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RESUMEN

El estudio de la biodiversidad es una de las areas de investigacion que se califica de gran
relevancia dado que existe un desconocimiento de la inmensa mayoria (95 — 99%) de los
microorganismos existentes en la naturaleza, los cuales pudieran producir compuestos tiles al
hombre o participar en procesos biologicos de utilidad como la fijacion biolégica de nitrogeno.

Ademas de Rhizobium existen especies de bacterias fijadoras de nitrogeno de vida
libre que pueden contribuir a la productividad en plantas de interés agricola. La caracterizacion
de bacterias diazotrofas encontradas dentro de las plantas (endofitas), adquirié importancia ya
que los nuevos géneros o especies de diazétrofos que se encontraron colonizando el interior de
raices, tallos y hojas de la planta parecian aportar nitrgeno a sus hospederos. En el caso de la
cafia de azicar la fijacion de nitrégeno por bacterias asociadas permite a estas plantas prescindir
de altas dosis de fertilizantes y ha servido de modelo para buscar en otras plantas sus bacterias
endofitas fijadoras de nitrogeno.

El platano es un cultivo que representa una parte substancial de la alimentacion, siendo el
fruto que mas se consume en E. U. y también en paises tropicales. La produccién de platanos
(Musa sp.) en México ocupa una superficie de 77,600 has y después de la naranja y el mango es
el frutal mas importante. Al iniciar esta tesis no existia ninglin reporte sobre bacterias fijadoras
asociadas a platano.

El objetivo del presente trabajo fue aislar y caracterizar bacterias endofitas del platano asi
como determinar la capacidad de colonizacién y su efecto sobre el desarrollo de las plantas de
platano de algunos de los aislados endofitos.

Mediante un analisis polifasico (manejo de diferentes técnicas en el anélisis taxonémico)
se caracterizaron diferentes especies de Enterobacterias y una especie de Rhizobium con la
capacidad de colonizar el interior de plantas de platano. Las bacterias fijadoras de nitrégeno son
una pequefia proporcion de las bacterias que se encuentran en plantas de plitano. Se encontraron
dos grupos morfolégicos de Klebsiella parecidos a K. preumoniae, ademas un grupo denominado
grupo | con semejanzas a Enterobacter cloacae (el grupo mayoritario de diazotrofos de platano)
que se distingue de E. cloacae en base a las secuencias del gen que codifica la subunidad j de la
RNA polimerasa, rpoB. Otros endoéfitos de platano fueron dos grupos minoritarios relacionados a

Citrobacter freundii o Rhizobium undicola.
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Las cepas de R. undicola fueron capaces de formar nédulos en plantas de Acacia. Tanto cepas
del grupo I como R. undicola colonizaron el interior del plitano y algunas de estas bacterias
estimularon el desarrollo de estas plantas.

Debido a que los aislados de Rhizobium provenientes de platano tienen una muy buena
capacidad colonizadora y estimulan el desarrollo de las plantas de platano, tal vez pudieran
utilizarse para desplazar otras cepas bacterianas con potencial patogénico, como las especies de

Klebsiella y Enterobacter.



ABSTRACT

The study of microbial biodiversity is an area of research of high relevance because the
vast majority (95-99%) of microorganisms present in nature has not been characterized yet.
These microorganisms might have the capacity to produce compounds useful to mankind or they
might participate in important biological processes such as biological nitrogen fixation.

Besides Rhizobium there are species of free-living nitrogen-fixing bacteria that contribute
to the productivity of different important crops. One example are the diazotrophic bacteria found
in plants (endophytes). The characterization of these endophytes has attained importance because
these bacteria that colonize plant roots, stems and leaves might supply nitrogen to their hosts. In
the case of sugar cane, it has been shown that nitrogen fixation by endophytic bacteria allows the
plant to lower its needs for mineral fertilizers. This encourages the search for endophytic nitrogen
fixing bacteria in other plants.

Banana crop represents a staple food that is highly consumed in the E.U. and in tropical
countries. It is cultivated in Mexico on an area of 173,824 acres which means that it is the most
important crop in Mexico after orange and mango. At the beginning of the work reported in this
thesis no reports about nitrogen-fixing bacteria associated with banana plants were published.

The objective of this work was to isolate and characterize endophytic bacteria from
banana plants and to evaluate its colonization capacity and their possible effects on the
development of banana plants.

By polyphasic analysis these isolates were identified as different species of Enterobacteria
and as one species of Rhizobium having the capacity to colonize the inside of banana plants.
Nitrogen fixing bacteria are a minor proportion of the bacteria that are found in banana plants.
We found two morphological groups of Klebsiella that are similar to Kiebsiella pneumoniae. The
main group of banana diazotrophs (called group I within this thesis) shared several characteristics
with Enterobacter cloacae but was shown to be distinct from E. cloacae by analyzing rpoB
sequences (RNA polymerase beta-subunit encoding gene). Other endophytes isolated from
banana were two minor groups related to Citrobacter freundii and Rhizobium undicola.

The strains of R. undicola formed small ineffective nodules on Acacia. Strains from group
I and R. undicola colonized the inside of banana plants and some bacterium stimulated plant

development.



INTRODUCCION

1.- Diversidad microbiana

Las bacterias se encuentran en todas partes, en la profundidad de la tierra, en las rocas y
habitats de condiciones extremas (8). Varias especies bacterianas han sido aisladas de muy
diversos ambientes para ser analizadas y clasificadas taxonomicamente mediante el uso de
marcadores moleculares. Sin embargo la diversidad bacteriana es poco conocida, actualmente
solo un pequefio porcentaje (1-5 %) de las bacterias de comunidades naturales puede crecer en el
laboratorio. Se sugiere que el numero de diferentes especies de bacterias pueda ser mas de 1000
millones. Se considera que el gran nimero de especies bacterianas se ha generado por un alto
indice de especiacion con respecto al indice de extincion y su largo tiempo de existencia (8).

El arbol filogenético de la vida revela mas diversidad entre las bacterias que entre los
eucariontes, ésta diversidad se origina y se mantiene a través de la interaccion de factores
ecologicos y genéticos. Dentro de los factores ecologicos se encuentra la oportunidad ecolégica
(nichos vacantes), esto lleva a la formulacion del principio de exclusion del nicho, el cual
establece que dos organismos no pueden ocupar el mismo nicho, la competencia en esta etapa
llega a ser intensa y la seleccion favorecera cualquier mutante que tenga acceso a nuevos
recursos. Dentro de los factores genéticos se encuentra la variacién, la cual se origina por
mutacion y recombinacion y ambos procesos operan en poblaciones bacterianas, la variacion
es esencial para una divergencia adaptativa y la mutacion es el dltimo recurso, por ejemplo
Pseudomonas incrementa su indice de mutacion bajo stress (48), asi genera una variaci6n extra
cuando es necesario y facilita su adaptacion a nuevos ambientes, sin embargo no hay evidencias
de que las cepas mutadoras son por si mismas adaptativas. Se conoce que el indice de mutacién
en bacterias generalmente se incrementa bajo stress debido a la respuesta SOS (48).

El interés para clasificar organismos es ancestral, una de las primeras clasificaciones
filogenéticas presentaba un orden jerarquico, cada especie seria parte de un sélo y solamente un
género, cada género seria parte de una y solamente una familia y asi sucesivamente. La filogenia
microbiana se puede inferir de las secuencias moleculares, la cual define, en las palabras de
Zuckerkandl y Pauling “la esencia del organismo”. Las primeras filogenias moleculares se
establecieron basadas en secuencias de proteinas, en particular la ferredoxina y citocromos (7).

Estos datos mostraron ciertas relaciones entre bacterias y dieron soporte a la teoria de la



endosimbiosis en la que se propone que la mitocondria y el cloroplasto son ancestros de las hoy
llamadas alfa-proteobacterias y cianobacterias respectivamente (7).

El analisis de secuencias de genes suficientemente conservados ha sido exitosamente
aplicado para establecer las relaciones filogenéticas entre organismos. El gen de la subunidad
pequefia del RNA ribosomal (SSU o 16S rRNA) es el mas ampliamente usado debido a que se
encuentra distribuido universalmente. En la actualidad el arbol universal de la vida se basa en
informacion de secuencias de la subunidad pequefia de RNA ribosomal, esta molécula es
superior a citocromos o ferredoxinas como un cronémetro molecular, por muchas razones como
lo explica Woese: es abundante, codificada por genomas tanto en procariontas como eucariontas,
tiene una estructura universalmente conservada (57), es lo suficientemente pequefio para ser
secuenciado y ademas hay disponibilidad de una gran base de datos sobre las diferentes
secuencias de éste (28). Hay un desacuerdo en la credibilidad y significancia de esta
clasificacion, por lo que se sugiere un analisis mas critico de las filogenias basadas en rRNA y
proteinas, ya que del andlisis de otros genes se han derivado filogenias distintas para el mismo
organismo, debido tal vez ala transferencia lateral de informacion genética (7).

Otros genes que se han utilizado en estudios evolutivos son pseudogenes y genes
centrales en el metabolismo. Recientemente se han determinado relaciones filogenéticas entre
bacterias basdndose en las secuencias de genes como recA (9), atpD (5), gyrB (6), rpoB (30),
gltA (17), ginA (25). Estas filogenias han corroborado en muchos casos las filogenias del 165
pero también han revelado diferencias interesantes. La glutamino sintetasa (GS) que es una
enzima clave en la asimilacion de nitrégeno, esta conservada y duplicada en funcion. Una forma,
GSI, ha sido encontrada unicamente en procariontes, mientras que otra forma, GSII, es
encontrada en todos los eucariontes y ha sido detectada en la minoria de procariontes. Una tercer
forma de GS, codificada por g/nT, ha sido identificada solamente en rhizobia (46).

En las especies de rhizobia (término que se emplea para designar a Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium) la enzima GSII es méas divergente, teniendo
una movilidad diferente para cada especie, mientras que la movilidad de la enzima GSI fue
idéntica en todas las especies (51). La topologia de los arboles GSII difieren de la GSI y 168 en
varias formas. Las relaciones entre los diferentes géneros de rhizobia inferidos de la
comparacion de secuencias de GSI estan de acuerdo con los inferidos previamente con 16S

rDNA. Las relaciones establecidas por GSII muestran pocas diferencias con las derivadas de GSI



y 168, es posible que las anomalias encontradas puedan ser consecuencia de un evento reciente
de transferencia lateral y/o de recombinacion (54). Cuando se han establecido filogenias de
genes relacionados con el proceso simbiético y que se encuentran localizados en plasmidos, las
historias evolutivas son independientes de las que reflejan genes cromosomales y GSII se
encuentra en un megaplasmido en Sinorhizobium (13).

El descubrimiento mas notable del andlisis de secuencias del genoma completo es que la
mayor parte de los genomas bacterianos son quimeras. La adquisicion de genes y elementos
genéticos accesorios por transferencia genética lateral mediada por plasmidos, transposones,
integrones y fagos es una importante fuente de innovacién para la evolucién bacteriana. El
genoma bacteriano es altamente dinamico acumulando secuencias ecologicamente tiles

mediante transferencia genética lateral y pérdida de genes por delecion (48).

2.- Fijacion de nitrégeno

La fijacién biologica de nitrégeno (FBN) es la capacidad que tienen algunas bacterias de
convertir el nitrogeno gaseoso a amonio (39). Diversos microorganismos entre Bacterias y
Archaeas son responsables de la FBN, desde cianobacterias y bacterias fotosintéticas en la
superficie del suelo y suelos inundados, hasta bacterias heterotréficas en la profundidad del suelo
y la zona de la raiz, asi como también bacterias que se encuentran dentro de la raiz que no
inducen sintomas de enfermedad y originalmente fueron descritas como microorganismos
endorizosféricos (endofitos)(19).

La nitrogenasa dependiente de fierro-molibdeno es una enzima clave para la fijacion de
nitrégeno y es una proteina funcionalmente constante. Esta enzima se encuentra en Archaeas y
Bacterias, es altamente conservada, especialmente el producto del gen nifH (proteina de Fe de la
nitrogenasa) y su secuencia se ha utilizado en estudios de evolucién molecular.

Ha sido claramente demostrado que la simbiosis entre Rhizobia-leguminosa, Frankia-
plantas actinorrizicas, Azolla-Anabaena y Gunnera-Nostoc involucran una transferencia
significativa de nitrogeno (N) del microsimbionte al hospedero, al cual le proporcionan los
substratos de carbono derivados de la fotosintesis (18).

Filogenéticamente las rhizobias pertenecen a las alfa proteobacterias donde se han



reconocido varios géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium y Allorhizobium. Mediante una taxonomia polifasica se ha revelado que
miembros del género Rhizobium se encuentran mezclados con miembros del género
Agrobacterium (43,56).

Los simbiontes de leguminosas estin filogenéticamente entremezcladas con varios
géneros bacterianos no simbiéticos incluyendo patogenos, fototrofos y cepas dinitrificantes. Una
notable caracteristica ecoldgica de rhizobias es su habilidad para crecer en diferentes ambientes.
Algunas de estas bacterias saprofitas o rizosféricas pueden llegar a ser simbidticas por la
adquisicion horizontal de un pldsmido simbidtico o una isla simbidtica cromosomal (50),
permitiéndoles sintetizar y secretar lipoquitinoligosacaridos especificos de la cepa para la
nodulacion del hospedero. Recientemente ha sido reconocido que estos simbiontes de
leguminosas pueden también presentarse como enddfitos en las raices de cereales tales como
arroz (39,52), trigo y maiz (44,16). Las cepas de Azorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium
han sido identificadas como endéfitos (ver adelante) de diferentes cultivares de arroz, de

especies que crecen silvestres o cultivadas en distintas regiones geograficas (52).

3.- Endofitos bacterianos

De acuerdo a la definicion de Quispel, “endofito” se refiere a un microorganismo que se
encuentra, la mayor parte de su ciclo de vida, dentro de una planta sin causar sintomas de dafio
a la misma (36).

Este habitat interno de la planta ha sido identificado como un reservorio para el
aislamiento de endéfitos fijadores de nitrégeno que promueven el crecimiento de la planta, por
ejemplo cepas de Azospirillum dentro de las raices de arroz, Azoarcus dentro del pasto Kallar y
Gluconacetobacter diazotrophicus en caia de azicar.

Probablemente las bacterias endodfitas interactian mas cercanamente con la planta, en
comparacion con las bacterias de la rizosfera del suelo o del rizoplano, ademés estin protegidas
de los cambios ambientales (39). Como se cité en una amplia revision de Kabayashi y Palumbo
los endofitos bacterianos gram (+) y gram (-) han sido aislados de varios tipos de tejido en
numerosas especies de plantas. Estos microorganismos tienen la habilidad de penetrar dentro de

la planta, encontrandose en el estele y vasos del xilema, asi como en las capas externas de!



cortex. Los enddfitos entran al tejido de la planta a través de la zona de la raiz; sin embargo,
porciones aéreas de la planta tales como flores, tallos y cotiledones pueden también ser usados
para entrar. Especificamente, las bacterias entran al tejido via radiculas de germinacion, raices
secundarias, estomas o como resultado de dafio foliar (23).

Una vez dentro de la planta los enddfitos se pueden distribuir sistémicamente y alcanzar
el tejido aéreo, probablemente via los vasos del xilema. Un paso inicial en la entrada a la planta
es la adhesion a la superficie de las raices. Por ejemplo, en Azoarcus sp. BH72 un pili tipo IV
parece estar involucrado en este proceso, colonizando primeramente las puntas de las raices en la
zona de elongacion y diferenciacién donde la bacteria puede invadir inter e intracelularmente y
penetrar al tejido central que mas tarde se diferenciara en el estele. Otra ruta de entrada parece
ser los puntos de emergencia de las raices laterales donde la lamela media es utilizada en la
distribucion de las bacterias en la planta, tal vez con la ayuda de enzimas pécticas que la rompan,
sin embargo esto no ha sido estudiado con detalle en endofitos diazétrofos. Ademas para una
colonizacion intracelular se sugiere que estén involucradas enzimas celuloliticas (40).

Los endéfitos como G. diazotrophicus, Azoarcus spp., Herbaspirillum spp. y algunas
cepas de Azospirillum brasilense tienden a colonizar el cortex radicular, incluso pueden penetrar
la endodermis para colonizar la estele y de aqui ser traslocados a la parte aérea. Los endofitos no
viven dentro de células sanas del hospedero, colonizan el apoplasto (espacios intercelulares),
vasos del xilema y parénquima del xilema lignificado, asi como células muertas. Ninguno de los
endofitos diazotrofos asociados con caiia de azicar y otros pastos han sido encontrados dentro
de células vivas del hospedero (19).

Para el aislamiento de endoéfitos, las raices u otro material de la planta son esterilizados
superficialmente y macerados (extracto de planta) para liberar las bacterias internas. Si se
detecta un numero mayor de bacterias en el extracto de la planta en comparacion con los
controles (plantas provenientes de cultivo de tejidos no inoculadas), probablemente estas
bacterias provengan de una poblacion del interior de las plantas, es decir, probablemente sean
endofitos. En su aislamiento la composicion del medio de cultivo es importante, ya que debe
estar adaptado a las condiciones del habitat original, por ejemplo G. diazotrophicus fue aislado
en un medio rico en sacarosa debido a que el hospedero del cual fue obtenido (cafia de aziicar)
acumula altas cantidades de sacarosa (38).

Es necesario realizar estudios microscépicos para determinar si una bacteria aislada es



endéfito, los mejores resultados se han obtenido cuando la muestra es embebida en resina
(donde las bacterias estan fijadas) o por microscopia confocal de raices intactas. También han
sido identificadas por medios inmunolégicos (usando anticuerpos mono y policlonales), sondas
de genes especificos o por rastreo con genes reporteros (p-galactosidasa, B-glucoronidasa y la
proteina verde fluorescente). Estos genes han sido usados bajo el control de un promotor
expresado constitutivamente y también pueden ser usados para detectar la expresion de los
genes (nif) que codifican a la nitrogenasa (38).

