a que senala la importancia de utihizar estrategias diferentes para la busqueda
y seleccion de fijadores de nitrégeno. Es muy probable que basdndose solamente en una
estrategia como ensayos de ARA o hibridacion con fos genes nif HDK se pierda la posibilidad
de reconocer una cantidad considerable de bactenas diazétrotas. La deteccidn de diazétrofos
no cultivables se ha logrado a partir de raices de arroz utilizando la téenica de ampliticacion en
cadena de la polimerasa (PCR) y como blanco a los genes estructurales de la nitrogenasa
{(Ueda y col. 19954, b), demostrdndose una gran diversidad de diazétrofos asociados a la raiz.
Sin embargo, alin utilizando estas estrategias no existe garantia para detectar algunos
diazétrofos. Por ejemplo. Strepromyees termoautotrophicus es una bacteria diazétrofa que
posee un sistema de fijacién de nitrdgeno poco usual y distinto al sistema de los diazdtrofos
descritos en la actuahidad. La nitrogenasa de esta bacteria, una superoxido dxidoreductasa
{Ribbe y col. 1997}, no reduce el acetileno a etileno y no muestra sefial de hibridacion con los
genes nifHDK de Klebsiella pnewmoniae (Gadkary y col. 1992).

Sobre la base de estas consideraciones nos parece necesario recurrir a procedimientos

complementarios que permitan aislar y reconocer el mayor nimero de diazétrofos posibles. El

uso de técnicas que involucran 13N4 parece ser un método apropidado para reconocer

diazétrofos cultivables. El empieo de medios “selectivos™ que inhiban el crecimiento de

bacterias de rdpida multiplicacién. e.g. enterobacterias, contribuiria seguramente al aislamiento
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de diazotrofos de muluplicacién mas lenta. La incorporacion de diferentes estrategias permutird
€N Uun futuro contar con un Imventario mas completo de los diazotrofos asoctados al maiz. usi
como tener mayores y mejores oportunidades para su uso en la agricuitura.

Generalmente se acepta que el “inventario™ actual de las especies bacterianas. incluyendo
las fijadoruas de nitrégeno, estd incompleto. Se reconoce que muchas especies de bacterias no
son cultivables bajo condiciones de laboratorio tHugenholtz v col. 1998. Dunbar v col. 1999
v 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 taxonomia cldsica para la diferenciacién de especies bacterianas, lo cual en
los ultimos afos se ha superado con la incorporacidn de estrategias de biologia molecular.
mostrindose la existencia de mas de una especie dentro de especies “bien definidas™ en el
pasado. Por ejemplo. Rhizobium leguminosarum by, phaseoli tipo [ fue reclasiticado ¢n la
especie bacteriana Rhizobium etli mediante el uso de herramientas moleculares (Segoviay col.
1993). También ha sido posible redefinir cepas que pertenecen 4 una misMma espedte
bacteriana. las cuales no pueden ser diferenciadas a través de caracteristicas fenotipicas pero
Jue difieren a nivel genotipico. los denominados genomovares (Ursing v col. 1993). Por
cjemplo. la detinicion de multiples genomovares dentro del complejo Burkiolderiu cepucia fue
postble mediante el uso de distintas ensayos moleculares, ademds. entre estos genomovares se
ha propuesto a B. multivorans como especie nueva (Vandamme v 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. Pseudomaonas cepacia. P. mallei. P. pesudomallei, P.
carvophvili 'y P. gludioli fueron transferidas al género Burkholderia. atihzando herramientas
de biologia molecular como homologia ADN-ADN y andlisis de la secuencia del gen
ribosomal 16S (Yabuuchi y col. 1992).

