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RESUMEN

Se evalud la capacidad de una cepa de
Pseudomonas sp., para asociarse a las raices
eintroducirse a plantulas de papa (Solanum
tuberosumL.) cv. Alpha propagadas mediante cultivo
detgidos. Las plantulas de papa, de 38 dias de edad, se
inocularon con 100 pL de una suspension bacteriana
con 108 UFC mL 1 decultivo. Seobservé unabiopdicula,
alrededor de las raices, a los siete dias de incubacion.
La concentracion inicial de cdulas en d interior de las
plantulas fue de 1.53 x 10’ UFC g! de tgido vegetal.
En la quinta semana de incubacion, la concentracién
fue de 1.92 x 10° UFC g* de tgido vegetal, semejante
a la obtenida en d medio de soporte. Los patrones de
digestion dd gen ribosomal 16Sdel DNAr demuestran
que, con esta forma de inoculacion, la cepa de
Pseudomonas sp. puede establecerse en forma
endofitica, garantizando que las plantulas estaran
asociadas Unicamente a la bacteria de interés. En
futuras investigaciones se evaluaran aspectos como
promocion de crecimiento y degradacion de ciertos
agroquimicos.

Palabras clave: Solanum tuberosum L.,bacterias,
inoculacion, endofitica, biopeicula, asociacion.

L Centro Interdisciplinario de Investigacion parael Desarrollo Integral
Regional, Departamento de Biotecnologia. 59510 Jiquilpan, M éxico.
* Autor responsable (gaf24@hotmail.com).

2 Centro de Biotecnologia Gendmica, Instituto Politécnico Nacional.
88710 Reynosa, Tamaulipas, México.

3 Ingtituto Tecnolégico de Durango. 34080 Durango, México.
4Universidad de Sonora. 83000 Hermosillo, Sonora, M éxico.
5Centro Universitariode Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias. 45100
Zapopan, Jalisco, México.

SUniversidad de California, Departamento deToxicologiaAmbiental.
Davis, CA. 95616 USA.

Recibido: noviembre de 2007. Aceptado: febrero de 2009.
Publicado en Terra Latinoamericana 27: 207-217.

207

SUMMARY

The ability of Pseudomonas sp. to associate with
and penetrate potato seedling roots cv. Alpha propagated
by tissue culture was evaluated. 38-day old potato
seedlings were inoculated with 100 pL of a bacterial
suspension containing 108 CFU mL* of culture medium.
A biofilmwas observed surrounding theroots after seven
days of incubation. Theinitial concentration of bacterial
cdlsinsideroot plantswas 1.53 X 10" CFU g* of plant
tissue. In the fifth week of the incubation period the
concentration was 1.92 X 10° CFU g? of plant tissue,
whichwas similar to that obtained in the support medium.
The digestion patterns of the ribosomal gene 16S of
the DNAr showed that, with this kind of inoculation,
Pseudomonas sp. can be established in an endophytic
way and guarantee that the seedlings will associate only
with bacteria of interest. Infurther investigations, aspects
such as promotion of plant growth and degradation of
certain agrochemicals will be evaluated.

Index words: Solanum tuberosum L., bacteria,
inoculation, endophytic, biofilm, association.

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) esla hortaliza de
mayor importancia en e mundo, debido a que su
tubérculorepresentad cuarto alimento basico del mundo,
superado solo por € maiz, € trigoy € arroz, con una
produccion mayor de 325 mil toneladas
aproximadamente hacia e 2008. Para poder obtener
semillas libres de enfermedades, seemplealaproduccién
de minitubérculos in vitro, metodologia que, ademés,
facilitalamanipulacion dela semillapor su tamarfio (Scott
et al., 2000).