Algunas especies bacterianas han sido estudiadas con mas detalle como diazétrofos
endofitos de diferentes plantas de importancia agronémica. Miembros del género Alcaligenes
han sido aislados de la rizosfera de arroz, la cepa dominante parece ser A. feacalis AlS,
reclasificada como Pseudomonas stutzeri. Se considera como endéfito por datos de micrografias
de material embebido y fijado, mostrando a la bacteria dentro y fuera de células del cortex
radicular. Apoyando estas observaciones, micrografias de microscopio electrénico de barrido
(SEM) muestran a la bacteria dentro de espacios intercelulares en el cortex radicular y dentro de
células cercanas al xilema (61).

Debido a que no se utilizaron otras metodologias para confirmar la identidad de la
bacteria, no se puede asegurar que las colonias observadas son de la cepa Al5, ya que es facil
confundir las bacterias con organelos de la misma célula. Evidencias mas reales de material
embebido en resina muestran a Al5 marcada con gusA colonizando la superficie de la raiz,
particularmente la punta y las uniones laterales que permiten entrar a las bacterias a células
epidérmicas donde se ha demostrado la expresion de nifH (55).

Los enddfitos que forman parte del género Azoarcus spp. tienen caracteristicas
interesantes con respecto a la interaccién planta-microorganismo. De Azoarcus se pensaba que
solo era endofito del pasto Kallar (Leptochloa fusca) por ser la tnica especie del cual ha sido
aislado, esta planta se desarrolla en suelos salados, frecuentemente inundados y de baja
fertilidad. Azoarcus sp. cepa BH72 puede infectar arroz creciendo gnotobidticamente,
posiblemente entra por las puntas y uniones laterales de la raiz para llegar al xilema, de donde se
distribuye a la parte aérea de la planta, colonizando principalmente el aerénquima del cortex
radicular, donde expresa la proteina de Fe de la nitrogenasa. Al parecer Azoarcus es un enddfito
genuino de arroz asi como del pasto Kallar (19).

Azospirillum es uno de los géneros que es generalmente considerado como bacteria



rizosférica, pero algunas cepas pueden ser también endofitas, siendo encontradas dentro de las
raices de algunas gramineas incluyendo cafia de azucar (20). En arroz A. lipoferum y A.
brasilense han sido aislados de raices y tallos, 4. amazonense de raices. Evidencias
microscopicas muestran la naturaleza endofita de Azospirillum en arroz, con el uso de
inmunodeteccion se localizé a la bacteria en espacios intercelulares y dentro de células muertas
de hojas y raices, también fue observada dentro de cavidades en semillas (19). Usando
microscopia de luz y tincion con tetrazolio, Patriquin y Doberiner (1978) observaron a
Azospirillum lipoferum dentro de las raices de maiz, sorgo, trigo, P. maximum y D. decumbens
(35).

Una especie de Burkholderia, B. vietnamiensis aislada de campos de arroz en Vietnam,
fue la primera especie fijadora de nitrogeno de este género bacteriano (15). Algunas de estas
cepas fueron aisladas de macerados de rizosfera (raiz + suelo) por lo que no pueden ser descritas
atn como endofitas. Otras cepas diazotroficas fueron aisladas del interior de la raiz, tallos y
hojas de plantas de arroz, y con observaciones microscopicas se sugiere que pueden entrar por
grietas de la epidermis de la raiz, particularmente en puntos de emergencia de raices secundarias
y enseguida colonizar masivamente su interior (19). También se ha reportado que un nimero de
aislados caracterizados como Burkholderia vietnamiensis estan asociadas endofiticamente con
plantas de maiz, estos fueron determinados usando medios selectivos con citrulina, patrones de
restriccion, patron de proteinas y su habilidad para fijar nitrégeno (11).

Las especies de enterobacterias frecuentemente se aislan de la rizésfera de arroz,
especialmente E. cloacae y E. agglomerans (Pantoea agglomerans), por ser aisladas de plantas
no esterilizadas superficialmente no existe evidencia de que sean endofitos. En micrografias se
muestra la naturaleza endofita de E. asburiae cepa JM22 en plantas no leguminosas, sugiriendo
que las enterobacterias podrian ser endéfitas per se. Una cepa diazotrofa de Serratia marcescens
fue aislada de plantas de arroz esterilizadas superficialmente. Una fusién nifH-gus4 de esta
bacteria fue construida e inoculada en plantas de arroz, donde la bacteria expresé nifH y colonizé
la superficie de las raices, ademas de que se encontr6 asociada a tallos y hojas. Usando
inmunodeteccion se observo que la bacteria coloniza el aerénquima y espacios intercelulares de
la raiz, particularmente fue abundante dentro del aerénquima del tallo y vasos del xilema (19).
Hay pocas evidencias de que K. oxyfoca o cualquier otra especie de Klebsiella sean enddfitas, la

tinica evidencia microscopica de la colonizacion de arroz por Klebsiella sp. fue publicada por



Boonjawat (1991), quien mostré la adherencia de microcolonias a la superficie de la raiz (por
medio del mucigel) (2).

Ademas de ser aisladas de plantas de arroz, las bacterias del género Klebsiella también
han sido aisladas de plantas de maiz (3). Chelius y Triplett detectaron una alta similaridad (99%)
entre los aislados endodfitos de plantas de maiz con K. pneumoniae mediante el andlisis de
secuencias del 16S rDNAs. Estos resultados fueron sustentados al efectuar las pruebas
bioquimicas (API20E). Estas bacterias fueron detectadas en raices y tallos mediante el uso de la
proteina verde fluorescente para determinar la colonizacién y la expresion de nifH, notandose
que la produccion de ésta por K. pneumoniae en maiz, estuvo limitada por la fuente de carbono,
la proteina no fue detectada cuando las plantas fueron cultivadas sin una fuente de carbono
externa (4).

Una especie cominmente aislada de arroz es Herbaspirillum seropedicae, la cual también
se encuentra en maiz (3), sorgo, cafia de azucar y otras gramineas (33). En la mayoria de las
plantas donde se ha encontrado parece colonizar principalmente la raiz (y el tallo en el caso de la
cafia de azucar), pero no sobrevive en la rizésfera en forma cultivable por lo que se le considera
un endofito obligado. La otra especie diazotrofa, Herbaspirillum rubrisubalbicans, también es
enddfito pero tiene un rango de hospedero mas limitado que H. seropedicae, ha sido aislada de
hojas, tallo y raices de cafia de azicar asi como de hojas de sorgo (33), coloniza ampliamente el
xilema y los espacios intercelulares en el meséfilo y las cavidades subestomatales. Su
crecimiento esta restringido a hojas de variedades resistentes a la enfermedad del moteado,
donde parece que unicamente forma microcolonias en el xilema, las cuales estin rodeadas por
material derivado del hospedero. Recientemente se ha reportado que esta especie ha sido aislada
de arroz y palmas en Brasil. La naturaleza endéfita de Herbaspirillum spp. en cafia de azicar y
sorgo ha sido confirmada por microscopia electronica y de luz junto con la inmunodeteccion. H.
rubrisubalbicans y H. seropedicae causan una respuesta de hipersensibilidad cuando son
inoculadas dentro de hojas de cafia de azucar. Estas especies colonizan las raices de caiia de
azicar entrando por las uniones de raices laterales, colonizando posteriormente el xilema del
tallo ademas H. seropedicae también se ha observado dentro de los espacios intercelulares en la
hoja de una variedad de arroz (IR72). En el caso de sorgo, ambas especies colonizan las hojas,
donde parece estar restringidos a vasos del xilema. Con Herbaspirillum rubrisubalbicans se ha

mostrado que se expresa la proteina de Fe de la nitrogenasa en hojas de cafia de aztcar (34) y

12



sorgo (21).

Se ha sugerido que Herbaspirillum spp. y G. diazotrophicus forman un nuevo tipo de
asociacion endofita en donde liberan una gran cantidad de nitrégeno fijado y lo suministran a la
planta, sin embargo no hay evidencias experimentales de esto (39).

Recientes evidencias sugieren que puede haber una asociacién “natural” entre rhizobia y
arroz. Entre las supuestas bacterias endoéfitas aisladas por Stoltzfus y colaboradores (1997)
algunas mostraron similitud a Azorhizobium caulinodans (49). Ladha (1989) mostré que esta
bacteria sobrevive en la rizésfera de arroz cuando Seshania rostrata es usada como abono verde
(26). Yanni (1997) ha descrito en detalle el aislamiento de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
de arroz, concluyendo que es enddfita aunque no han descrito el lugar exacto de su localizacion
en la planta. También mostraron que estas mismas cepas que son endofitas, son Fix+ y también
capaces de nodular el trébol Berseem (Trifolium alexandrinum) (58).

La prueba de infeccion de la planta indicé que las rhizobias nodulantes de trébol invaden
naturalmente las raices de arroz y alcanzan una densidad de poblacién interna de
aproximadamente 1.1 x 10° endéfitos/gramo de peso fresco de las raices de arroz. De doce
aislados ocho de éstos fueron enddfitos de arroz, y se probaron nuevamente sobre trébol
berseem, en un medio de cultivo libre de N y cada aislado fue capaz de nodular y fijar N
simbidticamente con el hospedero bajo condiciones microbiolégicamente controladas. Los
macerados de raices esterilizadas superficialmente de plantas inoculadas indicaron poblaciones
substanciales de bacterias endodfitas, las cuales variaron dependiendo de la cepa inoculada, el
cultivar de arroz y el medio de crecimiento de la planta (58). '

Actualmente se ha reportado que Rhizobium es un endéfito natural de maiz. Debido a la
intima asociacion entre frijol y maiz en la agricultura tradicional en los campos de México, se
plante6 buscar la presencia de R. efli bv. phaseoli en maiz. R. et!i bv. phaseoli es la principal
especie rhizobial que nodula frijol aunque también se ha encontrado R. gallicum bv. gallicum
asociado a frijol en México (47). El analisis de electroforesis de enzimas metabélicas indic6 que
los aislados de maiz estidn cercanamente relacionados a cepas de referencia de R. etli y a
rhizobias de frijol (16).

Algunas bacterias endofitas pueden ser transmitidas de generacion en generacion por
medio de las semillas. Las semillas de muchas plantas contienen bacterias incluyendo al arroz

(21). Mukhopadhyay y colaboradores (1996) aislaron cepas de Enterobacter, Serratia y Bacillus



sp. y mostraron que E. agglomerans se transmite a la siguiente generacion de semillas (31). La
bacteria se encontro asociada con la vaina y la cascara de la semilla pero también fue observada
dentro del tejido embriénico. Desafortunadamente, Mukhopadhyay no probé la habilidad de la
fijacién de nitrégeno de las cepas y no pudieron ser descritas como diazétrofos endofiticos. Se
reporté la presencia de H. seropedicae y A. brasilense en grietas de la superficie de la semilla.
Cepas diazotrofas de Alcaligenes, Pseudomonas y Bacillus han sido aisladas de plantulas de
arroz germinadas a partir de semillas esterilizadas superficialmente, por lo tanto serian endéfitos
que provienen de la misma semilla de arroz (19).

Hasta muy recientemente, se reportaron endoéfitos del platano que se clasificaron como
Burkholderia y Herbaspirillum o que correspondian a un grupo nuevo dentro de las
Comamonadaceae, todas ellas pertenecientes a las B proteobacterias de acuerdo a sus secuencias
parciales del gen 16S ribosomal, también se encontré asociado a platano una bacteria que se
agrup6é dentro las alfa proteobacterias cercano a Ochrobactrum anthropi (27).

El uso potencial de endéfitos diazétrofos ha estimulado un gran interés para estudiar este
tipo de bacterias por su efecto en la promocién del crecimiento de la planta, por su accién

antagénica con patogenos y la fijacién biologica de nitrégeno (53,39).
3.1.- Fijacién de nitrégeno por enddfitos

Los candidatos de la fijacién de N en pastos son: G. diazotrophicus y Herbaspirillum spp.
en cafia de azicar, Azoarcus spp. en pasto Kallar y especies de Alcaligenes, Azospirillum,
Bacillus, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas y Rhizobium en arroz y maiz.
A pesar de que A. diazotrophicus y Herbaspirillum spp. parecen ser las bacterias méas numerosas
que se han aislado en variedades de cafia de aziicar, la correlaci6n entre la habilidad de fijar N y
el nimero bacteriano aun tiene que ser corroborado, actualmente es imposible atribuir la FN en
esta planta a cualquier bacteria especifica (18).

La localizacion de los diazétrofos ain en altas concentraciones, ya sea que estén
asociados o dentro de la planta, no significa que expresen la nitrogenasa. Sin embargo, a pesar de
que la expresion de los genes nif y/o de la nitrogenasa y que la actividad de reduccién de
acetileno sea positiva, no se puede concluir que los productos de la FBN estén siendo

transferidos al hospedero (19). Para concluir que una cepa bacteriana tieae la capacidad de fijar



nitrégeno es necesario establecer balances de N con micro-Kjeldahl, absorcién de "°N o dilucién
isotopica.

La expresion de la nitrogenasa in planta parece ser en niveles bajos comparado con las
bacterias de vida libre. Genes reporteros ligados a varios genes nif han sido usados para mostrar
la expresion de nifd y nifH por A. brasilense sobre la superficie de la raiz de trigo. En arroz se
mostro la expresion endofitica de nifH por Alcaligenes feacalis Al5 y Azospirillum irakense
dentro de células epidérmicas de la raiz, datos similares se obtuvieron con Azoarcus en esta
planta (10, 39), pero no hay evidencia de la expresion del gen nif o de la nitrogenasa por G.
diazotrophicus en asociacion con cafia de azicar, solo se ha observado la capacidad de FBN
mediante la reduccion de acetileno en plantas inoculadas (22). Los efectos benéficos de la
planta, obtenidos por la inoculacion se pueden deber a la FBN asociada a la planta y a otros
factores como es el caso de la produccién de hormonas, incremento de la capacidad de absorcion
de N del suelo (por crecimiento de la raiz) (18).

Experimentos con inoculaciéon de mutantes nif como controles negativos acoplados a
cuidadosos estudios de balance de nitrégeno, ayudan a determinar si la fijacion de nitrégeno es
un factor involucrado en los efectos benéficos sobre la planta. La transferencia de N fijado de G.
diazotrophicus a cafia, se demostr6 usando la incorporacion del gas '*N,, manejando controles no
expuestos al gas. Estos experimentos de balance de N indican que la planta estd obteniendo
parte de su contenido de N a partir de la fijacion de N realizado por la bacteria. (39).

Pléntulas de cafia de aziicar inoculadas con G. diazotrophicus, usando cepas silvestres o
mutantes »if, mostraron que en la ausencia de fertilizante nitrogenado la cepa silvestre
incrementa la altura de las plantulas en comparacién con los controles no inoculados y con las
mutantes nif, es interesante el hecho de que este efecto no fue observado cuando el N fue
adicionado al medio de crecimiento de la planta. En experimentos de incorporacién de gas '*N,
se mostré que puede haber importante absorcion de N fijado por las plantas de cafia de aziicar
inoculadas con G. diazotrophicus y que la fijacion de N puede contribuir arriba del 0.5% del N
total de las plantas en un periodo de 24 hrs. Sin embargo, las mutantes nif también
incrementaron el crecimiento y/o contenido de N en las plantas, por arriba de los controles (45),
lo que indica que hay otro factor involucrado diferente a la fijacion de N. Este factor
probablemente puede ser la produccion, por G. diazotrophicus, de hormonas de crecimiento de la

planta como es el dcido indolacético (IAA) (18).



La cantidad fijada en cafia de azicar es altamente variable y depende del genotipo de la
planta y de las condiciones ambientales. Unicamente se ha mostrado FN significativa en
variedades brasilefias. Tales variedades pueden fijar arriba del 70% de sus requerimentos de N,
proporcionando mas de 150 Kg de N fijado /ha/afio (18). Esto sugiere que los bajos niveles de N
mineral que se utilizan en Brasil en la produccién de cafia, han seleccionado variedades con una
minima respuesta al N mineral aplicado y una alta habilidad para fijar N. Sin embargo, la
fijacion de N por variedades brasilefias depende de condiciones 6ptimas de suministro de agua,
disponibilidad de fésforo, potasio y de micronutrientes, especialmente el molibdeno.

En la region del delta del rio Nilo se han cultivado diferentes variedades de arroz en
rotacion con leguminosas como es el trébol (Trifolium alexandrinum L.). Las especies de trébol
estan bien adaptadas a esta region (59) y amplios estudios agronémicos indican que esta rotacion
arroz-trébol puede reemplazar del 25-33% de la cantidad recomendada de fertilizante
nitrogenado, necesaria para la produccion 6ptima de arroz (39).

La inoculacion de una cepa de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (E11) tuvo como
resultado una respuesta altamente significativa en el rendimiento del arroz con una aplicacion de
1/3 de la dosis recomendada del fertilizante nitrogenado (48 Kg N/ha). Esta producci6n de grano
fue mayor comparada con la aplicacion tnica de la dosis recomendada (144 Kg N/ha) (58).

En un amplio trabajo realizado por Yanni y colaboradores se estudié la asociacion entre
rhizobias y raices de arroz, donde confirmaron el status taxonémico de aislados de arroz y la
promocion del crecimiento de cepas endofitas rhizobiales, también reportaron la expansion de
raices estimuladas por los aislados end6fitos de Rhizobium, los efectos de la inoculacién en
plantas de arroz, la produccién de fitohormonas, la solubilizacién de fosfatos, la produccién de
sider6foros, la localizacion de endéfitos in planta y la produccién de bacteriocinas, ademas
identificaron los aislados benéficos como inoculantes para el cultivo de arroz e incluso la
promocidn del crecimiento en ciertos genotipos de maiz (59).

El Instituto Internacional de la investigacion del arroz (IRRI) ha mostrado que algunos
genotipos de arroz (70 probados) pueden obtener cantidades significativas de N a partir de la
fijacion bioldgica de N, encontraron que obtienen N derivado del aire con valores de 1 - 20.2%
(18).

En el caso de Klebsiella se ha demostrado una fijacién de N substancial (arriba del 19%)

en arroz inoculado con la cepa silves're o cepas modificadas genéticamente de K. oxytoca (19).



