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RESUMEN

Hoy en dia el tema de seguridad alimentaria es de suma importancia para todos
los paises del mundo, debido a las diversas plagas que afectan a todos los
cultivos de importancia econémica. Existen reportes de microorganismos nativos
(enddfitos) de plantas que poseen caracteristicas que pueden ayudar a la planta
no solo a protegerse del ataque de patégenos, sino también a tomar elementos
indispensables que se encuentran poco disponibles para la planta. En este trabajo
de investigacion utilizamos 2 cepas endofitas de banano identificadas como
Enterobacter cloacae y Klebsiella variicola, con el objetivo de medir la capacidad
de sostener el crecimiento de plantas de banano en un sustrato bajo en nutrientes
(arena de playa), y la habilidad de las mismas para transferir nitrogeno a la planta
verificado mediante un marcaje con °N. Las bacterias sostienen el crecimiento de
la planta en un suelo pobre de nutrientes, logrando aumentar hasta en 2g la
biomasa de la planta. Ademas, estas bacterias probaron que logran transferir
nitrégeno a la planta, marcando los 4 nitrogenos de la molécula de la feofitina
(hidrolizado de clorofila) como es el caso de K. variicola. Por otro lado, se hizo uso
de nanoparticulas de oro y plata como aceleradores de la colonizacion, ya que E.
cloacae no logra penetrar las raices de la planta hasta 2 meses post inoculacion.
El uso de nanoparticulas no solo logra acelerar la colonizacion de E. cloacae sino
gue, ademas, activa bacterias no cultivables dentro de la planta e induce un
aumento de peroxido de hidrégeno en las raices. Ademas, se realizd un
acercamiento protedmico sobre las raices de la planta para observar las moléculas
de interaccion de planta-bacteria, encontrando moléculas de sefalizacion, asi

como la produccion de flavonoides en raices.



ABSTRACT

Today food security is important for all countries of the world, due to the big
amount of diseases that affect all crops economically important. There are reports
of native microorganisms (endophytes) of plants that have the ability to provide
help to the plant not only to protect itself from the attack of pathogens, but also to
take indispensable elements that are unavailable for the plant. In this research
work we used 2 endophytic banana strains identified as Enterobacter cloacae and
Klebsiella variicola, with the objective of measuring the ability to sustain the growth
of banana plants in a low nutrient substrate (beach sand), and the ability to transfer
nitrogen to the verified plant by marking bacterial proteins with °N. These bacteria
sustain the growth of the plant in a soil poor in nutrients, managing to increase the
biomass of the plant by up to 2g. In addition, these bacteria proved that they
manage to transfer nitrogen to the plant, marking the 4 nitrogens of the pheophytin
molecule (chlorophyll hydrolyzate) as is the case of K. variicola. On the other hand,
gold and silver nanoparticles were used as accelerators of the colonization, since
E. cloacae cannot penetrate the roots of the plant until 2 months post inoculation.
The use of nanoparticles not only accelerates the colonization of E. cloacae, but
also activates non-culturable bacteria within the plant and induces an increase in
hydrogen peroxide in the roots. In addition, a proteomic approach was carried out
on the roots of the plant to observe the interaction molecules of plant-bacteria,

finding signaling molecules, as well as the production of flavonoids in roots.



INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es un tema de suma importancia para todos los paises
del mundo, preguntas sobre cdmo se puede mantener una agricultura sustentable
es una preocupacién mayor, ya que los cultivos se ven amenazados por muchas
plagas que destruyen en su totalidad cultivos de importancia alimentaria y
econdémica. El banano, hoy en dia se encuentra amenazado por plagas de hongos
gue causan enfermedades, entre las que destacan la Sigatoka negra (ocasionada
por el hongo fitopatbgeno Mycosphaerella fijiensis) y el mal de panama
(ocasionado por el hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum) (Ploetz et al, 2015;
Machinova et al, 2014). Dichas enfermedades son controladas mediante el uso de
agente quimicos, pero al no tener un sistema de rotacion de fungicidas, éstos han
ocasionado que las cepas de dichos hongos se vuelvan resistentes, haciendo de
los fungicidas inservibles, ademas de que en el manejo del cultivo representan una
tercera parte del costo de produccion. Estos problemas llevan a la basqueda de
alternativas sustentables y eco-amigables para la proteccion de patdgenos en los
cultivos. Una novedosa estrategia para la resolucion del control de plagas es el
potencial de usar microorganismos como agentes de control biolégico. Para la
Sigatoka negra, el uso de bacterias especialmente son prometedoras para crear
bio-pesticidas, pero es una opcidon que aun no ha sido muy explorada. Existen
pocos reportes del uso efectivo de estos agentes como parte de un esquema de
biocontrol. (Souza et al, 2014).