El género Pseudomonas ha sido utilizado para
nombrar un amplio grupo de cepas bacterianas
Gram-negativas no entéricas, en general aerdbicas, no
fermentativas y moviles (Scarpellini et al., 2004).
Los miembros del género Pseudomonas son
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considerados ubicuos, juegan un papel clave en €
reciclado de nutrientes y son un importante componente
en la comunidad microbiana dd suelo (Turnbull et al.,
2001). Las cepas de Pseudomonas de interés para €
hombre se encuentran en alguna de las siguientes
categorias. patdgenos, biodegradadores o controladores
biologicos. Una de las principales caracteristicas que
presenta este género es la facilidad para colonizar las
raices delas plantas (Hansen et al., 1997; Ramoset al.,
2000). L os exudados quelas plantasliberan por lasraices
son ricos en carbohidratos, &cidos organicos y
aminoacidos (Davey y O Toole, 2000; Kneeet al., 2001),
los cuales son utilizados por las bacterias como fuente
de alimento (Lugtenberg y Dekkers, 1999).

Cuando sellevaa cabo la colonizacion de las raices
por microorganismos, sepuede dar origen alossiguientes
procesos. (i) causar enfermedad cuando se trate de
patogenos; (ii) controlar enfermedades por
microorganismos que producen metabolitos
antimicrobianos; (iii) estimular e desarrollo vegetal
(p. g., promocion dd crecimiento de la planta por la
produccién de hormonas); (iv) biofertilizar (p. §., los
procesos por |os cuaeslos microorganismosincrementan
ladisponibilidad de nutrientes ala planta, como nitrégeno,
fésforoy micronutrientes) y (v) degradar contaminantes
quimicos peligrosos para d hombre (Rainey, 1999). El
proceso de colonizacion delas plantas se da mediantela
formacion de agregados, microcolonias o biopdiculas.

Enlaprimerafase delaformacion delabiopdicula,
la bacteria se desplaza por medio de flagelos polares y
subsecuentemente se adhiere a un substrato. En tanto
sefija labacteria, sedividey diferencia, dando origen a
las formas tridimensionales caracteristicas de una
biopdiculamadura (aglomerados) (Fujishigeet al., 2006).
Las bacterias se encuentran alrededor de una
matriz compuesta de polisacaridos, en especial
exopolisacaridos, proteinas y DNA (Fujishige et al.,
2006). Una vez que las bacterias colonizan las raices,
pueden penetrar € tgido vegetal; en algunos casos,
debido a la produccion de enzimas celuliticas y
pectinoliticas, mismas que contribuyen ala degradacion
de las paredes cdlulares. La penetracion también puede
realizarse a través de las fisuras que se forman durante
la emisién de las raices secundarias, o0 a través de las
heridas que se producen cuando la raiz se va
desarrollando (Lodewyckx et al., 2002; Germaineet al .,
2004). En la actualidad se han desarrollado numerosas
técnicas con laintencion deinocular bacterias aplantas,

yaseaparaaumentar su resistencia contra fitopatogenos
0 para ser utilizadas en la fitorremediacién de suelos
contaminados con compuestos quimicos, como
hidrocarburos, residuos de plaguicidas, entre otros.
Algunas de estas técnicas son: inoculacion hidroponica
(Duffy y Défago, 1977); inoculacion a tubérculo por
heridas (Schisler et al., 1997); inoculacion a semillas
(Kimet al., 1997); inoculacién asuelo (Dupler y Baker,
1984; Kloepper y Beauchamp, 1992; Raupach et al.,
1996; Kenney et al., 1999; Kloepper et al., 1999; Reddy
et al., 1999; Ryu et al., 1999; Zehnder et al., 2000);
inoculacion ensudoy semilla(DeMeyer y Hofte, 1997);
inoculacuén alaplanta (Leeman et al., 1995; Liuetal.,
1995); einoculacionin vitro asemilla(Sharmay Nowak,
1998).

En ninguna delas técnicas mencionadas se garantiza
la ausencia de microorganismos en d interior de las
semillas o de las plantas que puedan interaccionar o
entrar en un estado de competencia por los nutrientes
con & microorganismo a inocular. Sin embargo, si la
pretension es realizar estudios en los cuales serequiera
conocer @ efecto de un microorganismo, es necesario
contar con una técnica de inoculacién que garantice la
presenciadd microorganismoend interior delasplantas.
El objetivo de este estudio ha sido producir plantulas de
papain vitro einocularlas conlacepade Pseudomonas
sp., aprovechando su capacidad de asociacidn con las
raices delas plantulasy su introduccion al tejido vegetal.