Yoo y colaboradores (1986) reportaron una variedad de arroz tipo Indica, C5444, con la
cual se puede obtener una alta actividad de reduccién de acetileno, de donde se han aislado
aproximadamente 6000 cepas bacterianas de la rizosfera, entre ellas identificaron una cepa, la
NGI13 de Klebsiella oxytoca. Ademas evaluaron la fijacién de N a largo plazo de esta cepa
bacteriana, mediante el andlisis del contenido de N total, prueba de reduccion de acetileno,
biomasa y diluciéon de 15N, obteniéndose altos incrementos con cada una de las pruebas. Los
resultados indicaron que la inoculacién de estas cepas incluso de la cepa mutante (no mucoide)
de K. oxytoca promueve una significativa FN en la rizosfera de plantas de arroz (60).

La cepa E26 también aislada de la rizosfera de plantas de arroz se caracterizé como
Enterobacter cloacae y mostré actividad en la FN en asociacién con el arroz.

Con respecto a los resultados de la inoculacion de cepas silvestres (NG13 y E26) y de
cepas mejoradas (actividad en la FN e insensibles al amonio) se obtuvo mayor peso seco, alta
dilucién de la concentracién de "N, mayor reduccién de acetileno en planta y mayor contenido
de N en la planta y en el suelo (14).

En un estudio con 15 variedades de maiz se encontré que dos de éstas fijaron arriba del
58% de su N, al ser inoculadas con cepas apropiadas de Azospirillum spp. En sorgo no se
observa FBN, tanto en controles como en plantas inoculadas con Azospirillum/Azotobacter.
Algunos pastos tropicales como Branchiaria humidicola, B. decumbes, Paspalum notatum y
Panicum maximun han mostrado rangos relativamente altos de FN, supliendo mas del 40% de
sus necesidades de N a partir de la fijacion (18).

En la asociacién pasto Kallar-Azoarcus usando dilucién del isétopo "*N y abundancia
natural de "N se ha mostrado que el pasto Kallar puede fijar arriba del 26% de su contenido de
N. La bacteria mas abundante de plantas esterilizadas superficialmente parece ser Azoarcus,
arriba de 7.3 x 10'gr" de peso seco de la raiz. Con la fusién nif-gfp se mostré que Azoarcus
puede expresar los genes de la fijacion de nitrogeno. Experimentos de abundancia de '°N natural
en pasto Kallar inoculadas con la cepa silvestre de Azoarcus sp. BH72 o mutantes nif, indican
que Azoarcus puede fijar N in planta y transferir el N fijado a la planta hospedera, el
mecanismo aln no se conoce, pero podria ser un proceso ineficiente de muerte y mineralizacion
de la bacteria (18).

Se conoce que una notable diversidad de bacterias fijadoras de nitrégeno se asocian

naturalmente con plantas cultivadas en campo y se cree que estas bacterias pudieran fijar



nitrogeno dentro de estas plantas, lo cual representaria una alternativa al uso elevado de

fertilizantes nitrogenados, pero aun existen dudas de los niveles de fijacion de nitrogeno que se

pueden alcanzar.

4.- Platano

El platano es una de las mas importantes frutas tropicales constituyendo la base esencial
para la alimentacion de algunos paises, esto es mas de 80 millones de humanos. Es también un
producto importante de la exportacién, la produccion mundial de platano se estima en mas de 20
millones de toneladas anuales. Africa es el continente que produce mas platanos para el consumo
local y América es el mayor productor comercial. En la actualidad los paises latinoamericanos
proveen el 90% de los platanos que se consumen en Norteamérica. Brasil es el principal
exportador, Honduras es el sexto con un total de mas de 1000 millones de toneladas exportadas
anualmente.

En la region Pacifico Centro de México el cultivo de platano se considera tradicional, se
establecio desde los afios 20s y a partir de los 50s es importante en la economia de las familias de
la zona costera de Michoacan, Colima, Jalisco y Nayarit. Actualmente en esta regién existen
alrededor de 17,829 hectdreas sembradas con este cultivo, siendo la variedad mas usada el Enano

Gigante (41).

4.1.- Historia y distribucién

Alejandro el Grande hablé de una vision de los sabios de la India comiendo una fruta la
cual se parece estrechamente al platano. Todas las indicaciones nos llevan a creer que los
platanos son originarios de Asia. Algunas de las especies de platano mas primitivas son ain
encontradas, creciendo en forma silvestre en esta region. Los platanos fueron propagados
alrededor del mundo por exploradores. El hemisferio oeste fue explorado por los espaiioles en el
siglo XVI llevando plantas de platano y las introdujeron a Sudamérica, América Central y el
Caribe.



Los platanos comestibles son originarios de la India y Malasia. De esos paises se
distribuyeron a Asia Continental, Polinesia y Africa. Después del descubrimiento del nuevo

mundo, este cultivo se extendié por la América Tropical.

4.2.- Clasificacion

Hay mas de 500 nombres documentados para diferentes variedades de platano, ain no
todos son clasificados como especies individuales. Debido a la tendencia de las plantas de
platano a la mutacion, los taxénomos abandonaron hace mucho tiempo el intento por clasificar a
todos.

Los platanos pertenecen a la familia Musacea del orden Escitaminea. El género Musa es
el mas importante de esta familia y comprende especies que producen fibras como Musa textilis
o abaca, especies ornamentales como Musa acuminata y Musa balbisiana.

Los nombres cientificos mas comunes propuestos para los platanos comestibles son:
Musa paradisiaca L. para el platano macho y Musa sapientum L. para el plitano. Ambas
especies incluyen un gran nimero de clones o cultivares a los cuales se les asignan nombres

locales en las diferentes regiones.

4.3.- Morfologia

El platano es un arbusto perenne de 2 a 8 metros de altura. Tiene un rizoma o cormo basal
que produce raices adventicias y un seudotallo formado por los peciolos superpuestos de las
hojas. Sus raices adventicias son blancas al inicio del crecimiento, se vuelven amarillas y se
endurecen a medida que van envejeciendo. Las hojas miden de 1.50 a 4 metros de longitud y
0.90 metros de ancho, la hoja esta formada por una vaina envolvente que se contrae
gradualmente hasta transformarse en un peciolo, redondeado por debajo y acanalado por arriba.
La inflorescencia emerge ocho meses después de plantado el hijuelo. Esta formado por un
pedinculo central con nudos. En los primeros 5 a 10 nudos basales se producen las flores

femeninas y en los terminales las flores masculinas, al principio encerradas por bracteas.



4.4.- Fertilizacion

El cultivo de platano siempre se beneficia del uso de fertilizantes. La produccién de
plantas fertilizadas puede ser 10 veces mas alta que las plantas no fertilizadas. La cantidad de
fertilizante necesario depende de la fertilidad y el tipo de suelo. Ya que el potasio y el nitrogeno
son facilmente lixiviados son aplicados en intervalos regulares durante el crecimiento de la

planta.

4.5.- Plagas y enfermedades

La sigatoka negra es la principal enfermedad que ataca las plantas de platano; los
nematodos y perforadores del tallo son los principales plagas. La sigatoka negra es una
enfermedad que cubre de manchas la hoja, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis. Las
hojas primeramente muestran manchas amarillas, después se tornan café y luego son negras,
finalmente el tejido llega a ser necrético y muere. Esta enfermedad puede ser controlada con
aplicaciones aéreas de fungicidas que pertenecen a los grupos del benomil, bensimidazoles,
ditiocarbamatos, imidazoles, metiltiofanatos o fungicidas que son aplicados en el suelo como el
triadimefon y el triadimenol. En cualquier caso se deben utilizar al menos dos tipos de fungicidas
que serian usados alternativamente para prevenir que el hongo desarrolle resistencia al
ingrediente activo.

El platano es amenazado por numerosos patégenos y plagas, por lo tanto, la creacion de
nuevas variedades de plantas de platano resistentes a estas enfermedades y plagas con buena
calidad del fruto (control del sabor, forma, color y rigidez de la pulpa) es importante para su
mejoramiento. El mejoramiento genético por el método de produccion clasico frecuentemente
encuentra el problema de esterilidad, el cual caracteriza a la mayoria de genotipos de platano. La
hibridacién somdtica a través de la fusion de protoplastos seria un potencial alterno para evitar
las barreras de esterilidad (1).

Los platanos son plantas tipicas de las tierras bajas humedas, en forma general su cultivo
no se recomienda en las regiones tropicales de tierras altas con una elevacién mayor a los 1,000
m, siendo la Unica excepcion las formas enanas. Las condiciones ideales para el cultivo del

platano en las tierras bajas de las regiones tropicales son los suelos aluviales, con una reaccién
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que varia entre un pH 4.5 y 7.5, una precipitaciéon pluvial mas o menos distribuida
uniformemente por todo el afio y la proteccidn contra los vientos fuertes. Este altimo punto es
importante, puesto que el dafio excesivo a las hojas suaves que se rompen facilmente por el

viento fuerte, reduce seriamente la productividad de las plantas (32).



OBJETIVO

Aislar e identificar bacterias endofitas del platano (Musa spp.) y evaluar los efectos de
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos se reportaron en el articulo: Lucia Martinez, Jesis Caballero-
Mellado, José Orozco & Esperanza Martinez-Romero. (2003). Diazotrophic bacteria
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en rhizobia (e y P) y Brucella-Ochrobactrum. El cual ha sido enviado a la Revista

Latinoamericana de Microbiologia para su publicacion.
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Abstract

Nitrogen-fixing bacteria were isolated from surface sterilized banana (Musa spp.) plants and constituted a minor
proportion of banana endophytic bacteria. Some isolales were characierized by alloenzyme profiles. biochemical
tests, 165 rRNA and rpoB partial gene sequences, plasmid profiles and plant colonization. A large group of
enterobacterial isolates that could not be clearly affiliated. most of them ascribed to group | (with characienistics
of Enterobacter cloacae) were the diazotrophs most frequently found in banana. Different Klebsiella spp. and
Rhizobium spp. were identified as well. Klebsiella spp. were isolated from inside the roots and stems of plants
grown in the two geographical regions sampled and from tissue culiure-derived plantlets. Rhizobium spy  isolates
were obtained only from Colima where bananas are grown extensively. Group I isolates and Rhizobium spp.
could be re-isolated from surface-sterilized banana derived from tissue culture at five months after inoculation
and significant increases in stem and leave fresh weight were obtained with some of the isolates.

Introduction

The isolation and characterization of diazotrophic en-
dophytic bacteria from surface sterilized plants is a
growing field of research interest and a large phylo-
genetic diversity of bacteria associated with agronom-
ically important crops such as rice, sugar cane and
maize has been found. A rationale for the study of en-
dophytic diazotrophs is to extend biological nitrogen
fixation to important non-legume crops. thereby dis-
placing the use of chemical N fertilizers. The inside of
plants constitute adequate habitats for bacterial colon-
ization and novel bacterial groups may be encountered
therein. Nevertheless, although beneficial effects of
associated diazotrophic bacteria on their hosts are
known. only in a few cases is the growth promotion
due to nitrogen fixation (James. 2000). Plant growth
may be stimulated by bacterially-produced phytohor-
mones (Okon and Labandera-Gonzélez. 1994 Tien et
al.. 1979: Yanni et al.. 2001). vitamin-related products
(Phillips et al., 1999) or by pathogen supression activ-
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ities (Bashan and de bashan. 2002: Haque and Ghaffar.
1993).

A current problem in the analysis of the eftects of
the inoculated endophytes on plants is the growth pro-
motion mediated by the resident bacteria that masks
the effects of the applied inocula. To eliminate endo-
phytic bacteria. plants derived from tissue culture with
or without antibiotic treatments. are sometimes used
(Holland and Polacco, 1994: Leifert et al.. 1991).

B are propagated vegetatively and tissue
culture is a common source of plants for agricultural
fields in many places (Robles-Gonzilez and Orozco-
Romero. 1996). Agricultural practices in commercial
crops of banana include chemical nitrogen fertilization
to increase yield using over 200 kg N ha™' in many
countries including Brazil (Weber et al.. 1999). Ba-
nana is the most widely consumed fruit in the world
and in some countries it is the main source of nutrients.
Commercial bananas have a narrow genetic diversily
(Powledge, 1996). When this work started there was
no information on banana associated nitrogen-fixing
bacteria. since then some banana bacterial diazotrophs
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have been reported. By morphological and physiolo-
gical characierization, bacteria similar to Herbaspiril-
Tum were identified from non-sterilized banana tissues
that were different from species of Herbaspirilfum
isolated from gramineous plants; other banana diazo-
trophs not corresponding to Herbaspirillum were also
encountered but their taxonomic affiliation was not
defined (Weber et al., 2001). Species specific oligo-
nucleotides directed to 165 rRNA genes were used
by the same authors to identify diazotrophs from
water-washed banana tissue samples as Azospirillum
brasilense and as Herbaspirillum-like bacteria (Weber
et al.. 1999). Subsequently they reported the pat-
terns and sequences of 165 rRNA genes that allowed
the identification of banana isolates as Herbaspiril-
lum. Burkholderia and Ochrobactrum-related bacteria
(Cruz et al.. 2001). Micropropagated banana plants
grew faster upon inoculation of Herbaspirillum-like
and Burkholderia cepacia related bacteria (Weber et
al.. 2000).

The aim of this work was to isolate and char-
acterize putative endophytic nitrogen-fixing bacteria
from surface sterilized banana plants grown in fields
in Mexico, and resident endophytes in small plants
derived from tissue culture.

Materials and methods

Plant surface sterilization

Bacteria were isolated from fields of two regions sep-
arated by 800 km: Colima (104°W. 19°N) is home
1o many important banana plantations while Morelos
(99°W. 18.5°N) has small traditional farms where
bananas are grown only sporadically. The amount of
fertilizer normally used in Colima is 200 kg N ha~',
75 kg P ha~' and 150 kg K ha~'. No fertilizer is used
in Morelos. Different banana genotypes such as En-
ano Gigante (Musa spp. Sub-Group cavendish AAA),
hybrid cultivars FHIA 01. FHIA 21{AAAB). and
Dominico (Sub-Group plantain AAB) were sampled.
Enano Gigante is the banana commercial variely most
extensively grown. Plant roots, stems or leaves were
thoroughly washed with water, rinsed briefly with 96%
ethanol and washed again with sterilized distilled wa-
ter. Tissue culture samples were submerged in 2.4%
-sodium hypochlorite for 2 min and field borne samples
for 10 min. Surface sterilization tests were performed
by placing the samples on plates with the different
media described below.
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Bacteria isolation, bacterial reference strains and
transposon tagging

Plant samples were macerated in a mortar in sterile
water in a 1:10 {weight/volume) ratio,

The solid and semisolid media used were acetic
LGl (Cavalcante and Dobereiner. 1988), acetic LGI
modified with lower sugar (10 g L ~'sucrose). LGl
(10 g sucrose L™") with plant banana extract (2 g of
macerated shoots in 10 mL water cemnifuged and fil-
ter sterilized. referred here as plant extract medium).
NFb (Diibereiner et al.. 1976) and the medium used
for Azotobacter and Azomonas sirains in Reinhold-
Hurek et al. (1993) designated here as Azo medium.
Other solid media used for isolation and purification
were SSM medium (Reinhold et al., 1986). Luria
broth (LB). PY (3 g yeast extract. 5 g peptone and
0.7 g calcium chloride L='). MacConkey. Congo Red
(Rodriguez Ciceres. 1982). Solid media used for plant
isolation with agar (14 g L") in plates were supple-
mented with yeast extract 0.05 g L=' (except Azo)
and cycloheximide (100 mg L") Extensive colony
purification was performed to achieve single strain
cultures,

The following additional Klebsiella isolates from
different hosts were used in comparison to ba-
nana Klebsiella isolates: from sugar cane T29A.
T3A. T40B. T42A, T44C: from maize 3 (Caballero-
Mellado et al.. unpublished). The reference strains
used were Gluconacetobacter diazotrophicus PAl
ST, Rhizobium erli CFN42. Rhizobium undicola
LMG1 1875, Sinorhizobium sp. CFNEA156, Kilebsi-
ella pneumoniae ATCC 138837, Klebsiella planticola
ATCC 335317, Klebsiella oxvtoca ATCC 131827 and
Klebsiella terrigena ATCC 332577

A culture of the Rhizobium banana isolate F5SR19
was crossed mated with E. coli 517-1Apir carrying
pFAJIB19 (Xi et al., 2001) that contains a Tn5-
gusA transposon that confers resistance to kanamycin.
Transposon-tagged colonies of F5R19 were selected
in kanamycin (Km. 60 mg L") and tested for growth
in minimal medium (Gonzdlez-Pasayo and Martinez-
Romero. 2000) to discard auxotrophs. Five independ-
ent colonies were chosen to be used in banana plant
colonization assays.

APl 20E galleries

Two colonies of enterobacteria isolaes and type
strains were resuspended in 5 mL of sterilized distilled
water and used to inoculate test plates from APl 20E
identification system (bioMérieux sa, Marcy 1'Etoile.



France). Plales were incubated at 37°C for 24 or 48
h and activities were revealed according to manufac-
turers instructions and recorded using APILAB plus
automated interpretation.

Acervlene reduction activity (ARA assavs)

Bacteria were grown for 3 days in different semisolid
medium (Table 1) without nitrogen comaining 2.3 g of’
agar L™ in 10 mL vials filled with 5§ mL of media.
Acetylene was added 1o attain a concentration of 12%
(v/v) and ethylene production was determined after 12
h in a Varian 3300 gas chromatograph as described
(Rogel et al.. 2001).

Mudtilocus enzvme electrophoresis (MLEE)

The procedures described by Selander et al. (1986)
were used with bacterial extracts derived from li-
quid cultures in different liquid media. The following
metabolic enzymes were assayed: alcohol, glucose-
6-phosphate, glutamate, isocitrate, leucine, lysine.
malate and xanthine dehydrogenases. phosphoglucose
isomerase and phosphoglucomutase.