Con el objetivo de identificar los endéftios fijadores de nitrégeno aislados de maiz “rojo”™
se eligio el uso de electroforesis de enzimas metabdlicas para la agrupacién y diferenciacién de
los enddfitos (Figura 2). Algunos grupos incluyeron tanto cepas fijadoras como no fijadoras
de nitrégeno. De acuerdo con las distancias genéticas entre los aislados diazétrofos del maiz
“rojo” se puede observar la existencia de al menos 6 grupos bacteriznos distintos. tomando en

cuenta que los coeficientes de distancia genética mayores de 0.3 son considerados como el
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limite para la ~eparacién de especies  Selander v col. 19835, Cabe mencionur que a distancias
mayores Je (.3 no es posible distinguir claramente cuando se trata de especies 0 géneros
distintos. La relacidn estrecha entre bacterias fijadoras v no fijadoras de nitrdgeno gue se
muestra en la Figura 2 se ha observado también en otros géneros bacterianos como en el caso
del género Rhizobium. fijador de nitrdgeno. que mediante la comparacién de fa secuencia del
gen nbosomal 16S se relaciona con bacterias del género Agrobacterium v Brucella. las cuales
no poseen la capacidad intrinseca para fijar el nitrogeno atmosférico (Ludwig v col. 1998).

Diversas hipétesis han surgido para explicar la estrecha relacidon genética entre
organismos fijadores y no fijadores de nitrégeno. Una de éstas es la transferencia lateral de
informacidn genética entre distintas bacterias. En diferentes experimentos se ha demostrado la
transferencia artificial de los genes nif entre especies o géneros poco relacionados ¢ Martinez-
Romero v col. 1987). no obstante. es dificil probar que este evento haya jugando un papel
determinante en la distribucién de los genes nif existente en la actualidad ( Young 1992). Se
podria suponer que la fijacién de nitrdgeno es un atributo normal entre las bactertas. el cual fue
perdido en el curso de la evolucién en algunas especies que colonizaron ambientes ¢on
abundancia de nitrégeno faciimente asimilable. Se piensa ast simplemente porque la mayoria
de las bacterias no han sido examindas en este aspecto. Ademds, la actividad nitrogenasa no e~
una prueba que se realice rutinariamente al describir una nueva especie bacteriana (Young
1992), ni tampoco lo es el buscar las condiciones adecuadas en el laboratorio para gue esta
actividad se lleve a cabo. Por ejemplo, en la descripcién reciente de la especie Burkholderia
kururiensis no fue evaiuada la capacidad de fijacion de nitrégeno y consecuentemente no ey
considerada como diazétrofo (Zhang v col. 2000). En contraste la especic B. brasilensis. no
reportada oficialmente. es considerada como fijadora de nitrégeno (Baldani v col. 1999). Sin
embargo. de acuerdo con el andlisis de la secuencia del gene ribosomal 165 DNA {Tabla 6,
Figura 8). estas dos “especies” presentan un 99.9 % 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
evaluacidn rutinaria para determinar la capacidad de fijacién de nitrégeno entre los taxas
bacterianos.

Mediante distintas pruebas bioguimicas se determinaron los grupos bacterianos al que
pertencecen la mayoria de las cepas fijadoras de nitrogeno aisladas del maiz “rojo™. Los

grupos identificados fueron Enterobacter cloacae, Klebsiella spp.. Azospirillum lipoferunt v
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Birkholderiu cepaciu. Con el uso de pruebas genotipicas. entre dstas Iz comparacion Jde lu
secuencia parcial del gen ribosomal 16S. se determind que las cepa No. 43 No. 16 pertenecen
al género Burkholderia en tanto que la cepa No. 24 al género Enterobacter. Como fue sefialado
anieriormente. con frecuencia el uso de pruebas fenotipicas no permite una ciara diferenciacion
de cepas pertenecientes a especies distintas y claro ejemplo son las cepas No. 4 v No. 16 que
fueron identificadas por estos métodos como Burkholderia cepacia. Aun cuando se ha
reportado que B. cepacia tienen la capacidad de reducir acetileno + Bevivino v col. 19941 en
general es reconocido que esta especie bacteriana no posee la habilidad de fijar nitrégeno
(Gillis y col. 1995), sin embargo, se encuenira estrechamente relacionada con B.
vietnamiensis, 1a cual es fijadora de nitrégeno (Gillis y col. 1995) .