MATERIALES Y METODOS

Para el manegjo de plantulas libres de
microorganismos enddfitos, las de papa cv. Alphafueron
propagadas por la técnica de cultivo de tgjidos (Wilson
et al., 2001), utilizando como medio de soporte
Murashige y Skoog. Se tomo parte de la reserva de
plantulas de papa del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para € Desarrollo Integral Regional
(CIIDIR-IPN- Michoacén, M éxico). En condiciones de
esterilidad, se dimind d follgje de las plantulas y se
cortaron segmentos de dos nédulos, los cuales se
colocaron en frascos (175 mL), conteniendo 15 mL del
medio MS (siguiendo la polaridad de la plantula).
Posteriormente, éstas se expusieron a un fotoperiodo
de16 hluzy 8 hoscuridad atemperaturasde 19y 16 °C,
respectivamente, durante un periodo de 30 dias, con la
finalidad de obtener suficientes plantulas para llevar a
cabo su inoculacion.
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La cepa de Pseudomonas sp. se obtuvo de la
rizosfera de plantulas de papa de un cultivo comercial
establecido en el valle de Zamora, Michoacan. El
aislamiento de la bacteria se realiz6 impregnando una
esponja estéril con suelo de larizésfera, y descargando
amanera deimprontasobre medio Agar Papa Dextrosa.
El cultivo bacteriano seincub6 a30 °C durante24 h. La
cepa de Pseudomonas sp. se transfirié  a medio B de
King, para posteriormente conservarla mediante
liofilizacion.

Se determind la cinética de crecimiento de la cepa
de Pseudomonas sp. durante un periodo de 27 h. Para
ello, seinocul 6 la cepa bacteriana en 25 mL de medio de
infusién de papa y se incubd a 22 °C durante 24 h en
agitacion horizontal. Posteriormente, 1 mL de la
suspension anterior, con una concentracion de 6.3 x 10°
UFC mL1, setransfirid a25 mL demedio PDI incubado
en las condiciones mencionadas. Cada hora, durante un
periodo de 27 h, se monitored la absorbancia a una
longitud de onda de 535 nm, utilizando un
espectrofotometro. Asimismo, se cuantificaron las
unidades formadoras de colonias por mililitro de medio
de cultivo (UFC mL1). La suspension bacteriana para
lainoculacién se prepard aunaconcentracion de 108 UFC
mL?1 aproximadamente,

Se inocularon 25 plantulas de papa de 38 dias de
edad, propagadas mediante cultivo de tejidos. Las
plantulas contenidas en frascos con € medio MS se
inocularon con 100 uL de la suspensién bacteriana; €
resultado se deposito sobre d medio MS. Las plantulas
secolocaronaunfotoperiodo de 16 hluzy 8 h oscuridad,
con temperaturas de 19y 16 °C, respectivamente, y se
revisaron cada dia hasta que se observo la aparicién de
una biopelicula en la periferia de la radicula.
Posteriormente, se reaislaron las bacterias dd interior
de cinco plantulas cada semana durante un periodo de
35dias.

Las plantulas se sumergieron durante un minuto en
recipientes estériles que contenian una solucion de
alcohol etilico al 10%. Consecutivamente, se colocaron
por 5 min en una solucién de hipoclorito de sodio al 3%
y, finalmente, seretiraron los residuos de hipoclorito de
sodio enjuagando abundantemente con agua destilada
estéril. El exceso de agua se elimind utilizando toallas
desechables estériles. De acuerdo con d peso de las
plantulas, se llevé a cabo una dilucion 10 en agua
peptonada al 1% y se maceraron. Se realizaron
diluciones seriadas hasta 10°® y 10% las cuales se
inocularon en medio PDA. Los aislados bacterianos

obtenidos se transfirieron al medio KB para su
consecutivo andlisis. L os datos dela densidad poblacional
de Pseudomonas sp. en € interior delas plantulasy en
e medio MS se analizaron con € programa Statistical
Analysis System (SAS Institute, 1990). Se realiz6 una
prueba de comparacién de medias mediante la prueba
de Tukey con una probabilidad de 5%.