Primers for PCR reaction and sequence analvsis

Primers rD1 and D1 (Weisburg et al.. 1991) were
used to amplify almost complete copies of 16S rRNA
genes, also used were 165 rRNA gene internal primers
for enterobacteria. KC856R (GCTCCGGAAGC-
CACGCCTCAA) and 533F (Dojka et al. 1998).
Primers CM; (AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG)
and CM3, (CCTGAACAACACGCTCGGA) (Mollet
et al.. 1997) were for the amplification of rpef genes.
PCR products were sequenced as described (Rogel el
al., 2001). Neighbor-joining was used to construct the
dendrograms using Jukes-Cantor distances. nifH genes
were amplified with polF and polR primers (Poly et al..
2001).

Plasmid profiles

Modified Eckhardt gels of SDS-agarose (Hynes and
McGregor, 1990) were used to visualize plasmids
from banana isolates and reference strains. The Kleb-
siella plasmid patterns were blotied and hybridized 1o
the nifH gene of Rhizobium etli CFN42 (Wang et al..
1999 ) as described (Martinez-Romeroet al.. 1991).
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DNA hybridization

Total DNA was extracted with the Genomic Prep Cells
and Tissue DNA Isolation kit { Amersham, Piscataway.
NJ. USA) or with the Quantum Prep, Aqua Pure Ge-
nomic DNA Isolation Kit (Bio-Rad. Hercules. CA.
USA}. Nylon filters used had blotted restricted DNA
from a diversity of strains in respective lanes and
were hybridized 1o total DNA labelled with P us-
ing Rediprime (Amersham). Probes for hybridization
were DNAs of K. pneumoniae ATCC13883 or 6A2 in
the enterobacteria hybridization assays and DNA of
FSR19 in the Rhizobium assays. Total hybridization
was calculated and the percent of the hybridization of
the homologous strain.

Banana colon 1ZAnon assavs

One month old plantlets derived from tissue cultures
of Enano Gigante that were maintained in closed glass
flasks at 28° C in a growth chamber were inocu-
lated with 10° bacteria and transferred to pots with
vermiculite and Fahraeus N-free medium (Fahraeus.
1957). Plants were watered with Fahracus N-free me-
dium every month and a half. After one or 5 months
plantlets were surface sterilized as described before
and macerated. Macerates were diluted and plated
on the media described. Three plants per strain were
analyzed for the presence of endophytic bacteria at
each sampling time. km" colonies were counted to
quantify F5R19 banana colonizing bacteria. Leaf and
root fresh biomass were determined at 5 months after
inoculation.

Plant nodulation assays

Acacia farnesiana seeds were trealed with concen-
trated sulfuric acid for 20 min and then washed
extensively with sterile water, seeds were germin-
ated in agar-H,O plates for 3-5 days, transferred
to sterile vermiculite with Fahracus N-free medium
(Fahraeus, 1957) and inoculated with 100 L of bac-
terial suspensions of R. etli strain CFN42. Rhizobium
sp. CFNEIN156 or isolated banana endophytes E2C4.
E2C6, A3R3, ESRI13a, FSH16b. F5R19. Nodule
occupancy was verified by the isolation of bacteria fol-
lowing described procedures (Martinez-Romero and
Rosenblueth, 1990).
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Tabde | Nurogen fixing banana solates

ARAY ARA
Strain Geographic Plant Medium of amelCaHyMivial — Sennsolid Medium
ongen organ solaton tested
Group I Enterobuicter sp.
AdT2 Colima Stem Congo red 0,56 NFh
BSRS Colima Roui Plant extract 2736 Plant extract
CITS Colima Stem 121.87 Acete LGl
AITI Colima Stem Acetic LGI 3w Acetic LGI
cicz Colima Raoan Acetic LGl 18,56 Acenic LGI
Ci1C3 Colima Roat Acetic L.GI 7.0 Acetic LGI
CIT4 Colima Stem Acetic LGI 4740 Acenc LGl
C2R2 Colima Roo LGHi10 g sucroser 3143 LGII0 g sucrose)
C2IR3 Colima Rown LG 10 g sucrose) 40,26 LGI 1D g sucrose)
E2C7 Colima Root LGl (10 g sucrose) 53 LGl 10 g sucrose)
A3CI Colima Roat Azo Sn43 Aro
AIC2 Colima Row 1t Azo 8761 Ao
AR Colima Root Azo 6411 Azo
BiC4 Calima Root Azo 120.53 Azo
BiTS Colima Stem Azo 8177 Azo
BiT6 Colima Stem Azo B3.64 Azo
ccy Calima Root Azo 13231 Azo
Cacs Colima Roat Azo 168 64 Azo
C3Cy Colima Roat Azo 268.01 Azo
C3TIl  Colima Stem Azo 12548 Azo
DIRIZ  Colima Root Azo 117,74 Azo
EiC13  Colima Root Azo 9410 Azo
EiHI4  Colima Leaves  Azo 63,34 Azo
E3R1S  Colima Root Azo 117.68 Az
E3TI7  Colima Stem Azo 4404 Azo
F3R22  Colima Root Azo Bi.34 Ao
FiR23  Colima Root Azo TR 16 Azo
C4T4 Colima Stem Congo red 61,76 NFh
E4H6 Colima Leaves  Congo red T6.41 NFb
E4HT Colima Leaves  Congo red 49.78 NFb
ASTI1 Colima Stem Plant extract 66.80 Plant extract
C5C8 Colima Root Plant extract 804 Plant exiract
C5T9 Calima Stem Plant extract 1166 Plant extract
ESTI4  Colima Stem Plant extract 37.22 Plam extract
AlCla  Colima Root Azo 125.67 Azo
Group IT Cirrmibacter sp.
1] Morelos Leaves  Plant extract 67.00 Plant extract
1A Morelos Leaves  Plant extract 59.31 Plant extract
Group I Kilehsiella sp.
6A2 ColimaTC"  Leaves  Acetic LGI 9504 Acetic LGl
vl Morelos Stem LGH10 g sucrose) 14731 LGII0 g sucrose)
259 Colima TC"  Root  Acetic LGI 75.57 Acetic LGI
2512 Colima TC Roat  Acetic LGI 6192 Acetic LGI
4A3 Colima TC" Leaves  Acetic LGl 59.42 Acetic LGI
6A1 Colima TC" Leaves  Acetic LGI 8321 Acetic LGI
6A6 Colima TC?  Leaves  Acetic LGI M Acetic LGI
386 Colima TC" Root LGI (10 g sucrose) 66,29 LGICI0 g sucrose)
AAS Colima TC" Leaves  LGI (10 g sucrose) 506 LGIUID g sucrose)
5Sia Colima TC" Root LGL (10 g sucrose 67.21 LGHIO g sucrose)
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Table 1. Continued

ARAY ARA

Straun Geographic  Plant Medwm of nmelCaHyMvial Semisolid Medwm

ongen organ salation tested
jAl Colima TC"  Leaves  LGI(10 g sucrose) .10 LGII0 g sucrose)
383 Colima TC"  Root  Azo 4200 Azo
154 Colima TC"  Root Azo 67.31 Azo
385 Colima TC"  Root  Azo 66.29 Azo
SAla Colima TC"  Leaves  Aso 1324 Aro
Group IVKiehstella sp
FIRY Colima Root LG G sucrose 1200 LGHI0 g sucrose)
CITh Colima Stem Acenc 1.GI 4307 Acene 1.GI
DITs Colima Stem Acenie LGI 1oy7 Acene LGI
Vvia Maorelos Stem LGHOI0 g sucrose) 12005 LG (10 g sucrose)
VIB Maorelos Stem LGI{10 g sucrose) 13110 LGH 10 g sucrose)
Group V Rivzobiwm sp
FSR19 Colma Ruoot Plant extract - Plant extract
FSHI6b  Colima Leaves  Plant extract - Plant extract
A3R3 Colima Raun Azo - Azo

“ARA: Acetylene reduction assay. measured for bactenal cultures grown in the indicated media

BTC: Plantlets denved trom nissue culture

Fhenotvpic analvsis

Resistance to antibiotics, different substrate utiliza-
tion and enzymatic reactions were performed using the
MICRONAUT-E system (Merlin-Diagnostika Gmbh.
Bornheim-Hersel. Germany ).

Results

Isolation and identification of bacteria

The isolation of bacteria from surface sterilized stem.
leaves, and roots normally allows the recovery of
putative endophytic bacteria. Growth in semisolid ni-
trogen free medium has been a useful strategy to
select for nitrogen fixing bacieria that are subsequently
tested for acetylene reduction activity. All isolates,
obtained from banana, selected by these combined
criteria were grouped by morphological similarities
and phenotypic characteristics. Alloenzyme patterns.
PCR-RFLP and sequence ol 165 rRNA genes. plas-
mids profiles and rpoB gene sequences were determ-
ined for some representatives of each group. rpoB
gene sequences have been wseful in enterobacteria
systematics (Mollet et al.. 1997). mpofB codes for
the f-subunit of the RNA polymerase. DNA-DNA
hybridization was performed to further define the re-
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lationships of the type strains of the groups that were
found to be closely related to the banana isolates.

Out of 1453 isolates from surface sterilized banana
tissues. only 57 isolates reduced acetylene and were
retained (Table 1), Despite some isolates only pro-
ducing low levels of ethylene (e.g. BSR5. A4T2 and
F2R9). these isolates were considered nitrogen-tixing
bacteria because they also have nifH genes detectable
by PCR using primers polF and polR and the ARA
detected was reproducible. Negative controls and all
of the non-nitrogen-fixing isolates gave undetectable
ethylene in the 12 h assays used. With isolates ob-
tained from some of the media as SSM or LB we did
not detect acetylene reduction activity. Nitrogen-fixing
isolates were divided into five morphological groups
(Table 1). Four of these groups encompassed bacteria
with colonies appearing after one day of incubation
on plates with different media and having duplication
times of about 35 minutes in liquid LB medium. a
rich medium that allows fast generation times with
Enterobacteria. Some of these bacteria were further
analyzed and found to correspond to Enterobacteria
from the analysis of 165 gene sequences and from the
results of API 20E galleries. Their diversity and group-
ings were established from their metabolic enzyme
patterns using 10 enzymatic activities (Figure 1).
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Figure 2. Related, among bacteria banana isolates and reference strains based on rpoB gene sequences

Group |

The most frequent nitrogen-fixing bacteria with 35
isolates. representing almost 60% of the total nitrogen
fixing isolates were obtained from surface sterilized
banana stems. leaves and roots from Colima (Table 1).
They formed a group of related bacteria placed at a
genetic distance of 0.85 from other clusters of en-
terobacteria banana isolates based on alloenzyme ana-
lysis (Figure 1). Strains CIT5, B5R5 and A4T2 were
found to be similar to Enterobacter cloacae (accession
number AF(47175) with 99% identity in the sequence

of 16S rRNA genes analyzed but from the sequence of

rpoB genes group 1 isolates (CIT5. BSRS and A4T2)
constituted an independent cluster (Figure 2).
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APl 20E galleries analysis placed isolate A4T2
in Enterobacter cloacae with a probability of 96.1%
while isolates BSRS and CIT5 had lower probabil-
ity values (75.8%). A4T2, B5RS and CITS produced
acid in medium with glucose and were motile (like
E. cloacae rice isolates. Ladha et al., 1983). Isolates
B5RS5 and CITS were identified as E. clocae by the
MICRONAUT E-system.

Group I

A minorily group of isolates constituting 2% of the
nitrogen-fixing endophytes were obtained from leaves
of Morelos plants. From the 165 rRNA gene sequence
similarity, strain 111 was only related w Cirobac-
ter (accession number AF0253669) albeit not closely
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(96%). Isolates belonging to this group formed pink
colonies in Acidic Koser Citrate medium. They were
non motile and grew at 37 °C and they were assigned
1o Pantoea ugglomerans by the MICRONAUT-E sys-
tem.

Groups 1 and IV: Klebsiella spp.

Klebsiella isolates were obtained from inside stems
and leaves from the field samples from both geograph-
ical regions sampled and also from inside roots from
tissue culture (Table 1). Two groups (groups 111 and
IV) were distinguished among Klebsiella banana isol-
ates by morphology but also by MLEE. Klebsiella
spp. 1solates obtained previously in Mexico from sugar
cane (T29A. T3A. T40B. T42A and T44C) or maize
(strain 3} were included for comparison. All Klebsi-
ella isolates from banana. sugar cane or maize and the
reference strains grew at 37°C on MacConkey solid
media.

Using API 20E galleries the isolate 6A2 was iden-
tified as K. prewmonia at 90.4% identity and Klebsi-
ella isolates 6A2 and VI were found to correspond
with very good agreement to Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae using the MICRONAUT-E system,
but they differed by their inability to use rhamnose
and adonitol. In multilocus enzyme electrophoresis
assays banana isolates 6A2, VI and 13 others were
closely related 1o K. pne iae al a genetic distance
of 0.3 using 10 metabolic enzymes while other Kieb-
siella isolates from banana (such as F2R9), maize. and
sugarcane were at a genetic distance of 0.63 from K.
pneumaonie. Some sugar cane isolates were found to be
related to type strains of K. oxyroca and K. terrigena
(Figure 1).

Banana Klebsiella isolates 6A2. VI. FIZR9 as well
as type strains from K. pneumoniae, K. oxvioca, K.
terrigena and K. planticola grew in Acidic Koser Cit-
rate Medium (Bruce et al.. 1981), which is used to
identify Klebsiella (Grimont et al., 1992). forming
yellow mucoid colonies while group I isolates CITS.
A4T2 and B5SRS formed pink colonies. Banana Kleb-
siella isolates were non motile like K. pneumoniae and
Klebsiella rice isolates (Ladha et al., 1983).

16S rRNA gene sequences were ob d from
Klebsiella spp. 6A2 (from tissue culture). VI from
Morelos and F2R9 from Colima. Sequence identities
of 97. 97 and 96% were found when 6A2. F2R9 and
V1. respectively. were compared to K. pneumoniae ac-
cession numbers AB074192. AF009170. AF228920.
The analysis of the rpeB gene sequence from 6A2 and
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VI showed that they were clearly related to Klebsi-
ella (Fig. 2). The results of total DNA hybridization
showed that Klebsiella sp. 6A2 was related o two
Klebsiella isolates, one from maize (strain 3) and one
from sugar cane (T29A) with hybridization values of
40 and 39%, respectively, and then to K. pneumoniae
ATCC138837 with hybridization of 30%. DNA hy-
bridization of 6A2 to the otal DNAs of K. oxvioca.
K. planticola and K. terrrigena was 7-10%, and to
strain 11 from group Il was 5%. Using K. pneuno-
niae ATCC 13883 as a probe. hybridization values ol
20-23% were obtained with banana Klebsiella isolates
6A2. V1. F2ZRY and 16% with K. planticola.

Group V: Rhizobium spp.

The fifth morphological group of nitrogen fixing ba-
nana bacteria was isolated from inside leaves and
roots of Dominico and FHIA21 plants from Colima.
These isolates formed colonies at 3 days. One of
them. FSR19. resembled Rhizobium undicola (acces-
sion number AUY17047) on the basis of the 165
rRNA gene sequence (with 98% identity). Based on
this result we determined alloenzyme patterns of some
of these isolates compared with Rhizobium undicola
type strain LMG11875 and found that isolates FSR19,
F5H16b and A3R3 were related by their metabolic
enzyme patierns but also by PCR-RFLP pauterns of
165 rRNA genes to the Rhizobium undicola strain
tested (Figure 3). In total DNA-DNA hybridization
assays, when DNA of F5R19 was used as a probe,
hybridization was 20% with DNA of R undicola
LMGI1 1875, 60% with A3R3 and 100% with FSH16b.
All Rhizobium strains tested (R. erli CFN42, R. undic-
ola LMG11875) and rhizobia banana isolates FSR19
and F5H16 did not grow in Acidic Koser Citrate me-
dium. Banana isolates FSR19. F5H16b and A3Cla
did not nodulate bean (Phaseolus vulgaris) but formed
small, ineffective nodules on Acacia farnesiana. Aver-
age nodule number per A. farnesiana plants was 7 and
all six plants tested were nodulated with FSR19. To
confirm that the bacteria recovered from the Acacia
nodules corresponded to the inoculated strain. plas-
mid patierns were compared. the bacteria re-isolated
from ditterent nodules of FSR19 in Acacia had plas-
mid prohles (plasmids of around 100, 500 and = 1000
kb) identical 1o the original strain used as inocula
(Figure 4). This plasmid profile is different from that
observed with type strain R. undicola LMG11875 (de
Lajudie et al.. 1998) and from A3R3. which carries
plasmids of around 100. 400 and 1000 kb,
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Figure 3 (A} Genetic relatedness of Rhizeluan solates from banana plants defined by MLEE analysis. The dendrogram was constructed
from data for 10} metabolic enzymes. (B) 165 rRNA digestion pauems of PCR products of almost full-length genes. Each letter designates the
digestion patiern obtained with the following resiriction enzymes: Dde 1. Hinfl. Mapl. Saud3Al. Ryl

Tuble 2 Population of endophytic bactena ressolated from
surface sterilized banana plants previously inoculated with
the indicated strain

Strain (Cfu g [fresh wi] ™" ¥
Pans of the plant
Shoot Root

Emtersbacter-like igroup 1)

AdT2 100 % 100 1.24 % 10°

CITS 1.06 x 100 238 x 107

BS5RS 0.00 7.80 = 107
Figure 4. Plasmuds visualized by a modified Eckhardt procedure A3CIa S60 % 100 224 % 10°

Lanes (1) R undicola LMG118757 : (2) R. etli CFN42: (3) ba-

s : v
nana Rhizobuem isolate FSR19; (4-8) bacteria isolated from Acacia Rzt $pp- (group V)

A 5

nodules of plants inoculated with FSR 19 AJR3 TAS w IF 318 x 10
F5H16b S00 0« 100 500« 107

F5RI9 200 % 100 470 » 10°

Re-isolation assays -
“ Results are means of three plams. the analvsis was made 5

z - 5 maonths after inoculation
Plantlets derived from tissue culture were inoculated

with Klebsiella isolates 6A2 and V1. isolate 111 (from
group II). group | isolates A4T2, CITS. B5SRS, and

A3Cla and Rhizobium isolates FSR19, FSH16b. and
A3R3. Reisolated bacteria were identified by their
morphology on plates of PY and MacConkey media
and by their resistance to kanamycin in the case of
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the Rhizobium isolate FSR1Y9. No kanamycin res
ant colonies were obtained from non- inoculated planl
extracts. In all cases the inoculated endophyte was
recovered from the inoculated plants. CFU recovered
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from surface sterilized bananas ranged from 10°-10°
bacteria per g of fresh tissue for group I bacteria and
10*-10° bacteria per g of fresh tissue for Rhizobium
inoculated plants (Table 2). Non-inoculated plants did
not have any Rhizobium strains nor strains morpho-
logically similar to group | or group 11 but had inside
stems and roots other putative endophytic bacteria that
were not analyzed (at around 10% CFU per gram) and
Klebsiella-like isolates similar to isolate 6A2.