Desde una perspectiva biotecnoldgica, los microorganismos enddfitos de banano
tienen un alto potencial para ser utilizados como microorganismos benéficos

(como promotores de crecimiento, proteccidén contra patégenos, etc.). De tal forma
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gue existe la posibilidad que la reintroduccidon de estos microorganismos en las
plantas, mejoren los rendimientos del cultivo, en la tolerancia a patdgenos y a
factores inducidos por el cambio climatico. Esto se debe a la produccion de
fitohormonas que pueden promover el crecimiento de la planta y ademas facilitan
la asimilacién de nutrientes en la planta (Fernandes-Andrade et al, 2014). Las
plantas de banano son conocidas por tener una alta demanda de nitrégeno,
potasio, fosforo, calcio y magnesio. El nitrdgeno en las plantas es asimilado en sus
formas inorganicas (nitrato o amonio). Sin embargo, también el nitrégeno se
encuentra en el suelo como formas complejas de nitrogeno organico distribuido de
manera heterogénea, derivado de la putrefaccion de materia organica o cadaveres
de insectos, animales, hongos y otros microorganismos (Schmidt et al, 2014). Por
lo que la diversidad y abundancia de las comunidades microbianas que habitan los
suelos, tienen la capacidad de convertir dichas formas inaccesibles en moléculas
menos complejas como oligonucléotidos, aminoacidos y otros materiales que son
mas facil de asimilar. Por otra parte, en el laboratorio se ha propuesto que los
microorganismos pueden servir de nutrientes cuando la planta se encuentra en
suelos pobres de nutrientes (Puangfoo-Lonhienne et al,2010).

Los nanomateriales se han convertido en una herramienta para mejorar el
rendimiento de los cultivos. Las nanoparticulas y los nanoencapsulados, pueden
ser vehiculos de fertilizantes y/o fungicidas que son capaces de llegar
directamente a la planta blanco, sin tener como efecto colateral el dafio de plantas
vecinas. Existen reportes que algunas nanoparticulas promueven el crecimiento
de plantas de acuerdo al material de que estén hechas, el tamafio y la

concentracion a la cual sean aplicadas a la planta (Fraceto et al, 2016).



Durante los ultimos afios se han estudiado el comportamiento en términos de
resistencia del hongo de la Sigatoka negra del banano (Macedo-Raygoza G.M.,
2010), el uso de microorganismos enddfitos como una alternativa para el control
de la Sigatoka negra usando enzimas hidroliticas inducidas por fragmentos del
hongo como sustrato (Macedo-Raygoza G.M., 2013). En este proyecto las
bacterias enddfitas fueron evaluadas en su capacidad de soportar el crecimiento
de plantas micropropagadas de banano cavendish, clon Francés bajo condiciones
de nutricion limitada, usando como soporte arena de playa y las bacterias como la
unica fuente de nutriente. Para determinar esto se hizo un enriquecimiento del
material celular bacteriano con **N, de tal forma que con este etiquetado se midi6é
la incorporacion del nitrégeno isotopico en la feofitina derivada de la clorofila. Asi
también se midio el efecto sobre el crecimiento de las plantulas. Por ultimo, con el
objetivo de hacer eficiente la colonizacién bacteriana en las raices se utilizaron
nanoparticulas de oro y plata y ademas usando acercamientos de protedmica y
metabolémica con la tecnologia MALDI-IMAGING, se midieron la acumulacion de
péptidos y otros metabolitos inducidos por las bacterias y por las nanoparticulas,
gue nos acercaron al entendimiento del mecanismo de colonizacién, estrictamente
ligado a la acumulacion de especies de oxigeno reactivas como un evento previo a

la colonizacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los incendios forestales y el uso de fertilizantes quimicos han hecho que la
reserva de nitrégeno en suelo vaya en decremento. La pérdida gradual de
nitrdgeno en suelos es alarmante ya que éste es uno de los elementos principales
para que las plantas puedan desarrollarse. Por otro lado, el costo energético para
la produccion de fertilizantes nitrogenados y su impacto medioambiental es un
punto importante por considerar, debido a que el 2% del total de hidrocarburos
extraidos se consumen para la produccion de dichos fertilizantes mediante el
proceso Haber-Bosch.

También el alto uso de fertilizantes y quimicos en la industria agricola, influyen en
la contaminacion del suelo, subsuelo y atmdésfera, sin contar los mantos freaticos,
las consecuencias medioambientales relacionadas con el cambio climatico y la
salud en las poblaciones. Por lo que es sumamente importante usar alternativas
de produccion de alimentos amigables tanto con el medio ambiente como con las
personas que manejan los agentes quimicos. Es por esto que, el uso de
microorganismos se ha incrementado estos ultimos afios en funcién de la amplia
variedad de propiedades que les confieren a las plantas al vivir en simbiosis.

Los microorganismos benéficos para las plantas son usados en agricultura como
bio-fertilizantes o pesticidas. Entre estos las bacterias rizosféricas fijadoras de
nitrdgeno, micorrizas y otros microorganismos del suelo son usados
frecuentemente en formulaciones bio-inoculantes. Sin embargo, hay un atractivo
interés por parte de nuestro grupo de trabajo por el uso de bacterias y hongos
enddfitos para mantener la produccion sostenible de las plantas con importancia

agronémica. La filosofia del laboratorio es hacer “trajes a la medida”, es decir usar
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microorganismos que fueron obtenidos de la misma planta. Estos de primera
instancia tendran la capacidad de volver a reintroducirse y colonizar la planta,
ademas de fijar nitrdgeno organico dentro de los tejidos, modificar la arquitectura
de la raiz haciendo mas eficiente la asimilacién de nutrientes y funcionar como su
nutriente en suelos pobres.

El presente proyecto de investigacion tiene como fin el poder determinar la
capacidad de colonizacion de bacterias enddfitas del banano, soportar el
crecimiento en ambientes pobres de materia organica y nitrégeno, incluso mejorar
la capacidad de transferirle nitrégeno a las plantas, como una estrategia de
sobrevivencia de la planta y su simbionte. También, se explor6 mediante el uso de
espectrometria de masas MALDI-TOF, la identificacion de metabolitos secretadas
durante la interaccion planta-bacteria, en funcion de buscar entender el
mecanismo y moléculas asociadas a la colonizacion de la planta mediante el uso

de nanoparticulas de Au y Ag.



JUSTIFICACION

Jalisco es una de las regiones del pais perteneciente a la region pacifico-centro de
productores de bananos y platanos. Las plantaciones de banano, no solo de
Jalisco sino de todo el pais se ven afectadas por enfermedades como la Sigatoka
negra. Estas enfermedades ocasionan que los productores gasten millones de
pesos anualmente en agentes quimicos y fertilizantes, pero estos fungicidas son
ineficientes con el manejo de la enfermedad. Ademas, contaminan los suelos,
afectando la sustentabilidad de los mismos y disminuyendo la fuente natural de
nitrégeno. Es por esto que el uso de microorganismos benéficos (endofitos) es una
alternativa ecoldgica para el mantenimiento de los suelos y proteccién de las
plantas. En el laboratorio de bioquimica y biologia molecular de la Universidad
Auténoma de Guadalajara, en los ultimos 10 afios de estudio del cultivo de
banano, se ha logrado desarrollar una bio-formulacion efectiva contra la Sigatoka
negra en plantaciones comerciales, que muestra efectos de fertilizacion al
desarrollarse plantas robustas en el pseudotallo y el tamafio de hojas. Esta bio-
formulacion esta compuesta por bacterias enddfitas nativas de las plantas de
banano. Por lo tanto, en el presente trabajo se profundizé en investigar el efecto
de las bacterias en el soporte del crecimiento de las plantas y la colonizacién
inducida por el uso de nanoparticulas. Los resultados obtenidos de esta
investigacion brindardn un panorama de la capacidad de estos microorganismos
enddfitos para transferir nitrdgeno organico a las plantas en suelos deficientes de
nutrientes. Por otro lado, el acercamiento metabolomico de la colonizacién abre
rutas futuras de investigacion sobre los mecanismos involucrados en la