El DNA total de las cepas de Pseudomonas sp. se
obtuvo utilizando un equipo comercial de purificacion
Wizard Genomic DNA. El gen ribosomal 16S DNAr
se amplifico con los iniciadores 27f y 1495r (Grifoni et
al., 1995), utilizando laenzima GoTag DNA polymerase
(Promega). La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se realiz6 en un termociclador Mastercycler
gradient, siguiendo las indicaciones descritas por €
fabricante. Las condiciones de la amplificacion
consistieron en un ciclo inicial de desnaturalizacion (95
°C, 5 min), 35 ciclos de amplificacion (95 °C, 1 min; 60
°C, 1 min; 72°C, 1 min 30 9) y, finalmente, un ciclo de
elongacion (72 °C, 10 min). El fragmento del gen
ribosomal 16Samplificado (ca. 1.5 kb) fuedigerido con
5 U delas enzimas de restriccion Alul, Haelll y Hhal.
El perfil de restriccidon se determin6 y comparo entre
las distintas cepas bacterianas mediante e ectroforesis
en geles de agarosa a 3%. El fragmento amplificado
del gen 16S DNAr se cloné en el vector PCR2.1,
utilizando un equipo comercial TA cloning kit. La
secuencia del gen 16S DNAr se obtuvd en un
secuenciador deApplied Biosystems Mod. 3730, usando
los iniciadores universales M 13 presentes en € vector.
La secuencia se compar0 en la base de datos EMBL/
GenBank, y las secuencias relacionadas se alinearon,
utilizando € programa Clustal W (Thompson et al.,
1994). Latopologiadd arbol seinfirié con el méodo de
neighbor-joining (Saitou'y Ne, 1987), utilizando e moddo
de Jukes y Cantor (1969), presente en e programa
MEGA, version 4 (Kumar et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Inoculacién de Plantulas con la Cepa de
Pseudomonas sp.

De acuerdo con los datos de la absorbancia (A,,.)
y la concentracion de cdulas expresada en Log,, UFC
mL-* de cultivo, obtenidos en la cinética de crecimiento
para la cepa de Pseudomonas sp. en medio PDI
(Figural), d tiempo de duplicacion de la bacteria fue
de 47.93 min (Figura 2). Comparando el tiempo
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de duplicacion de la cepa de Pseudomonas sp. con €
de otras cepas correspondientes al mismo género, se
tiene, por g emplo, que la cepa de Pseudomonas
fluorescens presentd un tiempo de duplicacion de 2 h,
de acuerdo con d estudio realizado por Caldwel y
Lawrence (1986).

Con un valor de absorbancia (A,,,) cercanoa 0.3 a
las 8 h posteriores a la inoculacién del medio con la
bacteria, se tuvo unaconcentracion promedio de cdulas
de 10° UFC mL* de cultivo: concentracion de cdulas
recomendada para llevar a cabo la inoculacion de las
plantulas de papa, de acuerdo con lo establecido por
Germaine et al. (2004). En un periodo de siete dias
después de la inoculacion de las plantulas con la
suspension bacteriana de Pseudomonas sp., se observo
la asociacion raiz-bacteria dada por la formacién de la
biopdicula alrededor delas raices (Figura 3).