Inoculation did not cause any detrimental effect
on the growth of plants, on the contrary. stimulation
of plant development was recorded in some cases.
specially with group | bacteria and with Rhizobium
F5R19. At 5 months after inoculation of tissue culture-
derived plantlets. significant increases of plant fresh
weight (stems and leaves) were obtained (p<0.05,
1 “student” test) with group | isolate BSR5 and
Rhizobium sirain FSR19. Increases of over 60% were
recorded in both cases.

Discussion

In rice diazotrophs constitute a minor fraction of all
associated bacteria (Barraquio et al.. 1997) and the
possibility of promoting nitrogen fixation in rice by
increasing the proportion of diazotrophs has been
suggested (Ladha and Reddy, 2000). With the experi-
mental procedures we used, only a low proportion of
diazotrophs was obtained from banana.

Based on biochemical characteristics, nitrogen-
fixing bacteria associated with leaf sheaths and roots
of rice were identified as Enterobacter cloacae and
Klebsiella planticola (Ladha et al., 1983 and refer-
ences therein). Enterobacter strains have been isolated
from stems of wild and cultivated rice (Elbeltagy et al.,
2001) and from sugar cane (Mirza et al., 2001). Pan-
ioea and synonymus Enterobacter strains have also
been isolated as endophytes of cotton (Sturz et al.,
1997) and alfalfa (Phillips et al.. 1999). E. cloacae
isolates when inoculated into plants promoted rice de-
velopment (Fujii et al., 1987) and nitrogen fixation
in rice (Elbeltagy et al., 2001: Mirza et al.. 2001)
and in sugar cane. Our preliminar results showed that
different group 1 strains enhanced shoot growth in
comparison to non inoculated control plants. Group |
isolates were first considered to belong to Enterobac-
ter genus but the distinctive grouping by rpof gene
sequences led us to leave their affiliation open. The
dendrogram obtained from rpeB gene sequences is in
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good agreement to the published results (Mollet et al..
1997).

Historically. the first Klebsiella isolates were from
clinical samples but they have also been frequently
encountered in plants, water and soils (Grimont et
al.. 1992). K. preumoniae. K. oxytoca. and K. planti-
cola are all capable of fixing nitrogen. Recently a
modification in the taxonomy of Klebsiella has been
proposed and K. planticola and K. terrigena have been
transferred to the genus Raoultella (Drancoun et al..
2001). The isolation of nitrogen-fixing Klebsiella from
rice leaves (Ladha et al.. 1983) and K. preumoniae
from maize (Palus et al.. 1996) has been reported.
The genomic differences among Klebsiella pneumo-
niae clinical and maize isolates were analyzed using
microarrays (Dong et al.. 2001). In maize. Klebsiella
preumoniae was located in the intracellular space of
the stem cortex. and in the root epidermis near the
cortex (Chelius and Triplett. 2000). The nitrogenase
reductase of K. pnewmoniae was detected with anti-
bodies in maize plants amended with a carbon source
(Chelius and Triplett, 2000) and these bacteria have
been tested as maize inoculants in the US. (Tripleu.
pers. comm.).

Rhizobia have been safely used as plant inocu-
lants in agriculture for more than a hundred years.
Rhizobium spp. and Azorhizobium caulinodans have
been found to colonize endophytically both legumes
(O'Callaghan et al.. 1999) and non-legumes (Engel-
hardt et al.. 2000: Gough et al., 1997: Gutiérrez-
Zamora and Martinez-Romero, 2001: O’Callaghan
et al.. 2000: Yanni et al.. 1997) promoting plant
growth in some cases. Rhizobium undicola was isol-
ated from Neptunia natans in Senegal and described
as a novel genus Allorhizobium, closely related to
Agrobacterium and capable of effectively nodulating
Acacia spp and Faidherbia albida (de Lajudie el al.,
1998). Recently Allorhizobium has been emended to
become Rhizobium (Young et al., 2001). The differ-
ences among FSR19 and Rhizobium undicola suggest
that they may belong to different but related species.
The isolation method that we used was not designed
to select for Rhizobium and that may explain why we
obtained very few Rhizobium isolates since Rhizobium
strains do not normally fix nitrogen in free-living con-
ditions not even in semigelified medium used for other
diazotrophs. The fact that they were able to colonize
banana tissues in good numbers and had plant growth
promotion effects indicates that they are adapted to
these conditions. These isolates originally detected in
semisolid medium for their capacity to reduce acel-
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ylene were subsequently found not to fix nitrogen
in the same medium as expected for all rhizobia. In
spite of the fact that Rhizobium spp. do not fix ni-
trogen in these conditions. our interpretation is that
F5R. A3R3 and FSH16b have not lost the capacity to
fix nitrogen: furthermore, a plasmid with nif{ genes
was found to be stably maintained (not shown). In
contrast. in subsequent subcultures, group I and [l isol-
ates and Klebsiella isolates were found to reproducibly
fix mitrogen in free living cultures even those giving
ethylene production less than 50 nmol/hr/culiure.

Rhizobia colonization to non-legumes seems 1o be
promoted by a close physical association of legumes
and non-legumes in some agriculiural fields (Yanni
et al., 1997). In this regard. native Acacia spp. trees
are abundant in the banana crop area in Colima where
banana endophytic rhizobia were encountered.

The endophytic populations that we isolated,
namely y-Proteobacteria and Rhizobium, are certainly
different from the fi-Proteobacteria (Burkholderia and
Herbaspirillum) and Ochrobactrum-related bacteria
obtained in Brazil as banana associated bacteria (Cruz
et al.. 2001: Weber et al., 1999). This may be in rela-
tion to the differences in media used and the bacterial
isolation procedure but the effects of the different plant
genotypes. the regional endophytic populations and
the environmental conditions can not be discarded o
account for the different results obtained.
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RESULTADOS ADICIONALES

2.1) Colonizacion

Los aislados bacterianos, endofitos de plantas de platano caracterizados como especies de
los géneros Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter y Rhizobium (ver articulo) fueron probados
para determinar su capacidad de colonizar la planta hospedera de la cual fueron aisladas. En esta
prueba se utilizaron plantulas provenientes de cultivo de tejidos con el fin de utilizar plantulas
libres de microorganismos y determinar la colonizacion y el efecto sobre el desarrollo de la
planta de platano por parte de la bacteria inoculada.

Para esto se realizo previamente una prueba, esterilizando la superficie de las plantulas
de cultivo de tejidos de donde se obtuvo un extracto, el cual fue inoculado sobre placas de medio
de cultivo MacConkey en donde se observé un ligero crecimiento de un tipo de colonia
bacteriana la cual present6 caracteristicas morfologicas diferentes a los aislados de platano a
probar, ademas no se observé crecimiento bacteriano en el 70% de las plantulas analizadas.
Estos datos nos indicaron que este tipo de plantulas fueron las adecuadas para la prueba de
colonizacion bacteriana.

Se inocularon los aislados enddfitos de platano en la raiz de plantulas estériles
provenientes de cultivo de tejidos y éstas se establecieron para su desarrollo en macetas y
matraces utilizando vermiculita como soporte, manteniéndolas en condiciones de invernadero.

Después de un mes de desarrollo de las plantas, estas se analizaron mediante la
esterilizacion de la superficie de las mismas, macerando la parte aérea y la raiz, obteniendo el
extracto respectivo. Las bacterias reaisladas fueron identificadas por su morfologia sobre placas
de medio de cultivo PY y MacConkey y por su resistencia a antibiéticos en el caso de los
aislados de Rhizobium. El numero de unidades formadoras de colonias (UFC) recuperadas del
interior fue de 10° a 10° bacterias por gramo de peso fresco para el caso de las enterobacterias y
de 10°-10 bacterias por gramo de peso fresco para plantas inoculadas con aislados del grupo de
Rhizobium. Las plantas no inoculadas (controles) no presentaron aislados semejantes al grupo de
Enterobacter, Citrobacter y Rhizobium, pero algunas colonias se asemejaron a aislados de
Klebsiella, muy parecidas a la cepa 6A2, ademas se observd una bacteria con caracteristicas

diferentes a las mencionadas pero esta no fue analizada.
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Los aislados inoculados se recuperaron del interior de las plantas de platano, indicando

que éstos aislados tienen la capacidad de colonizar el hospedero inicial, del cual fueron aislados.

2.2) Efectos de la inoculacion en plantas de pliatano

2.2.1) Condiciones de laboratorio

Ademas de analizar la capacidad de colonizacion de los aislados se determind su efecto
sobre el desarrollo de las plantas de platano. Para esto se inocularon plantulas de platano estériles
provenientes de cultivo de tejidos a nivel de raiz.

Las plantulas utilizadas para este analisis provenian de dos condiciones, unas tratadas con
gentamicina y otras no tratadas con el antibiético. El tratamiento con gentamicina se realizé para
“limpiar” a las plantulas completamente de bacterias y de esta manera observar claramente que
los efectos sobre la planta se deben a las bacterias inoculadas.

Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de laboratorio y después de cinco meses
de desarrollo se determiné el peso fresco de la parte aérea y de la raiz, observando que en general
las plantas tratadas con gentamicina mostraron mayor crecimiento que las plantas derivadas de
cultivo de tejidos sin adicionar el antibiético (ver Fig. 1), posiblemente porque el antibiético
elimind las bacterias presentes que aparentemente, en cierta medida son patégenas permitiendo
que la planta desarrollara mejor con los indculos aplicados.

De acuerdo con la Fig. 1A se observa que los aislados del grupo de Enterobacter (C1T5,
B5R5) y los relacionados con Rhizobium (F5R19) promovieron el crecimiento de la parte aérea
en comparacion a las plantas controles no inoculadas. Con respecto a la raiz, plantas con
in6culos semejantes a Klebsiella (F2R9) y Rhizobium (F5R19) presentaron mayor peso fresco
con respecto a los controles no inoculados (Fig. 1B).

Con el andlisis estadistico (prueba t de “student”) se observa un incremento
significativo (p<0.05) del peso fresco de la parte aérea en las plantas inoculadas con los aislados
semejantes a Enterobacter (B5RS5) y Rhizobium (F5R19).
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2.2.2) Condiciones de vivero

Para determinar el efecto de estos aislados endéfitos sobre las plantas de platano en las
condiciones naturales de las cuales fueron aislados, se establecio un experimento de vivero en
campos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) de Tecoman, Colima, lugar donde fueron muestreadas las plantas de platano para el
aislamiento inicial de bacterias endéfitas.

En este experimento se evalud el efecto de dos tratamientos de inoculacion, por un lado
se obtuvo un multi-inéculo compuesto con tres de las cepas del grupo de Enterobacter (A4T2,
B5R5, CI1TS) y un segundo tratamiento fue con el aislado semejante a Rhizobium undicola
(F5R19), ademas de que se evaluaron cuatro niveles de fertilizacion nitrogenada, 0 %, 25%, 50%
y 75% de la dosis recomendada (200 Kg N ha™'). Las plantulas utilizadas en este analisis fueron
plantulas estériles provenientes de cultivo de tejidos (1 mes) y plantulas de cultivo de tejidos en
etapa de aclimatacion (2 meses).

Los parametros analizados fueron peso fresco, peso seco, nimero de hojas, longitud de
tallo y contenido de nitrogeno total, observando que los resultados obtenidos no fueron
significativos de acuerdo al analisis estadistico, esto es que los datos obtenidos de las plantas

control (no inoculadas) fueron semejantes a las plantas inoculadas.
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FIG 1.Efecto de los indculos sobre la biomasa (peso fresco) de las plantas.
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Resumen

Bacterias muy cercanas genéticamente pueden presentar comportamientos diversos.
Mientras unas son patogenas otras son inocuas o benéficas. En algunos casos estas diferencias se
explican por la presencia de islas de patogenicidad o de genes de virulencia en elementos
moviles. En otros, como en Klebsiella esta distincion es menos clara. Las Klebsiella se aislan
frecuentemente de plantas y cepas de Klebsiella pneumoniae de maiz se han utilizado en
experimentos de campo mejorando el desarrollo de las plantas. Las bacterias del género
Klebsiella de origen clinico o ambiental (del agua) parecen ser igualmente virulentas. Se
desconocen en gran medida los determinantes genéticos que estan involucrados en la interaccion
de Klebsiella con animales o plantas. En otras bacterias como en Rhizobium la informacion
genética para interaccionar con plantas, formar nodulos y fijar nitrégeno se encuentra en
plasmidos o islas simbidticas que pueden perderse o transferirse entre bacterias. La transferencia
natural de la informacion genética para la nodulacion es la que explica que también existan f3-
Proteobacterias de los géneros Ralstonia y Burkholderia con capacidad para nodular
leguminosas. En estos géneros existen patogenos de humanos o de plantas o también bacterias
del suelo. Ochrobactrum y Brucella son dos géneros relacionados genéticamente con diferente
grado de patogenicidad. Brucella es un patogeno agresivo de mamiferos, mientras que
Ochrobactrum es un patdgeno oportunista que se encuentra frecuentemente asociado a plantas.
Hay genes que en Brucella se requieren para virulencia mientras que en Rhizobium se requieren
para simbiosis con plantas. Otros factores comunes entre simbiontes y patogenos para
interaccionar con sus hospederos son los pilis y fimbrias para adherirse, los sistemas de secrecion
y algunos sistemas de dos componentes, estos pudieran predisponer a algunos simbiontes para

convertirse en patogenos. Existe un gran desconocimiento de como y cuando pueda ocurrir esto.
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Closely related bacteria may show very different behaviors. While son%%é%{g{'ia are
pathogenic. others are harmless or even beneficial. In some cases these differences can be
explained by the presence of pathogenicity islands or mobile elements with virulence genes. In
other cases, as in Klebsiella, the distinction is less clear. Klebsiella are frequently isolated from
plants and Klebsiella strains from maize have been used in field experiments improving plant
development. Klebsiella are similarly virulent no matter if the isolates are clinical or
environmental (from water). The genetic determinants that are involved in plant- or animal-
Klebsiella interactions are unknown. In other bacteria, such as rhizobia (a-Proteobacteria). the
genetic information needed to interact with plants is found in plasmids or symbiotic islands that
can be lost or transferred between bacteria. Natural transfer of genetic information for nodulation
explains why Ralstonia and Burkholderia, B-Proteobacteria, are able to nodulate legumes. These
bacterial genera comprise human and plant pathogens as well as soil bacteria. Two genetically
close bacteria, Ochrobactrum and Brucella show a different degree of pathogenicity. While
Brucella is an agressive mammal pathogen Ochrobactrum is only an opportunistic pathogen
frequently found associated to plants. Some genes that are required for virulence in Brucella, are
required in Rhizobium to establish symbiosis with plants. Other common factors from pathogens
and symbionts involved in host interaction are pilis and fimbriae for attachment secretion
systems and some two component systems and these may predispose some symbionts to become

pathogens, there is a lack of knowledge of how and when may this occur.



2

s

Lh

2
ad

L
§

12
wn

Introduccion

Existen numerosos casos de bacterias cercanamente relacionadas que tienen
comportamientos (fenotipos) muy distintos. Mientras unas son benéficas (mutualistas) o inocuas.
otras son patogenas, no solo de plantas sino también de humanos. A estas bacterias se les
encuentra en las a o B o y Proteobacterias, en las Gram positivas y también en Flavobacterium y
Sphingobacterium de la division CFB de Bacteria. En las arqueas no se han detectado patogenos.

La disyuntiva simbionte-patogeno se explica en buena parte, en algunas bacterias,
incluyendo la bien estudiada Escherichia coli, por la presencia de paquetes de genes de

6. 87.99 s s &
$7.99 pero también el ambiente es determinante

patogenicidad, llamados islas de patogenicidad
en que una bacteria se establezca como patégeno o no. Asi por ejemplo las cepas de E. coli
uropatogénicas que causan infecciones en vias urinarias, no son patogenas en el intestino. En el
famoso Bacillus anthracis (agente causal del antrax) una isla de patogenicidad en un plasmido
codifica la toxina letal para humanos®’. También existen islas de patogenicidad en Helicobacter

10,35.51
' y en otras.

pylori, causante de gastritis y cancer géstricoss, en Salmonella

En cambio en Pseudomonas aeruginosa los genes de virulencia se encuentran dispersos
en el genoma, parece no existir diferencias genéticas claras o islas de patogenicidad que
distingan a los aislamientos clinicos de los ambientales y se considera que todas estas bacterias
son patogenos potenciales para el ser humano® pero recientemente se ha reconocido una
pequefia isla genémica en P. aeruginosa que determina la glucosilacion del flagelo y que se
encuentra en ciertas cepas patogenas’. Hay cepas de P. aeruginosa que son patogenas de plantas,
de mamiferos y de invertebrados como Caenorhabditis elegans. P. aeruginosa es un agente
etiologico importante en infecciones oportunistas intrahospitalarias y ha atraido un gran interés
recientemente porque infecta los pulmones de pacientes con fibrosis quistica y porque tiene
potencial biotecnolégico y en biorremediacion®.

En este articulo revisaremos la relacion de las Klebsiella clinicas con los aislamientos de

agua o de plantas asi como también los rhizobia, simbiontes o patogenos de plantas y

Ochrobactrum clinicos y ambientales en relacion con Brucella, patogeno de mamiferos. Ademas
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se discutiran las B-Proteobacterias que nodulan plantas leguminosas, de los géneros Burkholderia
v Ralstonia que se encuentran inmersas entre bacterias del suelo o patdégenos de humanos y
plantas.