El aislamiento de cepas de los géneros Enterobacter. Azospirillum v Klebsiellu no es
sorprendente. considerando que se les ha encontrado asociadas con otras plantas de cultivo o
silvestres (Gardner y col 1982, Reinhold y col. 1986, Mascarta-Esparza v col. 1988, Bell »
col. 19935). Sin embargo, el aislamiento de cepas del género Burkholderia reviste gran interds
debido a su capacidad de fijar nitrégeno. asi como por ser un grupo importante en la
biodegradacion de pesticidas (Haugland v col. 1990, Daubaras v col. 19961, por actuar como
agentes de brocontrol (McLoughlin vy col 1992 Hebhar v col. 1998) v par tratarse de
aislados. segiin la secuencia parcial de los genes 16S rDNA (Figura 5). diferentes a
Burkholderia vietnamiensis. Conociendo la gran diversidad de especies dentro del género
Burkholderia, alrededor de 22 (Yabuuchi y col. 1992, Urakami y col. 1994, Gillis y col.
1995, Vandamme y col. 1997). v a la existencia de una sola especie fijadora en este género.
las cepas aisladas del maiz “piedra blanca™ se analizaron mediante distintas pruebas
bioquimicas y andlisis de patrones de restriccion del gen ribosomal 165 (ARDRA) para la
bisqueda de cepas de Burkholderia diazotrofas. Los resultados de las pruebas bioguimicas
mostraron que los aislados diazétrofos pertenecen a Burkholderia, Una relacién 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
diazdtrofas endéfitas def maiz “piedra blanca™ se podria suponer que éstas representan
especies nuevas de diazdtrofos del género Burkholderia. Las cepas No. 4 v No. 16, aisladas
de plantas de maiz “rojo”, y las cepas No. 231, No. 249. No. 262 y No. 173 parecen

conslituir una especie nueva. en tanto que la cepa No. 293 constituiria otra diferenie. Sin
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embargo. para definir la posicién taxondmica correcta de es1as cepas Como especies nuevas Je
bacterias diazdtrofas dentro del género Burkholderia se requiere de un andiisis mds amplio. en
el cuai se deben incluir ensayos de homologia ADN-ADN. utilizando cepas tipo de este género
bacteriano para su comparacion. No obstante la importancia de realizar ensayos de homologia
ADN-ADN es posible anticipar que las cepas No. 16 v No. 273 representan una nueva especie
dentro del género Burkholderia. diferente a las fijadoras de nitrégeno. B. viemamiensis v B.
hrusilensis sobre la bases del andlists comparativo de la secuencia total del gen ribosomal 168
(Figura 8). Niveles de similitud menores al 97 < (Stackebrandt and Goebel 1994} son
evidencia suficiente para definir nuevas especies bacterianas. En el andlisis comparativo
ninguna de las especies reconocidas de Burkholderia presenta una similitud mayor al 97 7 con
las cepas No. 16 y 273, observindose que la mayor similitud (96.3 %) de estas cepas se
presenta con B. graminis (Tabla 6). La deteccién de nuevas especies de bacterias fijadoras de
nitrégeno del género Burkholderia contribuye en gran medida al conocimiento sobre fa
diversidad de diazétrofos en este género bacteriano. Ademas. el aislamiento de estas cepas
resulta de gran interés. ya que podrian ser utiles a nivel agricola debido a que sc ha descrito
yue alegunas cepas del género Burkholderiu son capaces de promover el crecimiento vegetal
¢ MceLoughliny col. 1992, Hebbar v col. 1998) o degradar compuestos complejos del tipo de
{os herbicidas {Haugland y col. 1990, Daubaras y col. 1996) los cuales pueden persistir por
periodos muy largos en el suelo. Resultaria interesante analizar st los aislados No. [6 y No.
273 poseen la capacidad para degradar algin compuesto complejo. ya que estos aislados.
como se puede observar en el drbol filogenético de la Figura 8, se encuentran relactonados con
algunas cepas (e.g. Burkholderia sp. N2P5) que poseen la capacidad de degradar compuestos
tixicos { Mueller v col. 1997).