Rainey (1999) reportd que la asociacion de la raiz
de la cafia de azucar con diferentes cepas de
Pseudomonas ocurrio a los 14 dias de la inoculacion.
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En la investigacion realizada por Turnbull et al.
(2001), la colonizacion de las raices de plantas de trigo
también Illevd mas tiempo (nueve dias). De acuerdo
con estas investigaciones, el tiempo que tarda el
microorganismo para asociarse alas raices depende de
varios factores; uno de los principales, es la afinidad
gue éste presenta con respecto a la composicion de los
exudados liberados por la planta (Hansen et al., 1997).
Estos exudados, segiin Rainey (1999), estan compuestos
de lipopolisacéridos, celulosa, tiamina, aminoacidos,
biotina eisoflavonoides, | os cual es sirven como nutrientes
para las bacterias que se asocian. En € caso de las
cepas de Pseudomonas, se ha comprobado que su
asociacion con la raiz de solanéceas (como € tomate),
se da principalmente por la utilizacién de los &cidos
organicos, los cuales les sirven como base nutrimental
(Lugtenberg y Dekkers, 1999; Normander y Prosser,
2000; Bloembergy Lugtenberg, 2001; Berget al., 2005).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Pseudomonas sp. en medio PDI a 30 °C. Datos de los valores de
absor bancia (D). Datosde concentracion de célulasen Log,, UFC mL™ decultivo (+). Lospuntosrepresentan
la media de los valores obtenidos en los experimentos realizados por triplicado. Las lineas punteadas

indican la fase exponencial.
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Figura 2. Numero de generaciones obtenidas de la cinética de crecimiento de Pseudomonas sp. en medio
PDI a 30 °C. Datos del numero de generaciones (¢). Los puntos representan la media de los valores
obtenidos en los experimentos realizados por triplicado.

Reaislamiento de Pseudomonas sp. de Plantulas de
Papa cv. Alpha

La densidad poblacional promedio de
Pseudomonas sp. end interior delas plantulas de papa,
luego de observada la asociacion raiz-bacteria (siete
dias), fue de 64 UFC g? de tgido vegetal (Figura 4).
Después de dos semanas de incubacion, este valor
aumentd, alcanzando concentraciones promedio de
1.53 x 10" UFC g* de tgido vegetal. De acuerdo con €
andlisis estadistico realizado, fue la concentracién mas
alta que se alcanzd durante @ periodo de incubacion.
Para las siguientes semanas disminuyd manteniéndose
constante con una concentracion promediode 1.92 x 10°
UFC g! de tgido vegetal. El crecimiento de la bacteria
en medio MS, durante las cuatro primeras semanas, se
mantuvo constante, siendo que se habia partido de una
concentracion promedio de 17 UFC g de medio MS
en la primera semana y para la cuarta se llegé a
4.48 x 10° UFC g* de medio MS. Al final de la
investigacion, la densidad poblacional promedio de
Pseudomonas sp. enlaplantulay enmedio M S presentd

valores cercanos a 10° UFC g'!de muestra. El
comportamiento de la densidad pablacional de la cepa
Pseudomonas sp. utilizada en d presente trabajo, fue
semejante al observado por Ramos et al. (2000) cuando
trabajaron con Pseudomonas putida en la colonizacién
de raices de cebada. En condiciones estériles, P. putida
presentd altas velocidades de crecimiento durante un
dia, posterior ala colonizacion, pero € potencial delas
velocidades de crecimiento disminuy6 al trabajar en
condiciones no estériles. Los resultados obtenidos
demuestran que, con esta forma de inoculacién, se
consiguen altas densidades poblacionales en d interior
de los tgidos (10" UFC g* de tejido vegetal) del
microorgani smo inoculado.

En este estudio, haciala cuarta semana, setuvo una
densidad promedio de 1.92 x 10° UFC g? de tgido
vegetal (Figura4), cifras semeantes a las obtenidas por
Sturz'y Nowak (2000), quienes encontraron unadensidad
poblacional de 10? a 10" UFC g! de tgjido vegetal. Al
trabajar con cepas de Pseudomonas, Germaine et al.
(2004) reportaron una densidad bacteriana en plantas
de dlamo de 10° a 10°UFC g de tgido vegetal. Adachi
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Raiz de plantula de papa

(A)

Biopelicula de Pseudomonas sp.