Los enfoques moleculares han permitido clarificar las relaciones genéticas entre las
bacterias. Las secuencias de los genes ribosomales y mas recientemente de diversos genes se han
utilizado para elaborar reconstrucciones de arboles que tratan de reflejar las relaciones y
filogenias entre bacterias y es en el marco de referencia de estas relaciones genéticas que
podemos situar a los patdégenos o a los simbiontes y compararlos para poder obtener los
determinantes genéticos involucrados en cada tipo de interaccion.

Klebsiella

Las bacterias del género Klebsiella se han encontrado cada vez con mayor frecuencia
asociadas a septicemia, neumonia en infecciones urinarias intrahospitalarias. Se estima que un
8% de estas infecciones en EEUU y en Europa son causadas por Klebsiella, principalmente de
las especies K. pneumoniae y K. oxytoca’". Klebsiella coloniza las mucosas de los mamiferos. En
los humanos se encuentran en los epitelios de la nariz, faringe y en el tracto intestinal’. También
se les ha asociado con artritis en humanos, con mastitis en bovinos®%, con rinitis cronica atréfica
y hasta con diarreas hemorragicas o infecciones fatales. Se ha propuesto inmunizar a las personas
de alto riesgo contra la Kiebsiella™".

Historicamente las especies de Klebsiella, como las de muchas otras bacterias, se
establecieron basandose en su patologia o en su origen y ha prevalecido una gran confusién en su
nomenclatura®® ** "' El género Klebsiella se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza,
como en el agua, en suelos y plantas y también en desagiies y se piensa que la colonizacion en
humanos ocurre a partir de diversas fuentes”’.

En las plantas Klebsiella no causa enfermedades. Es de notar que las Kiebsiella
pneumoniae aun de origen clinico, K. oxytoca y K. planticola son fijadores de nitrogeno (datos
de nuestro laboratorio indican que K. rerrigena también es fijadora de nitrégeno) y es muy

comun que bacterias fijadoras de niwrogeno se encuentren asociadas con plantas. El interés de

L
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estudiar bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas a plantas es el que las bacterias proporcionen
a las plantas parte del nitrégeno que requieren y que no se necesite utilizar tan altas cantidades de
fertilizantes quimicos en los cultivos agricolas'® ** Se ha demostrado que cepas de K.

I g y .
"""y que dentro de sus raices las bacterias producen la enzima

prneumoniae entran al maiz
nitrogenasa encargada de la fijacion de nitrogeno'? y que fijan nitrégeno en trigo mientras que en
maiz solo si se les provee de una fuente adicional de carbono'?. Se han realizado experimentos
de inoculacion de maiz liberando K. pneumoniae en campos agricolas en EE.UU. Se ha descrito
que la utilizacion de 5-cetogluconato distingue a las cepas de Klebsiella pneumoniae ambientales
de las clinicas y que las ambientales no tienen cépsulas tipo Kla K6>. En un enfoque mas
dirigido, se encontraron factores de virulencia como hemaglutininas, los sideréforos enterobactin
y aerobactin, polisacaridos capsulares y pilis, tanto en cepas clinicas como en bacterias de K.
pneumoniae aisladas de aguas superficiales. Esto significaria que estos aislados ambientales de
K. pneumoniae no son menos virulentos que los clinicos’’. Esto ya se habia observado en otros
aislados de agua y clinicos que fueron igualmente virulentos para matar ratones’’. Se ha
encontrado que cepas de Klebsiella patogénicas son capaces de colonizar superficies vegetales de
papa y lechuga®® y se ha discutido que las plantas pudieran ser reservorios de Klebsiella
oportunistas. Los factores de virulencia si se encontraron con menos frecuencia en los aislados
de K. oxytoca y K. planticola en las aguas referidas anteriormente’’.

Mientras que la mayoria de los aislados clinicos pertenecen a K. pneumoniae, K.
oxytoca y a K. granulomatis (que se supone es el agente causante de la donovanosis, una
ulceracion genital), es menor la proporcion de éstos que corresponde a K. rerrigena y K
planticola. Sin embargo, K. planticola representa un 8-19% de los aislados clinicos de Klebsiella
y K. terrigena un 0.4% de éstos®. Cepas de K. planticola han sido aisladas de arroz™. Por otro
lado se ha encontrado que K. planticola y K. ornithinolytica son las bacterias que causan
envenenamiento al comer pescado descompuesto que contiene grandes cantidades de histamina
producida por estas bacterias™’.

Un diagrama de las re.aciones genéticas entre especies de Klebsiella que se derivan del

e
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analisis de las secuencias de algunos genes utilizados como marcadores moleculares en este caso
ejemplificados por gyrd que codifica para la subunidad A de la DNA girasa y par(C el cual
codifica para la subunidad C de la topoisomerasa IV se presenta en la Fig. 1 y parece observarse
que se distinguen en linajes separados (pero cercanos) las bacterias con los diferentes grados de
virulencia que hemos asignado de acuerdo a la presencia de determinantes de virulencia "’ 0 a la
frecuencia infectiva®.

La virulencia de K. preumoniae esta relacionada a su capacidad de adquirir fierro ya
que se increment6 cuando se le transfirieron a una cepa los genes para la produccion del
sideréforo aerobactin y de su receptor. Estos genes se encuentran localizados en un plasmido de
180 Kb en K. pneumom’ae“’. De igual manera se ha observado que la alta concentracion de fierro
en la sangre estimula la virulencia de K. pneumoniae en raton®. En un bajo porcentaje de cepas
de Klebsiella pneumoniae (de las tres subespecies), de K. oxytoca y de K. planticola se ha
encontrado la isla de alta patogenicidad de Yersinia spp. que codifica para la produccion del
sideroforo yersiniabactin, su regulacion y su receptor que determinan virulencia tanto en ratones
como humanos. En Klebsiella estos genes pueden servir para obtener hierro y parece ser que esta
isla no es un factor de virulencia en Kiebsiella excepto tal vez en los casos de pacientes
inmunocomprometidos® 7.

En Klebsiella spp. se desconoce si existen otras islas de patogenicidad y tampoco cudles
son los determinantes genéticos que condicionan la interaccion con las plantas. Estos ultimos
pudieran ser plasmidicos o cromosomales y participar en la interaccion con los humanos. Se han
observado plasmidos tanto en aislamientos clinicos (Jesus Silva, comunicacion personal) como
en bacterias aisladas de plantas. En una cepa obtenida del interior de platano se observaron 3
plasmidos con tamaifios de 210 kb, 110 kb y 100 kb que no portan los genes de nitrogenasa nif.
Por otro lado, se ha observado que las Klebsiella de plantas son resistentes a acido nalidixico,
carbenicilina, eritromicina y sensibles a carbenicilina en presencia de acido clavulanico. sin
embargo son menos resistentes a algunos otros antibidticos a los que las klebsiellas clinicas son

resistentes ya que poseen P-lactamasa; de amplio espectro codificadas en plasmidos™. Es
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interesante notar que un pariente cercano de Klebsiella, Erwinia herbicola, es un patogeno de
plantas y su patogenicidad depende de plasmidos que portan islas de patogenicidad, seria
interesante determinar si estos plasmidos de Erwinia existen en Klebsiella.

Rhizobia

Desde hace varios afos se ha reconocido que las bacterias patogénicas de plantas (que
forman tumores en los tallos o excesivo crecimiento de raices) y las bacterias simbioticas,
fijadoras de nitrogeno se encuentran muy cercanamente relacionadas, tanto que se ha sugerido en
varias ocasiones que se les consideren dentro del mismo género’ 7. Sélo recientemente se
planteé una propuesta formal para unificar los géneros Agrobacterium y Rhizobium dentro del

103 . : < ¥ - 21
, sin embargo esta propuesta no ha sido apoyada por varios investigadores

género Rhizobium
a pesar de que los argumentos biologicos apuntan en la direccién de que se trata de un solo
génerozs.

En los arboles filogenéticos basados en los genes 16S ribosomales pero también en los
genes de la atpasa (afpD) y genes involucrados en recombinacion (recA) se observa a las
especies simbibticas y patogénicas entremezcladas (Fig. 1). También las simbidticas se
encuentran alternando con bacterias no simbidticas (que no son patégenas), €stas se han descrito

54, 80, 84

dentro de los géneros Sinorhizobium '®, Rhizobium y Mesorhizobium **. Estas bacterias no

simbidticas carecen de plasmidos simbidticos o de la informacion genética para nodular, y

pueden convertirse en simbiontes al readquirir un plasmido simbiético™ *

o la informacion para
nodulacién y fijacion de nitrégeno contenida en lo que se ha llamado una isla simbidtica con
localizacion cromosomal®’.

Asi también es la presencia de un plasmido simbidtico o de un plasmido de
tumorogénesis (Ti o Ri) lo que explica en buena medida los diferentes fenotipos en rhizobia.
Llama la atencion que genes fix y nif se hayan encontrado en cepas patogénicas formadoras de
tumores y se ha discutido que las cepas patogénicas surgieran de las fijadoras de nitrogeno®'. Se

sabe que estos plasmidos pueden ser transferidos de una bacteria a otra tanto en el laboratorio

como en el campo. Las bacterias formadoras de tumores al perder el plasmido Ti o Ri se vuelven

Ll
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inocuas. Este proceso ocurre en la naturaleza o en el laboratorio. Estas cepas pueden ser
receptoras de plasmidos incluyendo los simbidticos y usandolas hemos convertido en
experimentos de laboratorio a un patégeno en un simbionte capaz de formar nédulos fijadores de
nitrégeno en plantas de frijol™.

Rhizobium tropici es una bacteria que forma nodulos en un buen nimero de especies
leguminosas®’ y que se ha utilizado exitosamente como inoculante en Brasil*2. No sélo por la

100. 192 ino también de citrato sintasa (Hernandez-Lucas et

secuencia de los genes ribosomales
al., en preparacion), homologia ADN-ADN vy tolerancia a la acidez®, el pariente mas cercano de
R. tropici es [Agrobacterium] rhizogenes que provoca la proliferacion tumoral de raices en
plantas. Es mads, en [A4.] rhizogenes se encuentran los genes reu (datos no publicados),
originalmente descritos en R. frop:’ciﬂ que estan involucrados en el transporte de compuestos
exudados por las raices de frijol. Las bacterias de A. rhizogenes al adquirir el plasmido
simbidtico de R. tropici se convierten en simbiontes, pero por retener el plasmido Ri, son a la vez
patégenos y simbiontes (Martinez-Romero, datos no publicados).

A su vez, cepas de Rhizobium que normalmente nodulan y fijan nitrégeno en frijol
pueden volverse patogenos y formar tumores en tallos al adquirir el plasmido Ti***’. Tanto los
patégenos convertidos a simbiontes como los simbiontes convertidos a patégenos son menos
eficientes en formar nédulos y fijar nitrogeno o en formar tumores que las cepas originales*': ¥
94.

Los genomas completos de las rhizobia han revelado que existen grandes similitudes
entre los diferentes géneros simbiontes (Rhizobium y Mesorhizobium) y patégenos
(Agrobacterium)'”' y se ha reconocido un genoma ancestral de Sinorhizobium y Mesorhizobium
que pudo existir hace 400-500 millones de afios™. En ese momento las plantas terrestres estaban
surgiendo y pudiera ser que estas bacterias han estado asociadas a las raices de las plantas
durante largos periodos antes de adquirir fenotipos diversos. La capacidad de nodulacién de estas

bacterias debe haber surgido posterior a la aparicion de las leguminosas que son sus hospederos

y seguramente la nodulacion dispar6 la radiacion de especies de rhizobia. El tiempo de origen de

36



20

21

22

23

24

25

26

27

las leguminosas se desconoce pero ya estaban divergiendo hace 65 millones de afios, por lo que
esta familia debe ser mas antigua a pesar de que algunas especies (incluyendo las de clima
templado) sean mas recientes” ”°. Hasta el momento no hay manera de fechar cuando aparecio6 la
nodulacién ni la tumorogénesis.

Por otro lado los genomas de rhizobia han mostrado diferencias importantes que ataiien
no sblo al tamafio del cromosoma sino también a su organizacion y secuencias. En
[Agrobacterium tumefaciens] existe un cromosoma lineal que no se sabe si se encuentre también
en otras rhizobia pero se sabe que existe en las cepas de [A. tumefaciens] que se han encontrado
causando infecciones (aunque muy raramente) en humanos (Goodner, comunicacion personal).
Sin embargo, no se ha realizado la comparacién de [Agrobacterium] tumefaciens con cepas
simbioticas (de Rhizobium galegae, R. huautlense, [Alo)rhizobium undicola,"’ y Rhizobium
spp.'* *®) que son las mas cercanas con [A. tumefaciens]. Datos de nuestro laboratorio indican
que una de estas cepas tiene una organizacion genémica que pudiera ser semejante a
Agrobacterium y el mismo numero de copias ribosomales que éste (datos no publicados).

Las cepas nodulantes mas cercanas a [Agrobacterium)] tumefaciens se han aislado de
nodulos de soya en Paraguay'" y nédulos de la planta Neptunia natans en Africa'’, asi como
asociada al interior de raices y plantas de platano en Colima, México pero capaces de nodular
acacias en el laboratorio®’. Es el interés de nuestro grupo realizar una comparacién mas extensa
de estas bacterias simbiéticas con sus parientes mas cercanos patogenos de plantas ya que estas
cepas parecen llenar el espacio que aparentemente separa a Rhizobium del antes llamado
Agrobacterium.

Es también la transferencia lateral y la adquisicion de la informacion genética para
nodulacion la que explica la existencia de bacterias simbidticas capaces de nodular en grupos
bacterianos en los cuales no se habian detectado simbiontes formadores de nddulos; éstos son las
B-Proteobacterias. Todo el grupo de rhizobia conocido hasta entonces pertenecia a las o-
Proteobacterias. Se han encontrado tanto especies de Burholderia®® ahora designadas B.

297

“tuberum™ y B. “phymatum™®’ como de Ralstonia taiwanensis"* con plasmidos que llevan genes
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de nodulacion junto con genes de fijacién de nitrégeno (Boivin, comunicacién personal).
Mientras que los genes nod se asemejan a los de las a-Proteobacterias, los genes nif son
parecidos a genes de otros fijadores de nitrogeno del mismo grupo dentro de las f-
Proteobacterias por lo que se piensa que los genes de nodulacién de rhizobia fueron transferidos
a algunas cepas fijadoras de nitrogeno de Burkholderia y Ralstonia. Curiosamente los genes nif
de estas B-Proteobacterias tienen semejanza al de Azorhizobium caulinodans. La secuenciacion
del plasmido simbiético de Ralstonia arrojara luz sobre el origen de estos plasmidos y esto es un
proyecto que se esta llevando a cabo en Francia (Boivin, comunicacion personal). Dentro de R.
taiwanensis que agrupa cepas que nodulan y fijan nitrégeno en mimosas también se incluye un
aislamiento clinico de un paciente con fibrosis quistica'®. En el género Ralstonia se encuentran
patégenos de diversas plantas, se desconoce hasta el momento si las cepas de Ralstonia que
nodulan leguminosas pudieran ser también patogenas de otras plantas, lo que si se sabe es que
éstas no son patogenos de tabaco (C. Boivin, comunicacion personal).

El género Burkholderia ha recibido gran interés porque las bacterias de la especie B.
cepacia causan graves infecciones en pacientes con fibrosis quistica®. Se ha descrito que los pili
tipo cable sirven para adherirse a los pulmones de estos enfermos™ pero se desconoce si los
aislados de plantas tienen este tipo de pilis. De las 32 especies descritas de Burkholderia un poco
mas del 10% son patogenos de humanos y otro porcentaje parecido se han descrito como
fijadoras de nitrogeno mientras que solo el 5% se han descrito como noduladoras de
leguminosas, pero este porcentaje puede incrementarse porque de leguminosas nativas de Brasil
se han aislado un buen nimero de Burkholderias que atin no se publican (Moreira, comunicacion
personal). Tanto B. cepacia como otras especies de Burkholderia han sido aisladas de plantas de

18, 20

arroz™ *°, de cafa de azicar %, de maiz y de café. Algunas especies de Burkholderia son

20

fijadoras de nitrégeno™ *°, algunas se han encontrado que son benéficas y promueven el

51099 y otras pueden degradar muy eficientemente compuestos

crecimiento de las plantas
contaminantes. Sin embargo se ha propuesto una moratoria para el uso de Burkholderia en la

agricultura por el posible riesgo para la salud”.
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En una historia que se asemeja a las de otras bacterias, en Flavobacterium y
Sphingobacterium se encuentran bacterias de origen clinico o ambiental, algunas de ellas
aisladas como bacterias psicrofilas de la Antartida o del interior del arroz® y hasta no
cultivables®. En los tltimos 50 afios, varias especies de los géneros Flavobacterium y
Sphingobacterium se han encontrado regularmente causando enfermedades en peces y en
humanos, especialmente en infecciones intrahospitalarias o en personas inmunosuprimidas.
Llama la atencion que una de estas bacterias (S. multivorum, aislada de suelo pero que se ha
descrito como patogeno oportunista de humanos) que pertenece a un linaje alejado de las
Proteobacterias sea capaz de expresar un plasmido simbidtico de Rhizobium y formar nédulos en
trébol** *7. Sin embargo nosotros no pudimos transferir el plasmido simbiético de R. tropici a

Sphingobacterium antarcticum (datos no publicados).

Brucella-Ochrobactrum

Brucella es un patdgeno intracelular de mamiferos. La brucelosis se considera el
principal problema agropecuario en el noroeste de México y es endémica en este pais y en paises
subdesarrollados pero se ha erradicado en otros paises. Las especies en Brucella (B. abortus, B.
suis, B. melitensis y otras) se asignaron por el hospedero que infectan pero son tan cercanas entre
si que se argumenta que el género Brucella es monoespecifico®.