colonizacion de los microbios endoéfitos en las plantas.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la transferencia de nitrégeno orgénico, la colonizacién y el soporte del

crecimiento de plantas de banano Musa acuminata AAA Cavendish mediante el

disefio de simbiosis bacteriana para el desarrollo de bio-fertilizantes microbianos

en cultivos de importancia alimentaria.

Obijectivos Especificos

a)

b)

d)

Evaluar el efecto sobre el desarrollo de plantulas de banano inoculadas con
cepas enddfitas de Enterobacter cloacae y Klebsiella variicola comparadas
con una cepa no enddfita de Escherichia coli bajo condiciones de limitacion
de nutrientes en arena de playa.

Determinar el marcaje isotépico con '®N en proteinas ribosomales de las
bacterias enriquecidas con ™ NH4Cl, ®NOsNa usando espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Evaluar la transferencia de °N organico de las bacterias a la estructura de
la feofitina de las plantas, usando espectrometria de masas HPLC-Q-TOF.
Evaluar el proceso de colonizacion de raices en ausencia y presencia de
nanoparticulas de Au y Ag, usando técnicas de microscopia optica, tincion
DAB y recuperacion de bacterias de los tejidos internos de raices,
pseudotallo y hojas.

Identificar mediante tecnologia MALDI-IMAGING-MS los metabolitos

secundarios y pequefios péptidos inducidos por el proceso de colonizacion.



ANTECEDENTES

Microorganismos endofitos

Las asociaciones simbioticas con los microorganismos de la rizésfera y filGsfera es
una propiedad de tipo adaptativo en las plantas. Al igual que las personas, las
plantas se encuentran colonizadas por diferentes comunidades de
microorganismos con roles benéficos potenciales para su hospedante y en el
ecosistema que los rodea (suelo, rizosferas, etc), a esos microorganismos se les
llaman endéfitos. Los endofitos son microorganismos (bacterias y hongos) que
existen o desarrollan parte de su ciclo de vida dentro de una planta. Visualmente
no se observan sintomas en las plantas por su colonizacion. Los endofitos
invaden los tejidos internos de las plantas, penetran las células y se mantienen en
los espacios intercelulares, y no producen estructuras externas que afecten
directamente el desarrollo planta. En general, los microorganismos endofitos
juegan un papel importante en el proceso de adaptacion ambiental de las plantas
(Souza et al, 2014). Este tipo de microorganismos tienen la capacidad de
sobrepasar la resistencia sistémica de plantas y se diseminan activamente en los
tejidos comportandose como simbiontes competitivos. Los endofitos pueden ser
adquiridos por las plantas si la densidad poblacional de éstos baja, en el orden de
102 UFC por planta y en los tejidos se mantienen entre 102 a 10’ CFU por gramo
de tejido humedo, dependiendo del 6rgano, tipo de tejido y edad de la planta. Los
microorganismos enddfitos producen un amplio rango de compuestos Utiles para
el crecimiento de la planta, asi como metabolitos que le otorgan proteccion en
contra del estrés bidtico y abidtico (Dita et al, 2014) como se muestra en la figura

1.
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Metabolitos derivados de:
- Enddfitos, debido a la interaccion con la

planta.
. 7 - Sintesis bilateral.
SOtedn’y e 4 - Planta, debido a la induccién por el endéfito.

Célula de la planta |
!

Figura 1. Esquema de la localizacion de los endéfitos y los diferentes tipos de

interacciones que pueden llegar a tener con la planta hospedera.