(B)

Figura 3. (A) Raices de plantula de papa sin inocular. (B) Crecimiento de la bacteria Pseudomonas sp.

alrededor de las raices de plantulas de papa cv. Alpha.

et al. (2002) encontraron una densidad poblacional de
10% a 10* UFC g de tgido vegetal en camote. Garbeva
et al. (2001) reportaron una concentracion de bacterias
enddfitas en plantas de papa de 10° a 10° UFC g'de
tejido vegetal. Recuenco y Van Vuurde (2000)
encontraron valores de 10® a 107 UFC g? de tgido
vegetal en e cultivo de pera. En la comparacion entre
los resultados obtenidos y los reportados por otros
investigadores (Garbevaet al ., 2001; Adachi et al., 2002;

1.6E7

Germaine et al., 2004), con d tiempo requerido para
la colonizaciony ladensidad poblacional endofitica, varia
de acuerdo con d tipo de microorganismo y al tipo de
planta a la cual sea asociado.

Para corroborar que la cepainoculada y la aislada
de las plantulas de papa era la misma, se hicieron dos
pruebas: la primera consistié en observar las
caracteristicas de las colonias sobre medio KB.
Se obtuvieron colonias cremosas, redondasy con emision

1.4E7

1.2E7 }

1E7 |
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4E6 |
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A Panta
® Medio

3 4 5
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Figura 4. Comportamiento de crecimiento de Pseudomonas sp. en d interior de plantulas de papa cv.
Alpha y en medio. Los puntos son el promedio de dos experimentos realizados con cinco repeticiones.
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de fluorescencia ante luz UV (Figura 5). La segunda
prueba consistio en comparar |os patrones deladigestion
del gen ribosomal 16Sdel DNAr, dela cepainoculada
y la extraida.

Andlisis de la Restriccion del 16S DNAr
Amplificado (ARDRA)

El gen ribosomal 16S DNAr amplificado de seis
aislados, correspondientes a dos aislados de |la cepa de
Pseudomonas inoculada, y cuatro aislados recobrados
al término del periodo de incubacion de las plantulas
inoculadas, sedigirieron individuamente con tres enzimas
de restriccion de corte frecuente. Los resultados
mostraron que tanto los cuatro aislados recobrados de
las plantulas de papa, como la cepa inoculada,
presentaban € mismo perfil ARDRA con las distintas
enzimas de restriccion (Figura 6), lo cua sugiere que
las cepas recuperadas de las plantulas de papa
correspondian a la cepa inoculada. La metodologia de
ARDRA se ha utilizado anteriormente para diferenciar
cepas de Rhizobium (Laguerre et al., 1994) y
Burkholderia (Estrada-de los Santos et al., 2001). No
obstante, dadalagran similitud que puedellegar aexistir
entre las copias del gen 16S DNAr de especies
correspondientes a un mismo género (Fox et al., 1992;
Martinez-Murcia et al., 1992), las cepas inoculadas y
extraidas se analizaron con mayor grado de
exhaustividad mediante la metodologia de rep-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic PCR) (Louwset al .,
1994). El andlisis de los resultados mostro que ambas
cepas corresponden al mismo linaje bacteriano,
confirmando que la cepa recuperada en los ensayos de

Figura 5. Crecimiento de Pseudomonas sp. sobre medio B de
King (KB).

inoculacion, realmente correspondia a la cepa que se
inocul a las plantulas de papa.

Andlisis Filogenético del Gen 16S DNAr

Para conocer la identidad del aisado bacteriano
utilizado en este trabajo, la secuenciadd gen 16SDNAr
se obtuvo y compar6 en la base de datos dd GenBank.
El resultado mostrd que la cepa inoculada poseia 97%
de similitud con la cepa Nj-55 de Pseudomonas sp.
(AM409368) y con una clona bacteriana no cultivada
(AY958838). El andlisis filogenético de las secuencias
del gen 16S DNAr dela cepainoculaday delamayoria
de las especies del género Pseudomonas descritas
oficialmente, determind quela cepainoculada selocalizo
en € grupo de P. fluorescens (Anzai et al., 2000), pero
sin corresponder a ninguna de las especies ya descritas
en este género bacteriano. Un analisis filogenético
enfocado a las especies contenidas en el grupo de
P. fluorescens (Figura 7), mostré que la especie més
cercana a la cepa inoculada fue P. brenneri con 96%
similitud (Baidaet al., 2001).