Existen publicados los genomas de dos especies de Brucella, B. suis®® y B. melitensis® y
se observan semejanzas importantes con los genomas secuenciados de bacterias simbiontes,
Mesorhizobium huakuii®® (originalmente publicado como M. loti pero realmente la cepa
pertenece a M. huakuii®®), Sinorhizobium meliloti*' y con el patégeno de plantas, [Agrobacterium
tumefaciens]. Hay evidencia que sugiere que Brucella compartié ancestros con rhizobia que es
un simbionte intracelular de plantas y que evolucioné de una bacteria del suelo o que se
encontraba asociada a plantas®®. De igual manera se supone que Mycobacterium tuberculosis

surgi6 de una bacteria del suelo'®.
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Se ha observado similaridad entre algunos genes de Brucella abortus y genes de
rhizobia. Algunos de estos genes tienen un papel simbidtico en Rhizobium, mientras que
participan en virulencia en Brucella, como los genes bac (diferenciacion de bacteroide), con
homélogos de Brucella®. R. meliloti y Brucella comparten la organizacién del gene bac y
aledariios (G. Walker, comunicacion personal). La secuencia de aminoacidos de BacA es similar
al producto del gene sbmA de E. coli*'. Las mutantes de E. coli en sbmA se vuelven resistentes a
microcina B17, un antibiético de tipo peptidico. Las mutantes de Brucella en estos genes no
sobreviven bien en macréfagos y tienen una patogenicidad disminuida en raton’.

Ademas, en Brucella se ha descrito un sistema regulatorio de dos componentes BviR y
BvrS (por Brucella virulencia relacionado) con parecido a los genes chvil-exoS de Sinorhizobium
meliloti y Agrobacterium tumefaciens. Las mutantes de Brucella en estos genes tienen capacidad
reducida para invadir macrofagos y a una linea transformada de células de humano y no se
replican intracelularmente®. Los genes Chvl-exoS se encuentran en el cromosoma en S. meliloti
y en [A. tumefaciens]. ExoS en S. meliloti esta involucrado en regular la produccién de
succinoglucano, se requiere en el establecimiento de la simbiosis y las mutantes en chvl de [A.
tumefaciens) son incapaces de formar tumores en plantas.

El pariente més cercano de Brucella es Ochrobactrum. Los genes 16S ribosomales de
Brucella y Ochrobactrum son 98% idénticos y hasta se pudiera considerar que Brucella y
Ochrobactrum estan dentro del mismo género. Las especies de este género se encuentran como
patdgenos oportunistas en infecciones en humanos o asociadas a plantas o en el suelo o agu.ass.
Hay mas diversidad genética en Ochrobactrum que en Brucella lo que sugiere que Brucella
surgié de Ochrobactrum. El linaje de Ochrobactrum-Brucella se encuentra entre varios otros
géneros de bacterias que se asocian a plantas y pareceria que Ochrobactrum es intermedio entre
un patogeno y un simbionte. La especie de Ochrobactrum mas cercana a Brucella se ha
denominado O. intermedium’®.

En Ochrobactrum al igual que en Rhizobium se encuentran plasmidos de alto peso

molecular*® mientras que en ninguna especie de Brucella se observan plasmidos’. En nuestro
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laboratorio hemos transferido los plasmidos simbidticos de R. tropici a Ochrobactrum anthropi 'y
a Brucella melitensis. Las cepas de Ochrobactrum al adquirir estos plasmidos se convirtieron en
bacterias capaces de nodular y fijar nitrégeno en plantas de frijol pero las de Brucella solo fueron
capaces de inducir escasas protuberancias que no fijan nitrogeno en las raices de frijol (Rogel et
al., datos no publicados). Parece que en Brucella la evolucion hacia un patdgeno agresivo
significo sacrificar determinantes genéticos requeridos en la colonizacion de plantas, pero aun asi
las brucelas son capaces de sobrevivir bien en las raices de plantas de frijol (datos no publicados

de nuestro laboratorio) y se sabe que también sobreviven en el suelo.

Conclusiones y perspectivas
Bacterias del grupo Burkholderia cepacia que representan un riesgo para la salud se
encuentran normalmente asociadas a maiz en Europa > '° y Salmonella y E. coli se han

U2 ¢ 2 En bacterias como en

encontrado asociados a germinados de alfalfa en EE.U
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis los pili tipo 4 son factores de
virulencia que juegan un papel esencial en la adherencia y en la colonizacién de la superficie de
sus hospederos, sorprendentemente este tipo de pilis también se requieren para la adhesion a las
células vegetales de una B-Proteobacteria, Azoarcus' que es considerada benéfica, que fija
nitrégeno y que se asocia a plantas y a hongos®. En la interaccién de algunas cepas de
Rhizobium con plantas, se necesita la funcién del sistema de secrecion tipo III, este es bien
conocido en varias bacterias patégenas de plantas y animales para inyectar proteinas a sus
hospederos. Las mutantes pierden virulencia e incluso se han propuesto a los componentes de
este sistema de secrecion como un blanco para antimicrobianos.

Pareceria que existe una predisposicion genética en las bacterias que colonizan plantas

36, 56

para infectar animales y que genes o paquetes discretos de genes que se pueden facilmente

perder o adquirir de bacterias filogenéticamente lejanas o cercanas, pueden alterar drasticamente
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el comportamiento bacteriano y determinar que miembros de un grupo opten por ser patdgenos o
simbiontes en sus diferentes modalidades.

Aun no se entienden bien los mecanismos moleculares y las ventajas selectivas que
llevan a la evolucién de la patogenicidad. Parece que la transferencia lateral es un proceso
continuo y que las islas de patogenicidad estan en constante evolucién, como también parecen
estarlo las islas de simbiosis y los plasmidos simbidticos en los que parecen ensayarse diferentes
combinaciones de genes. Ademas de estos elementos méviles, los fagos pueden participar en la
evolucion y transferencia de factores de virulencia”. Los caminos hacia la patogenicidad
también pueden ser graduales mediante sucesivas adiciones de genes que explicarian los
diferentes grados de virulencia que se encuentran en algunas bacterias cercanas genéticamente,
Las adquisiciones de estos genes pueden rastrearse en el marco de los arboles filogenéticos los
cuales son mas so6lidos en la medida en que mejor reflejen el marco genémico comin que
constituye una especie. Los genomas secuenciados de bacterias emparentadas pero con fenotipos
opuestos son de una utilidad invaluable para entender la evolucién de la patogenicidad y sus
bases genéticas”, pero los caminos hacia la patogenicidad pueden ser mas sutiles que esto.
Cambios en la expresion de genes comunes entre simbiontes y patégenos o mutaciones puntuales
pueden determinar que una bacteria sea patégena o no®. Dado el gran desconocimiento que
existe de las interacciones entre microorganismos, de la frecuencia de transferencia lateral de
informaci6én genética en condiciones naturales y de sus consecuencias adaptativas no podemos
predecir cudndo o cémo surgird un nuevo patégeno o un patdgeno conocido con una
patogenicidad exacerbada. Una de las ultimas clonas epidémicas de Vibrio cholera corresponde a
un finaje que se consideraba ambiental. En V. cholera hay cepas patogénicas y no patogénicas".
Yersinia pestis, agente causal de la peste surgi6 de Y. pseudotuberculosis hace aproximadamente
1500 afios. La diferencia en patogenicidad se atribuye a dos plasmidos uno de los cuales codifica
para una fosfolipasa necesaria para la transmisién por pulgas " 9,

Con los numerosos ejemplos revisados en los que bacterias cercanamente relacionadas

presentan fenotipos contrastantes, se hace evidente la capacidad de las bacterias de adaptacion

42



20

21

22

23

24

25

26

27

rapida para colonizar nuevos

nichos y comportarse en algunos casos como patogenos, los

mecanismos mas comunes que hemos enfatizado son debidos a la transferencia lateral de

informacion genética.
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Klebsiella terrigena -

K. planticola / K. onithinolytica +

K. oxytoca ++

K oxytocall ++

K. pneumoniae | +++

K. pneumoniae 11 +

K. pneumoniae 111 +

Escherichia coli

El nimero de + es correlativo al grado de patogenicidad.

Fig. 1. Relaciones genéticas entre especies de Klebsiella derivado del analisis de las
secuencias de los genes gyrd y parC.



DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En la investigacion sobre fijacion de nitrogeno se han contemplado dos caminos distintos
para que las plantas no-leguminosas fijen nitrogeno. Uno es la modificacion genética de éstas
generando plantas transgénicas que porten genes nif'y fix. El otro es la utilizacién de organismos
fijadores de nitrogeno que puedan aportar a las plantas el nitrogeno que requieren. De las
bacterias fijadoras de nitrogeno asociadas a plantas, las enddfitas generaron grandes expectativas
y abrieron un nuevo capitulo en la investigacion sobre fijacién de nitrégeno por lo que
investigadores de todo el mundo se avocaron a su estudio. Después de algunos afios el
entusiasmo se ha tornado un poco en escepticismo y se ha generado una gran duda si las
bacterias asociadas pueden contribuir sustancialmente con nitrégeno fijado a las plantas.

Al momento de iniciar esta tesis no existia ningun reporte sobre bacterias endofitas de
platano. Escogimos platano por su importancia alimenticia, valor comercial y por los problemas
que existen en el cultivo de esta planta, entre ellos las graves infecciones por hongos. Debido a
lo anterior se probaron varios de los aislamientos que se obtuvieron para determinar su efectos
como supresores del hongo patégeno Mycosphaerella fijiensis y aunque se identificaron algunos
de los candidatos para inhibir a este hongo se decidi6é no continuar con esta parte del proyecto v
el esfuerzo se centrd en la identificacion de los fijadores de nitrogeno.

Mientras este proyecto estaba en curso se reporto el aislamiento de endofitos de platano
en Brasil (27). Estos son muy diferentes a las poblaciones que nosotros encontramos, mientras
que ellos identifican Herbaspirillum, Burkholderia y Ochrobactrum, nosotros encontramos
principalmente enterobacterias y esporadicamente rhizobia. Entre las posibles explicaciones
para obtener diferentes especies bacterianas a las del grupo de Brasil, destacan las diferentes
variedades de platano utilizadas, las diferentes poblaciones nativas de bacterias existentes en
ambos paises y las condiciones ambientales incluyendo temperatura, humedad y tipo de suelo asi
como los procedimientos y medios usados en el aislamiento de las bacterias. Cabe recalcar que
los aislamientos brasilefios no son de plantas esterilizadas en la superficie.

En otras plantas incluyendo maiz y cafia de azucar es muy comun encontrar
enterobacterias (J. Caballero, comunicacion personal). Del interior del maiz se ha aislado
Klebsiella que se ha empezado a estudiar ampliamente incluyendo un proyecto gendmico parcial.

De acuerdo a la informacion proporcionada por el Dr. Triplett, estas bacterias corresponden a K.
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pneumoniae.

En este trabajo identificamos dos tipos de Klebsiella tanto por sus caracteristicas
morfologicas como por sus patrones de enzimas metabolicas, pero estas diferencias no fueron
claras en los porcentajes de hibridacion de ADN total. Bajo este ultimo criterio los dos grupos se
parecen, pues la cepa 6A2 present6 un alto nivel de hibridacion (40%) con otros aislados de maiz
y de cafa de azicar que se agrupan con los aislados de platano de otro grupo morfolégico. El
nivel de hibridacion del ADN de 6A2 con K. pneumoniae fue de sélo el 30%, sin embargo estas
cepas son parecidas en sus perfiles de enzimas metabdlicas y claramente distinguibles del otro
grupo morfologico representado por F2R9 (Fig. 1, del articulo). Las discrepancias en los
resultados derivados de metodologias usadas en sistemdtica bacteriana, se han observado
frecuentemente (29) y es dificil distinguir cual es el criterio que indica la relacién mas certera.
Ante la incapacidad de lidiar con estas discrepancias, se aduce la existencia de transferencia
lateral y recombinacion en la informacion genética.

A reserva de analizar mas aislados clinicos con enzimas metabélicas, pareceria que los
aislados clinicos aqui representados por la cepa tipo de K. pneumoniae pudiera ser un linaje
limitado dentro de toda la diversidad de especies de Klebsiella de plantas y del ambiente (ver
dendrograma Fig. 1). Esta hipotesis nos gustaria probarla analizando los electroferotipos de un
buen numero de aislamientos clinicos. También seria interesante determinar si las cepas clinicas
son capaces de colonizar plantas.

La situacion taxonémica de los otros aislados de platano tanto del grupo I como de
rhizobia también es discutible. El grupo I fue el mas frecuentemente aislado y tienen
caracteristicas de Enferobacter cloacae. Bacterias atribuidas a esta especie fueron aisladas de
plantas de arroz y se reporté que estimulan el crecimiento vegetal, sin embargo la caracterizacion
fue muy limitada y solo se baso en pruebas bioquimicas muy generales. Como dato curioso, del
interior del tracto digestivo de termitas se han aislado Enterobacter fijadoras de nitrogeno (12).
Si nosotros no hubiéramos realizado el andlisis de la secuencia del gen rpoB, seguramente
también hubiéramos concluido que se trataba de Enterobacter cloacae. Como es muy
considerable la separacion de las cepas del grupo 1 por la secuencia del rpoB preferimos
posponer su clasificacion en espera de mas datos. No solamente se ha utilizado rpoB para
establecer filogenias de enterobacterias sino también de Mycobacterium (24) y de cianobacterias

(37), tal vez convendria secuenciar otros genes de estas bacterias. También requerimos conseguir
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la cepa tipo y cepas de referencia de E. cloacae para poder hacer las comparaciones pertinentes
de fenotipos, hibridacion ADN-ADN, etc.

Algunas cepas del grupo de Rhizobium se situaron claramente cercanos a R. undicola por
el parecido de sus secuencias, patrones de restriccion del gen 168 ribosomal y por sus perfiles de
enzimas metabolicas. Sin embargo, los bajos niveles de hibridacion de ADN total sugieren que
pudiera tratarse de especies diferentes, esto se tendrd que analizar con mas detalle, porque para
proponer una nueva especie se requieren otras cepas. Desafortunadamente sélo contamos con
tres cepas de este tipo pues no logramos obtener mas usando Acacias como plantas trampa en
experimentos posteriores de inoculacion con macerados de platano. La especie R. undicola se
propuso originalmente como perteneciente a un nuevo género Allorhizobium.
independientemente de Rhizobium y Agrobacterium pero con caracteristicas de ambas. A
semejanza de Rhizobium, las cepas de R. undicola son capaces de nodular y fijar nitrégeno en
leguminosas, son semejantes a Agrobacterium por su secuencia de genes ribosomales, pero
constituyen un linaje independiente. En la propuesta de unificacion de Rhizobium v
Agrobacterium, Allorhizobium undicola quedé comprendido dentro de Rhizobium.

R. undicola fue aislada de nodulos de la leguminosa tropical Neptunia natans que crece
en zonas inundadas de Senegal en Africa. Es interesante que las bacterias mas cercanas a R.
undicola son las aisladas de platano en Colima. En platano no hay una presion de seleccidn para
que la bacteria presente genes de nodulacién por lo que pensamos que el pldsmido simbiético en
este fondo genético bacteriano debe ser mas o menos estable y tal vez no representa una
transferencia reciente. Para probar esta hipotesis estamos por determinar la secuencia de los
genes nif de estas cepas y su estabilidad en subcultivos. Como se mencioné en el articulo
presentado las cepas de Rhizobium de platano son capaces de nodular Acacia farnesiana, ademas
sabemos que como Agrobacterium las cepas parecen tener 4 copias de genes 16S ribosomales y
que algunas de estas, residen en un megareplicon (tal vez cromosoma lineal) como en
Agrobacterium.

Hemos también determinado el porcentaje de hibridacion de las cepas de platano con
Agrobacterium tumefaciens C58 y estos valores (aprox. 30%) apoyan la cercania entre estas
bacterias. Otras cepas de rhizobia parecidas a Agrobacterium (R. tumefaciens) se han reportado
de nddulos de soya en Paraguay. Actualmente contamos con estas cepas y el estudio de estas.

incluyendo las de platano permitira esclarecer la controversia que existe en la relacién entre
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Agrobacterium y Rhizobium.

Las otras cepas del grupo morfolégico V resultaron ser muy diferentes a R. undicola,
tanto por electroferotipos, hibridacion DNA-DNA y patrones de digestion del gen 16S
ribosomal.

Analizando las diferentes caracteristicas y los puntos de vista para definir un
microorganismo que vive dentro de la planta nosotros consideramos como bacteria endofita
aquella que se encuentra dentro de la planta sin causarle dafio, teniendo la capacidad de
recolonizar a la planta de la cual fue aislada. La confirmacion de que una bacteria es enddfita de
una planta se observa en su capacidad de recolonizarla, en este trabajo se comprobo que tanto las
cepas del grupo 1 como diferentes cepas de Rhizobium fueron reaisladas del interior en
experimentos de inoculacion. Faltaria un analisis visual mediante microscopia para determinar
donde se encuentran estas bacterias, sin embargo este tipo de trabajos ya se han realizado para
otros endofitos de plantas y aunque ilustrativos, no han redituado en mayores avances en el
conocimiento de las interacciones de los endofitos. Tal vez el mayor anhelo cuando se trabaja
con bacterias endodfitas es el encontrar que son capaces de incrementar el desarrollo de las
plantas en comparacién con los controles no inoculados. Los resultados preliminares con un
nimero muy limitado de plantas en el laboratorio indicé que la inoculacién con bacterias del
grupo | y rhizobia incremento el peso fresco de las plantas.

Parece que las plantulas de cultivo de tejidos tienen una bacteria que inhibe el
crecimiento vegetal, sensible a gentamicina, por lo que las plantas tratadas previamente con el
antibiotico crecen mejor. Es en estas condiciones donde mas claramente se ven los efectos de
inoculacion con los endofitos. La interpretacion de esto es que la gentamicina “limpia” de
enddfitos a las plantas y entonces se hacen patentes los efectos de estos al afiadirlos. Se conoce
que algunas bacterias proporcionan a las plantas hormonas, vitaminas y otras substancias que
estimulan el crecimiento vegetal. También algunas bacterias inhiben el crecimiento de
patogenos, producen sider6foros o estimulan la respuesta de defensa de las plantas. No sabemos
el mecanismo por el cual las bacterias probadas promueven el crecimiento del platano.