Durante la Gitima década ha existido un interés creciente en el estudio de las bacterias
enddfitas (Fuentes-Ramirez y col. 1993, Reinhold-Hurek y col. 1993a. Palus y col. 1996). v
su interacciédn con las plantas hospederas (Egener y col. 1998, Fuentes-Ramirez y col. 1999).
Se ha considerado que si las bacterias enddéfitas fijadoras de nitrégeno llevan a cabo esta
actividad en la planta, entonces el nitrégeno fijado seria excretado directamente en el interior de
la misma. con el consecuente aprovechamiento del nitrégeno y sin la competencia por este
nutriente como ocurre en el ambiente rizosférico (Boddey y Dobereiner 1993). Otras

actividades de la comunidad bacteriana enddfita. e.g.. la sintesis de fitohormonas. podrian
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cjercer efectos favorables en la promoecion del crecimiento de las plantas. Sin embuargo, ¢ uso
de cepas bacterianas como tnoculuntes que promuevan el desarrollo vegeral requiere de
mayores conocimientos sobre la interaccion planta-microorganismo. va que la capacidad de
una cepa particular para colonizar las raices de las plantas es uno de los factores limitantes en
cste tipo de aplicaciones (Weller 1988).

Con el objetivo de evaluar el papel que ejercen los endéfitos fijadores de nitrogeno se
analizd la capacidad de las 13 cepas. aisladas del maiz “rojo”, para establecerse en los tejidos
internos de dos variedades de maiz tuna criolla y otra hibrida). asi como la capacidad para
promover el crecimiento de las plantas.

Los resultados revelaron que las cepas difieren en su capacidad para colontzur el
ambiente enddfito, siendo esta capacidad dependiente de la variedad de la planta (Tabla 8).
Estos resultados son similares a los descritos en la interaccion trigo-Azaspirilium brusilense
tAssmus v col. 1995). observindose diferencias en la capacidad colonizadora de la superticie
¥ los tejidos internos de la raiz, dependiendo de 1a cepa moculada. Es importante mencionar
que la capacidad de colonizacidn por una cepa particular no es una caracteristica inica que
prediga efectos benéficos sobre el crecimiento de las plantas. pero es un punto de inicio
fundumental para llevar a cabo ensayos dirtgidos a la seleccion de cepas bacterianas con
cuapacidad para promover el crecimiento vegetal o como agentes de biocontrol de los
microorganismos causantes de enfermedades de la raiz (Scher 1983).

Con base en la capacidad de las cepas para colonizar el interior de las plantas de maiz
(Tabla 8). fueron seleccionadas las cepas fijadoras de nitrédgeno No. !2ch (Enterobacter
cloucae), No. 16 (Burkholderia sp) v No. 24 (Enterobacier cloacae) para evaluar ¢l efecto de la
inoculacidn sobre ¢l crecimiento de dos vanedades. el criollo “arrocillo™ v el hibride B-355.
L.a respuesta a 1a inoculacién bacteriana resulté variable dependiendo de la cepa, la variedad de
maiz vy la adicién de nitrégeno mineral (Tablas 9, 10 y 11). Es importante destacar que las
plantas de maiz “arrocillo” disminuyeron su crecimiento en la mayoria de los tratamientos.
respecto a las testigo, al ser inoculadas con las cepas No. 12¢h y No. 24, pero no con la cepa
No. 16. excepto en el tratamiento con bajo nitrégeno. La mejor respuesta a la inoculacion se
observd con el majz B-555. siendo el crecimiento de las plantas. en lo general. estimulado
significativamente por las tres cepas evaluadas. Estos resultados evidenciun que la capacidad

de colonizacién de una cepa particular no es requisito dnico para seleccionar cepasy que
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promucvan el crecimiento de las plantas. También refletan la necesidad de llevar a cabo la
seleccion de cepas como se ha observado en las asociaciones Rhuzobtum-leguminosas
(Kremer y Peterson 1982, Halliday [984) y Azospirillum-gramineas (Paredes-Cardona v col.
1988, Caballero-Mellado y col. 1992).