Con respecto a los resultados del andlisis de la
secuencia del gen 16S DNA, la cepa utilizada en los
experimentos seidentifico como pertenecienteal género
Psesudomonas. Se ha sugerido que un porcentaje mayor
al 97% de similitud entre secuencias dd gen 16S DNAr
corresponde a cepas que comparten una identidad
gendmicaigual ao mayor de 70%, clasificandolas como
la misma especie bacteriana (Stackebrandt y Goebd,
1994). No obstante, en la actualidad se requiere de un
andlisistaxondmico de caracter polifasico, paraproponer
una nueva especie bacteriana (Stackebrandt et al.,
2002). Dado que €l porcentaje de similitud entre
Pseudomonas sp. y la especie més cercana (y descrita
vélidamente) es dd 96%, se sugiere que podria tratarse
de una nueva especie de Pseudomonas. Sin embargo,
un estudio taxondmico polifasico de un ndamero
importante de aislados, asi como especies ya descritas
de género Pseudomonas, debera ser realizado para
proponer ala cepa de Pseudomonas utilizada como una
nueva especie de este género bacteriano.

Dd andlisis de los resultados obtenidos sobre la
densidad de la poblacion bacteriana en las plantulas de
papay € andlisis de la secuencia dd gen 16SDNAr de
los aidados delacepainoculaday extraida, puededecirse
que, unavez que Pseudomonas sp. seasocid alasraices
de las plantulas, penetré y colonizo € interior de los
tejidos, estableciéndose en forma endofitica.
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Figura 6. Patrones de analisis de la restriccion del 16S DNAR ampliado (ARDRA) de aisados de Pseudomonas sp. M: Marcador
(1 kb). Cepasinoculadas (3 y 4), cepas aidadas de plantulas de papa cv. Alpha (1, 2,5y 6).

A diferencia de las técnicas de inoculacion
tradicionales: inoculacion hidropénica, inoculacion en
semilla, planta, raices, sueoy combinaciones de dlas,
en las cuales, en ocasiones, es utilizado suelo con
tratamiento térmico para disminuir la cantidad de
miCcroorganismos presentes, aln setiene e problema de
la presencia de microorganismos pertenecientes a la
comunidad endofitica autéctona de las semillas y las
plantas, los cuales podrian impedir la colonizacion delos
tgidosde laplantacon & microorganismo inoculado. Al
utilizar las técnicas de inoculacién mencionadas, si se
desea medir |a pobl acion endofitica dela cepainocul ada,
es necesaria la utilizacién de herramientas como
microscopia de fluorescencia o el uso de cepas
resistentes aantibioticos (rifampicina) (Hallmannet al .,
2001; Germaineet al., 2004). De esta manera, sepodria
descartar el crecimiento de los microorganismos
distintos al estudiado. Con la forma de inoculacion
utilizada en este trabajo, se requiere menor cantidad de
suspension bacteriana (100 pL), con una concentracién
decélulasde 10 UFC mL* parainocular cinco plantas;
logrando la misma efectividad que con la metodol ogia
propuesta por Benhamou et al. (1996), en donde se
utilizan 2 mL de cultivo con la misma concentracion
cdular. En la metodologia propuesta por Sturz et al.,
(1998) para lainoculacion de plantulas de papa, setiene
unamayor manipulacion delas plantulas, lo cual implica
un mayor riesgo de contaminacion por microorganiSmos
durantelainoculacion. Este método para Pseudomonas sp.
a plantulas de papa se utilizd para evaluar € efecto