Hemos realizado dos intentos de inoculaciéon en las condiciones que usa el INIFAP para
propagar y crecer las plantas derivadas de cultivo de tejidos, las cuales son entregadas a los
campesinos y agricultores de la zona de Colima. Los resultados no han sido alentadores, esto se

puede deber a que existen naturalmente en este lugar estas bacterias y contaminan a los
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controles no inoculados. En este caso no habria plantas control, libres de enddfitos con que
comparar los efectos de la inoculacion. Vale la pena recordar que encontramos endofitos
residentes en las plantas derivadas de cultivo de tejidos.

La falta de respuesta a la inoculacién no significa que las bacterias no tengan un papel
funcional dentro de las plantas, esta situacion pareceria analoga a la del problema de la
inoculacion del frijol en México. En este caso existe una amplia y diversa poblacion de R. erli
que forman nodulos por lo que los controles no inoculados normalmente estan nodulados
profusamente y esto ocasiona que las diferencias entre los controles y los tratamientos
inoculados raramente sean constatadas.

Un proyecto derivado en el que estamos trabajando es la caracterizacion con otros
marcadores moleculares de las cepas de Klebsiella para definir si corresponden a una nueva
especie de Klebsiella. Finalmente esta tesis ha generado una nueva linea de investigacion que
pudiera ser de gran interés. Durante la caracterizacion de los enddfitos de platano se probéd la
resistencia a antibioticos de varios de ellos y se encontré que las cepas de Klebsiella eran
resistentes a amoxicilina pero no a amoxicilina en presencia de acido clavulanico. El acido
clavulanico es inhibidor de las B-lactamasas que degradan a antibiéticos B-lactamicos. El dcido
clavulépico lo produce Streptomyces clavuligerus que fue aislado del suelo de Sudamérica (42).
Nos parecié interesante que los aislados de plantas tuvieran estos genes y decidimos
caracterizarlos con mas detalle definiendo de que tipo de B-lactamasas se trata, para esto se
establecio una colaboracién con el grupo del Dr. Jesus Silva del Instituto Nacional de Salud
Publica que trabaja con lactamasas de aislados clinicos de Klebsiella. En Europa se ha reportado
que Klebsiella se encuentra cada vez con mas frecuencia como patégeno oportunista en
infecciones intrahospitalarias, se le atribuyen el 8% de estas. Se ha cuestionado mucho sobre los
reservorios naturales de las resistencias a antibioticos y tal vez los aislados ambientales pudieran
serlo. Es de nuestro interés estudiar las -lactamasas en los enddfitos de plantas de platano vy tal
vez esto sea el inicio de un proyecto mucho mas amplio de ecologia de las resistencias a

antibidticos en aislados ambientales y de plantas.
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CONCLUSIONES

* Los aislados endofitos fijadores de nitrégeno de plantas de platano son semejantes a especies
de Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter y Rhizobium, algunas pudieran corresponder a especies

nuevas dentro de Klebsiella y Rhizobium.

* La posicion taxondmica de las bacterias semejantes a Enterobacter es todavia incierta, porque

la secuencia del gen rpoB las coloca fuera de este género.

* Los aislados bacterianos endofitos de plantas de pldtano mostraron la capacidad de recolonizar

el hospedero del cual fueron aislados.

* La inoculacién de los aislados del grupo de Enterobacter y los semejantes a Rhizobium en
planta de platano ocasioné un incremento de la biomasa (peso fresco) de la parte aérea en

comparacioén a los controles no inoculados.

* El aislado semejante a Rhizobium (F5R19) tiene la capacidad de nodular raices de plantas de

Acacia farnesiana y esta colocada filogenéticamente cercano a Agrobacterium.
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METODOLOGIA

L.as plantas de platano con una altura aproximada de Im fueron muestreadas en el estado
de Colima en campos del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP) y en el Estado de Morelos en huertos familiares. Ademas se obtuvieron plantulas
provenientes de cultivo de tejidos.

L.as plantas muestreadas fueron lavadas perfectamente con agua para eliminar residuos de
suelo. Una vez lavada la planta fue dividida en los diferentes tejidos como es la hoja,
pseudotallo, cormo y raiz (para las plantulas de cultivo de tejidos solo en la parte aérea ¥
subterranea), cada zona fue esterilizada en la superficie, para las plantas provenientes de campo
con alcohol al 96% por 10 min., enseguida se lavé perfectamente con agua destilada estéril 5
veces y enseguida se esterilizo con hipoclorito de sodio al 2.4% durante 10 min., finalmente se
lavo con agua destilada estéril 5 veces. Las plantulas provenientes de cultivo de tejidos son mas
sensibles por lo que en este caso se le adiciono alcohol al 96% por 5 min., después se lavo
perfectamente por 5 veces con agua destilada estéril y se continud con hipoclorito de sodio al
2.4% por 2 min., después se lavo con agua destilada estéril 5 veces.

La planta estéril fue macerada en MgS0;.7H,O 10mM y cada macerado fue inoculado en
diferentes medios de cultivo, los cuales fueron utilizados con diferentes fuentes de carbono a
distintas concentraciones y diferentes valores de pH (Tabla No.1). De esta manera se obtuvieron
distintas morfologias coloniales, las cuales fueron seleccionadas y resembradas sobre placas del
mismo medio de cultivo del cual fueron aisladas para su purificacion, ademads los aislados de
plantas de platano de Colima fueron inoculados sobre tubos con medios semisolido libre de
nitrogeno. Los tubos con crecimiento bacteriano fueron resembrados nuevamente en las mismas
condiciones para su purificacion(por tres ocasiones), después fueron resembrados sobre placas de
medio de cultivo solido y de esta manera purificarlos completamente.

Los aislados purificados se agruparon morfologicamente en diferentes medios de cultivo
(LGI, LGI 10g de sacarosa y MacConkey). De cada grupo morfolégico se seleccionaron aislados
representantes que fueron inoculados en viales con medio semisolido libre de nitrogeno (Tabla
No. 1) para determinar la reduccion de acetileno (ARA), prueba indirecta que permitié conocer si
los aislados tienen la capacidad de fijar nitrogeno. En estos aislados, ARA positivos, se
observaron distintas morfologias coloniales las cuales fueron separadas en grupos y de estos se

seleccionaron representantes que fueron analizados para determinar su posicion taxonomica.



1.- Pruebas bioquimicas (API 20E)

Tomar dos colonias aisladas de la cepa en estudio e inocular en tubos con 5 ml. de H.O
destilada estéril y agitar mezclando perfectamente. Tomar una galeria APl 20E por cepa v
colocar la solucion bacteriana previamente preparada en cada una de las celdas (tubo) de la
galeria, en las pruebas CIT, VP y GEL colocar la solucién en el tubo y cipula. Incubar las

galerias a 37°C y leer los resultados a las 24 y 48 horas de incubacion.

2.- Electroforesis de enzimas multilocus (MLEE)
a) Obtencion del Extracto bacteriano

Inocular en medio de cultivo liquido cada aislado por analizar y crecer durante 24 horas
en agitacién, cada uno de estos fue centrifugado por 10 min. a 10,000 rpm, el precipitado se
resuspende en 500 pl de MgS0,.7H,0 10mM vy se coloca en tubos Epppendorf de 1.5 ml. se le
adiciond 50 pl de lisosima por tubo y se agité manualmente, incubar a temperatura ambiente por
10 min. y conservar a menos 70°C.
b)Preparacion del gel

Pesar 12.72 g de almidon y 2.7 g de agarosa, estos colocarlos en un matraz Kitazato y
adicionar 90 ml de buffer tris citratos pH=8 (1:30) y agitar rapidamente. 90 ml del tris citratos
transferirlos a un matraz Erlenmeyer de 200 ml y calentar hasta ebullicién, adicionarlo al matraz
Kitazato con la solucion almidon-agarosa y agitar perfectamente. Calentar por 50 seg. ésta
solucion y agitar, después calentar hasta inicio de ebullicién y volver a agitar, enseguida calentar
y hervir perfectamente, desgasificar, calentar y desgasificar nuevamente para eliminar las
burbujas de aire y vaciar la solucion a un molde previamente calibrado.
¢) Electroforesis
Cortar uno de los extremos del gel (parte superior).Tomar el extracto bacteriano y agitarlo
manualmente, cortar pequefios cuadros de papel filtro y tomar uno de ellos para humedecerlo con
el extracto, una vez impregnado con este se coloca sobre el extremo cortado del gel. Este
proceso se realiza para cada uno de los aislados bacterianos (extracto) por analizar y en los
extremos de las muestras colocar el colorante. Con la parte cortada del gel cubrir los pequefios
papeles conteniendo el extracto bacteriano (muestras), colocarlo en la camara de corrimiento la
cual contiene tris citratos pH=8 (1:20). Encima del gel colocar un vidrio y sobre este una placa
de hielo, correr a 130 volts por 4 horas aproximadamente.
d) Revelado de los geles

Cortar el gel entre las muestras para indicar los carriles donde ha emigrado cada una de

ellas, eliminar los pequefios papeles y cortar el gel en 3 capas, lo que permitié revelar 3 enzimas,
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una por cada corte (capa). Colocar cada una de las capas en una charola y adicionar la solucion
con el sustrato de la enzima a revelar. Se observaron pequeiias manchas sobre el gel, lo que nos
indico la distancia de migracion de cada una de las cepas analizadas, en cada una de las enzimas
probadas. Enseguida se realizo la lectura de cada uno de los aislados en comparacion con la cepa
de referencia. Con los resultados se realizo el andlisis de datos mediante una matriz de

coeficientes de distancia genética para obtener el dendrograma respectivo.

3.- Extraccion de DNA total

Inocular las cepas en medio liquido y crecer toda la noche. De este cultivo tomar | ml. y
centrifugar por 2 min. a maxima velocidad, resuspender el precipitado con 300 pl de solucién de
lisis y calentar a 80°C por 10 min., dejar enfriar perfectamente. Adicionar 5 pl de RNAsa
manteniéndolo a 37°C por una hora. Después se dejo enfriar a temperatura ambiente y se le
adicion6 200 pl de solucion de precipitacion de proteinas, se mezcldo manualmente y se
centrifugo por 15 min., el sobrenadante se coloco en tubos Eppendorf de 1.5 ml que contiene 600
pl de isopropanol al 100%. Se centrifuga la solucion por 2 min. a méaxima velocidad y se observa
un precipitado blanco, eliminar el sobrenadante y adicionar 500 pl de etanol al 70% frio, mezclar
y centrifugar por 2 min. a maxima velocidad enseguida eliminar por completo el etanol y secar al
vacio por 10 min. Hidratar la muestra que contiene ¢l DNA con agua destilada estéril (mq) y

calentar a 65°C por una hora para disolver perfectamente ¢l DNA.

4.- PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) de genes para secuenciacion

En una reaccion de 50 pl adicionar: dNTPs 10 mM, MgCI2 50 mM, oligos 10 pmol,
Buffer PCR 10x, Taq polimerasa 0.5 Unidades. En cada reaccion adicionar 0.5 pl del DNA
respectivo y colocar los tubos de reaccion en un termociclador programado con las condiciones
de acoplamiento y extension de acuerdo al oligonucleétido a utilizar, realizandose 35 ciclos de la
reaccion. Purificar la muestra y prepararla a una concentracion de 25 ng/reaccion y anadir el

primer respectivo para la secuencia.

5.- Patrones de restricciéon (ARDRA)

Amplificar (PCR) el gen 1658 rRNA y mezclar con H,0 (MQ) destilada estéril, buffer respectivo
de la enzima y la enzima de restriccion. Adicionar el 10% del buffer y de la enzima con respecto
al volumen final de la reaccion. Incubar a 37°C por 4 horas y realizar la electroforesis en un gel

de agarosa al 3%.
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6.- Eckhardt (Perfil de plasmidos)
a) Preparacion del gel

Pesar 0.7 gr. de agarosa, adicionar 90 ml de tris boratos 1x (TBE). fundir la agarosa
completamente y adicionar 10 ml de SDS al 10% en TBE y vaciar a un molde previamente
calibrado.
b) Preparacion de las muestras

Inocular las cepas en medio de cultivo liquido y crecer en agitacion toda la noche.
Posteriormente ajustar la densidad 6ptica de 0.4 a 0.6 de cada uno de los cultivos. De estos
cultivos tomar 100 pl y colocarlos en tubos Eppendorf (previamente colocados en hielo),

~adicionar a cada tubo 500 pl de sarkosyl 0.3% en TBE frio y agitar ligeramente. Centrifugar por

2 min. a maxima velocidad a temperatura ambiente y decantar el sobrenadante. Resuspender el
precipitado en 20 pl de solucion de lisis y descargar en cada pozo del gel previamente preparado
c¢) Electroforesis y tincion del gel
La electroforesis se realizd primeramente a 5 volts por 20 min., después a 70 volts por 10 horas.

El gel se tifie con bromuro de etidio para su revelado.

7.- Transferencia (gel)

Colocar el gel en una solucion de despurinizacion (HC1 0.25 N) por 15 min. en agitacion,
después lavar con agua destilada, enseguida adicionarle buffer de desnaturalizacion (NaCl 1.5 M,
NaOH 0.5 N) por 30 min. en agitacion y lavar con agua destilada, finalmente adicionar buffer de
neutralizacién (Trisma 0.5 M, NaCl 1.5 M, EDTA 1 mM) por 30 min. en agitacion. Después de
ios lavados colocar la transferencia como sigue: placa de vidrio y encima el gel (invertido), sobre
este la membrana de nylon y enseguida papel filtro whatman (3 capas), después las toallas
absorbentes y finalmente una placa de vidrio con peso para que se realice la transferencia mas
eficientemente, manteniéndola de esta manera toda la noche. Secar la membrana a temperatura

ambiente v fijarla a 80°C por 2 horas.

8.- Hibridacion de la membrana
a) Prehibridacion
Colocar las membranas en un tubo de hibridacion con 12 ml. de solucion de
prehibridacion (Rapid-hyb buffer) y mantenerlas en el horno a 65°C a un minimo de 4 hrs.
b) Hibridacion
El DNA utilizado como sonda se desnaturalizé a 95°C por 15 min. enseguida se colocd en

hielo por 10 min. y se transfirié a una reaccion Rediprime al cual se le adicioné 3pl de P, agitar
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perfectamente e incubar a 37°C por 10 min. Posteriormente detener la reaccion calentando a
95°C por 5 min., después enfriar en hielo. Pasar la sonda marcada al tubo de hibridacion que
contiene la membrana manteniéndolo a 65°C por 15 hrs. aproximadamente.
c¢) Lavados de la membrana

Preparar una solucion de SSC mas SDS al 10% a diferentes concentraciones (2x, Ix,
0.5x, 0.1x,) dependiendo de la astringencia a manejar. Realizar el primer lavado con solucién
SSC 2x por 10 min. en agitacion, enseguida checar el grado de *°P radioactivo sobre la
membrana (contador de radioactividad) y realizar el mismo proceso con las diferentes soluciones
a utilizar, en algunas ocasiones se realizo el lavado a 65°C (alta astringencia), el ultimo lavado se
llevo a cabo con la solucién SSC 2x sin adicionar SDS en agitacién por 10 min. Posteriormente
se coloca la membrana a 65°C por 1 hr. para el secado de la misma.
d) Exposicion y revelado

Colocar la membrana en un casete de exposicion, encima de ésta una pelicula (film) para
diagnostico Kodak (cuarto obscuro) y dejar exponiendo (el tiempo depende del tipo de
hibridacion realizada). Revelar el film utilizando revelador y fijador asi como agua para lavado

de la misma.
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Tabla I.- Medios de cultivo para el aislamiento de bacterias endéfitas de planta de platano (Musa spp.)

Medio Componentes Cantidad 1 | pH Referencias
LGI1 100 g™ | Aziicar o sacarosa * 100gol0g 5.5 |Cavalcante er al, 1988
LGl 10g"  [K:HPO, 02g

KH.PO, 06g
MgS0,.7TH,0 02g
CaCl,.2H,0 002¢g
Na,Mo0,.2H,0 0.002 ¢ _,
FeCly.6H:0 0.01 ¢ [
Extracto de levadura 005¢g
Azul de bromotimol 1.0% 2ml
Verde de bromocresol 0.8 % Iml
Azo Glucosa 10g |~ |Reinhold-Hurek er al,
CaCo; 5g 1993
CaCly.2H;0 0.1g
MgS0,.7TH,0 0lg
K,HPO, 09¢g
Na,M04.2H,0 Smg
FeS0,.7H,0 10 mg
Azul de bromotimol 1.0 % 1mi
Rojo congo ™ | Acido mlico 5g 6.8- | Rodriguez-Ciceres.
KOH 48¢ 7 |1982
K.HPO, 05¢
MgS0,.7TH,0 02g
NaCl 0lg
FeCly.6H,0 0.01g
Extracto de levadura 0.05¢g
Rojo congo 0.25 % 15 ml
Extracto de Sacarosa 10g 6.2 | Presente trabajo
planta "¢ K,HPO, 02¢
KH.PO, 062
MgS0,.7H,0 02¢g
CaCl2.2H:0 0.02¢
Na;Mo0,.2H:0 0.002 ¢
FeCly.6H,0 0.01g |
Extracto de levadura 0.05¢ |
*Extracto de planta 10ml |
Azul de bromotimol 1.0% 2Zml I
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Medio Componentes Cantidad N1 pH | Referencias
NFb* Acido milico 5g 6.8 | Débereiner et. al., 1976

K;HPO, 05g

Mg504.7H,0 02g

NaCl 0lg

CaCl, 0.02¢

Na,Mo0,.2H,0 0.002¢g

MnS04.H-0 0lg

KOH 48¢g

FeS0, 05g

Azul de bromotimol 1.0% 2ml

100 g de azicar para LGI 100 gy 10 g de sacarosa para LGI 10 g.

® Medio solido para usar 14 g/l de agar

¢ Medio semisolido con 2.3 g/l de agar (para la prueba de reduccion de acetileno) sin extracto de
levadura.

* Extracto de planta de platano.
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