Tomando en cuenta que no existen diferencias estadisiticamente significativas en el
porciento de nitrédgeno entre las plantas de maiz B-555 inoculadas con las cepas fijadoras de
nitrogeno v las plantas testigo. v que el incremento en el peso seco de las plantas inoculadas
solo se presenta con dosis de mediana v alta fertilizacion, respecto a las testigo, consideramos
que el mecanismo responsable del efecto observado no es la fijacién de nitrégeno. Este
resultado confirma que la capacidad de un diazétrofo para colonizar los tejidos de las plantas
no significa que la fijacién de nitrégeno sea expresada en los mismos. Considerando que las
cepas No. 12ch y No. 24 producen compuestos indélicos en medio de cultivo (Tabla 12,
Figuras 11y 12). podria sugerirse la sintesis de auxinas como el mecanismo responsable de [a
mayor proliferacién de las raices en las plantas de maiz inoculadas con estas cepas vy como
consecuencia un crecimiento mavor de la parte aérea (Tabla 16). Esta propuesta ha sido
amphuamente analizada para explicar jos icrementos en el crecimiento v rendimientos de muy
diversas plantas inoculadas con Azespirifium (Caballero-Mellado v col. 1992, Okon »
Labandera 1994). Sin embargo. debido a que la cepa No. 16 de Burkholderia sp. no es capaz
de sintetizar compuestos auxinicos en medios de cultivo, consideramos que el mayor
crecimiento de las plantas inoculadas con esta cepa es debido al efecto producido por algin
otro tipo de molécula excretada por esta bacteria. Entre otras posibilidades, ¢! lumicromo
producido por la cepa No. 16 (D. Phillips y E. Martinez-Romero. com. pers.) podria ser la
molécula responsable del mayor crecimiento observado en las plantas inoculadas. va que se hu
observado que Sinorhizobitum meliloti mediante la produccion de este compuesto promueve el
crecimiento de plantas de alfalfa (Phillips y col. 1999).

Los incrementos observados en el peso seco de las plantas de maiz debide a la
inoculacién 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 demostrd indirectamente que el incremento en el crecimiento de las plantas
de maiz no se debid a la fijacidon bioldgica de nitrdgeno y por tanto la sintesis de auxinas »

particularmente la produccién de lumicromo parecen resultar de gran interés desde el punto de
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vista agricola.

La bdsqueda de bacterias fijadoras de nitrogeno enddfitas que promuesvan ¢l desarrollo
de las plantas no leguminosas a través de este mecanismo es un trabajo arduo en el cual se
obtienen frecuentemente resultados infructuoses. No obstante. durante el desarrollo de este
provecto se logrd obtener informacién importante sobre las bacterias endéfitas asociadus con

el maiz. 1o cual, puede ser de gran utilidad para estudios futuros.
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CONCLUSIONES

La deteccién de la actividad nitrogenasa v el aislamiento de bacterias diazétrofas
endofitas depende fuertemente dei estado de crecimiento de la planta de maiz. Ademis. ¢l
establecimiento de las bacterias diazétrofas en el interior de la planta v consecuentemente su
aislamiento, depende de la bacteria. 1a variedad de maiz y la presencia de nitrégeno mineral.

La identificacidn de los géneros Klebsiella. Enterobacter, Azospirillum y Burkholderia,
muestra que las bacterias pueden encontrarse en diferentes habitats, incluyendo el ambiente
endofitico, 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 diazétrofas de Burkholderia. Aunado a lo anterior, la
estrategia para la deteccién de cepas diazétrofas es también un punto de vital importancia para
fograr el reconocimiento de un ndmero mayor o menor de bacterias diazdtrofas.

La identificacidn de nuevas especies de bacterias dentro de Burkholderia demuestra la
importancia de incluir estrategias moleculares para llevar a cabo la caracterizacion adecuada de
un aislado bacteriano. Es probable que basdndose solamente en la caracterizacion fenotipica el
halluzgo de especies nuevas de Burkholderia diazéirofus no hubiera sido posible.