de la cepa con respecto a la degradacion de los
plaguicidas més utilizados en € cultivo. De esta forma,
se garantizé que € Unico efecto observado sobre la
degradacién del agroquimico, dado por € metabolismo
microbiano, fuera del microorganismo inoculado. Esta
metodologia, que permiteintroducir bacterias deinterés
antropologico para la produccién de minitubérculo, no
implica més que la adicion del inoculo bacteriano en €
transcurso de desarrollo de la plantula in vitro. Este
mecanismo de produccidn de minitubérculo, ademés de
ser innovador, précticoy de aplicacion inmediata, ofrece
una aternativa a la creciente demanda de productos
agricolas con bajos niveles de plaguicidas, ya que pueden
ser introducidos a las plantulas microorganismos
degradadores de agroquimicos, los cuales promuevan €
crecimiento, 0 incluso microorganismaos antagonicos que
reaccionen en contra de algunos fitopatdgenos.

CONCLUSIONES

- Se produjo in vitro plantula de papa inoculada con la
cepa de Pseudomonas sp. La cepa de Pseudomonas
sp. formo una biopelicula alrededor de las raices de
plantula de papa a los siete dias posteriores a la
inoculacion y, a su vez, logro establecerse en forma
endofitica en las plantulas, alcanzando una densidad
poblacional de1.92 x 10° UFC g™ detgjido vegetal enla
quinta semana de incubacion.

- De acuerdo con € andlisis filogenético dd Gen 16S
DNAr, la cepa utilizada en estetrabajo quedd localizada
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Swine manure bacterium 37-8
s Pseudomonas sp. Nj-55 (AM409368)
Gamma Proteobacterium BT-P-1 (AY539822)
o P, “collierea” PR212" (AM421016)

Pseudomonas sp.
s Pseudomonas PM-2001
“* Uncultured Human clone rRNAOG5 (AY 958838)
P. brennerii CIP 106646 (AF268968)

1+ Pseudomonas Pi 3-8 (AB365065)
1 Pseudomonas CM 10-2 (AF380370)
ﬂ% P. cedrina CFML96-198"

= P. fulgida DSM 14938" (AJ492830)
——  P. azotoformans IAM1603" (D84009)
—" |®  P. gessardii CIP 105469" (AF074384)
 P.libanensis CIP 105460" (AF057645)
i P. mucidolens 1AM 12406"

S P, synxantha IAM 12356" (D84025)
1 “— P.migulae CIP 105470" (AF074383)
P. fluorescens IAM 12022" (D84013)
P. orientalis CFML 96-170" (AF064457)
P. marginalis ATCC 10844" (AB021401)

P. rhodesiae CIP 104664 (AB021410)
P. veronii CIP 104663" (AB021411)
P. costantinii CFBP 5705" (AF374472)
P. tolaasii ATCC 33618 (D84028)
P. extremorientalis KMM3447" (AF405328)
P. poae DSM 14936" (AJ492829)
* P. trivialis DSM 14937 (AJ492831)
P. chlororaphis|IAM 12354 (D84011)
P. corrugata ATCC 29736" (D84012)
P. mediterranea CFBP 5447" (AF386080)
P. manddlii CIP 105273" (AF058286)
P. congelans DSM14939" (AJ492828)
P. syringae ATCC 19310"

P. putida IAM 1236" (D84020)
P. pertucinogena IFO 14163 (AB021380)

T e P. aeruginosa LMG 1242" (Z76651)
& P. stutzeri CCUG 11256' (U26262)

Figura 7. Arbal filogenético basado en el anélisis del gen 16S DNAr de especies del género Pseudomonas. En negritas se muestra al
aidado analizado en este trabajo. La barra representa cinco substituciones de nucledtidos por 1000 nucledtidos. La robustez del
arbol se determindé utilizando 1000 réplicas de bootstrap, y € niumero de acceso al GenBank de cada una de las cepas se muestra

entre paréntesis.
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en & grupo de Pseudomonas, pero sin corresponder a
algunas de las especies ya descritas en este género
bacteriano, por lo que pudiera tratarse de una nueva
especie.
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