La asociacidn de bacterias pertenecientes al género Burkholderia y fijadoras de nitrégeno
con el maiz resulta de interesante puesto que se ha descrito que cepas no fijadoras de nitrégeno
pertenecientes a este género promueven el desarrollo de las plantas, poseen la habilidad para
degradar pesticidas y son ttiles en el control bioldgico de agentes fitopatégenos.

Los ensayos de inoculacién de maifz con algunas de las cepas aisladas. de los géneros
Enterobacter y Burkholderia, promovieron el desarrollo de las plantas. el cual no puede
atribuirse a la fijacién bioldgica de nitrégeno. La produccidn de compuestos auxinicos o la
sintesis de lumicromo pudieran ser los mecanismos responsables de !a promocién del
crecimiento abservado. Los mecanismos mediante los cuales las bacterias pueden promover el
crecimiento vegetal son muy diversos, lo cual se ha demostrado una vez més con este trabajo.

Indudablemente, el estudio de bacterias diazdtrofas del maiz no implica solamente la
identificacién de géneros conocidos o la descripcion de nuevas especies. implica también el
contar con estrategias alternativas al uso de agroquimicos que danan el medio ambiente v [a

salud v también el utilizar a los microorganismos como una fuente de recursos renovables .
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PERSPECTIVAS DE TRABAJO

Considerando que la validacion taxondmica de una especie bacteriana requiere de un
andlisis fenotipico v genotipico de un nimero importante de cepas. serd esencial llevar a cabo
cl aislamiento de un mayor nimero de cepas para definir 1a posicidn taxondémica del grupo de
fi)adoras de nitrogeno de Burkholderia asociadas al maiz.

Considerando que las caracteristicas de cultivo definen el aislamiento de ciertos grupos o
especies bacterianas, serd de gran valor el desarrollar estrategias que permitan aislar
selectivamente cepas fijadoras de nitrégeno del género Burkholderia, con el fin de conocer la
diversidad de especics, asi como la diversidad genética intraespecie v su distribucidn entre
plantas estrechamente relacionadas, e.g. teocintle, y entre algunas de interés agricola.

Considerando que el grupo de cepas fijadoras de nitrégenro del género Burkholderia
asociadas con €l maiz se encuentran relacionadas filogenéticamente con cepas de Burkholderia
conocidas como agentes de biocontrol v con cepas degradadoras de pesticidas. serd de interés
evaluar si estas capacidades son expresadas por el grupo enddfito fijador de nitrogeno
detectado en este estudio.

Considerando que la Unica cepa analizada del grupo fijador de nitrégeno del género
Burkholderia es capaz de promover el crecimiento de plantas de maiz fertilizadas con nitrogeno
mineral. resulta de interés evaluar si ésta es una capacidad intrinseca de la especie. También
serd interesante elucidar el mecanismo responsable de la promocién del crecimiento de {as
plantas v evaluar el papel del nitrégeno en la expresion de tal mecanismo.

Considerando el habitat endofitico de las cepas del género Burkiiolderia aisladas en este
trabajo serfa interesante conocer su perfil de distribucién en el interior de la planta utilizando

para este fin cepas modificadas genéticamente, es decir, haciendo uso de genes reporteros,
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ANEXO
Medios de cultivo

LB: Peptona caseina 10g, extracto de levadura 5g. NaCl 10g, agua 1i.

L GI: Anicar 20g, K:HPO4 0.2g, KH2POy 0.65. MgS0O4.7H20 0.2g, CaCl2 2H-O lUmg.
NarMo0Oy.2H-0 2mg, FeCly.6H-0 10g, azul de bromotimel 25mg, verde bromocresol 25my. extracte Je

ievadura 3me, agua 11, pH 6.5. Para placas sc utilizaron 13¢ de agar v para viaies 2.3g.

NFb: Ac. milico 5g. KsHPO, 0.32, MgS04.7HA0 0.2g, MnSO4.H20 10mg, NaCl 0.1g, CaCls
20myg. FeS0 1. 7THA0 4myg, azdl de bromotimol 25mg, KOH 4.8g. agua 1. pH 6.3. Para placas se utilizaren

13g de agar y para viales 2.3g.

Medio A: Dextrosa 5g, Na>MoQO4.2H-0 20mg. MgS04.7H20 0.2g, FeS03.7H-0 40mg. K:HPO,

0.3¢. asul de bromoumol 25mg. CaCla 10mg. agua {l. pH 7. Para placas sc utilizaron 1g de agar v para viales

[

1

=1

Rojo Congo: Ac. mibico g, KaHPO4 0.5 MaS0; TH20 0.2 NaCl g, extracto de tevadura

{).5g. FeClz.6HA0 15mg, KOH 4.8g, rojo congo 40mg. pH 6.8, agar 13g.

MESMA: Extracto de levadura 2.7g, dextrosa 2.7g. mamitol 1.3¢, MES 4.4g. KaHPOy 431,

KH-PO,4 0.65g. azd! de bromotimol 25mg. agua 11. pH 6.6, agar 13g.

Medio de cultivo para extraccién de compuestos indélicos: Ac. succimco 2.3¢.
NaCl 0 lg, MgS0y4 TH2O 0.2g, CaCls 2mg, FeCl3.6H20O 10mg, Na-MoO 1. 2H-0 2myg. NHiCl dg.

K HPO4 6g, KH2PO44 g, triprofano 0.1g, fructosa 5g, pH 6.
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Medios de cultivo para pruebas bioquimicas

14
Ta

Citrato de Simmons: NH3H-POy {g NaCl 5g. K~HPO, |4 airato de ~odio MeSOLTH-0

). 2g. azul de bromotimot 80mg, agua il. pH 6.9. agar 13g.

Caldo triptona: Triptona 10g, agua il.

Medio gelatina nutritiva: Extracto de levadura 3g, peptona 3g. gelauna 120 2. agua 1L pH 6.3
Caldo Rojo Metilo / Voges Proskauer: Pepiona 7g, dextrosa 5g. KoHPQOy 52 agua 1l

pH by

Reactivos para pruebas bioquimicas

Indicador Rojo Metilo: Rojo meulo 0.1, ctanol 95 % 300ml. agua 200ml

Solucién alfa naftol: Alfa naftol 5g. agua 100m!.

Julctanel WA

Tincion de Gram (méwdo moditicado de Hucker oy Suluerdn A Cristal violet

20ml Solucion Br Oxalate de amonto G.8g. agua SOml mezclar Ay B by Colorunte de contraste Satramna

O 0.25y, etalnot 95% 20mi, agua cbp 100ml. ¢) Lugol: Yoduro de potasio 104, yodo 5%.

Solucién nutritiva para plantas (mg/l)
KaHPOy 54, KH2PO4 109, NaCl 12, CaCla 344, MgSO;.7TH20 185, FeSO; TH20 1. ZnSO4 "H20

|. H3BO3 1. CuS04.5H20 0.03. MnS04.4H20 0.1, NaaMoO} 0.03.

Reactivos para biologia molecular
Buffer tris-acetatos: Tris base 4.84g. dcido acético glacial 1.142ml. EDTA 0.5 M 2ml, agua il

pH 8.

Solucion de depurinizacion: HCi 0.25 M.

Solucion de desnaturalizacion: NaCl 1.3 M. NaOH 0.5 M

Solucién 2 x SSC. NaCl 0.3 M. citrate de sodio 0.03 M. pH ~



Formula para actividad reductora de acetileno (ARA)
nM Etileno = U.aréa x 2 x 1.76=10°% x Vol. de gas mvectado al cromatograre « Vol gas en ol
vial / horas de incubacidn con acetileno.

L. aréa = aréa bajo la curva. 2 = factor de atenuacidn. 1.76= 10"+ = factor del cromatderalo.

Numero mas probable (NMP)

El andlisis se llevd a cabo mediante el uso de las tablas de McCrady (Dobereiner y col. 1995,

Cuenta por plaqueo de diluciones seriadas

Para cultivo: Conteo de células en la placa x factor de dilucién x 10 = UFC . ml

Para células adheridas al : Conteo de células en la placa x factor de dilucién x 10/35 = UFC /mi

|
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