Cada dia existen nuevos reportes sobre las comunidades enddfitas de las plantas,
hoy se sabe que la composicion de la microbiota de las plantas varia
considerablemente dependiendo del habitat, condicibn ambiental, entre otros.

Las asociaciones naturales entre microorganismos y plantas estan siendo
exploradas por su potencial uso en un gran numero de aplicaciones
biotecnolégicas, entre las que se encuentran su papel como agentes potenciales
para biocontrol, esto debido a efectos inhibitorios en contra de patégenos. La
habilidad de controlar patbgenos de plantas ha sido descubierta en especies de

Bacillus, Enterobacter y Burkholderia. Los enddfitos sintetizan una serie de
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moléculas activas que incluyen sideréforos, biosurfactantes, &cido cianhidrico e
hidrolasas (glucanasas, quitinasas, lipasas y proteasas), que dan una ventaja
sobre los fitopatégenos en la competencia por un nicho. Asi también contribuyen
con la proteccion de la planta al inhibir indirectamente al patégeno induciendo la
defensa de la planta. Por ejemplo, algunos determinantes conocidos como
patrones moleculares asociados a microbios o MAMPS, como la flagelina,
lipopolisacarido (LPS), compuestos tipo fitohormonas y VOC juegan un papel

importante en la induccion indirecta de la proteccion de la planta.

A) Actividad antagonica

Algunas bacterias enddfitas, especialmente aquellas de los géneros Bacillus,
Pseudomonas y Enterobacter tienen la capacidad de producir sustancias
biosurfactantes conocidas como lipopéptidos ciclicos (Beltran-Gracia et al 2017,
Jha et al, 2016, Ma et al, 2016, You et al, 2015). Entre estas, las surfactinas,
fengicinas, e iturinas producidas por Bacillus, han demostrado tener actividades
antivirales, anti-bacterianas, anti-fungicas y hemoliticas, las cuales se asocia a la
habilidad de unirse a la bicapa lipidica de la membrana citoplasmatica y modificar
su permeabilidad. Las Surfactinas de Bacillus por ejemplo, muestran actividad
antagodnica con hongos como Aspergillus flavus, Alternaria solani, Colletotrichum
gloeosporioides, Botryosphaeria ribis, Phomopsis gossypii, Helminthosporium
maydis, Sclerotinia sclerotiorum, Drechlera oryrae, Alternaria alternata, Fusarium
oxysporum, F. roseum, Rhizoctonia sp., Sclerotium sp., y Phytophthora sp. Otro
ejemplo es la lturina y la Fengicina producidas por B. subtilis que muestran un

antagonismo directo sobre hongos fitopatégenos que afectan importantemente los
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cultivos, pero también inducen la expresion de genes de la via de los
fenilpropanoides disparando la resistencia inducida sistémicamente (ISR)
(Pieterse, et al, 2014). La surfactina causa una alcalinizacion dependiente de
calcio y la acumulacion de especies de oxigeno reactivas (EOR’s). Estos datos
incluyen a los EORs y su induccién por acido salicilico puede ser mediada por
estos lipopéptidos ciclicos. Estas moléculas se asocian a la motilidad bacteriana
durante la colonizacion de las raices y al estado de Quorum sensing, que son
importantes en la formacion de biopeliculas (Burkhanova et al., 2017).

La ISR activada es mantenida por la planta por periodos largos y eficientemente
protege contra lo patdogenos. La ISR incluye la formacion de EORs mencionados
anteriormente, como el peroxido de hidrogeno (H202) que durante la infeccion
activa la expresion de factores de transcripcion sensibles a cambios REDOX y a
genes relacionados con la patogénesis, regulando la interacciéon entre acido
salicilico y acido jasmonico, por las vias de sefializacion dependientes de etileno

(Pieterse, et al, 2014; Burkhanova et al., 2017).

B) Promocion del Crecimiento y asimilacion de nutrientes

Los endofitos como se sabe tienen propiedades de inducir el crecimiento de las
plantas, entre las que destacan la fijacion de nitrégeno atmosférico, este fendmeno
ha sido estudiado ampliamente en las rizobacterias asociadas a plantas
leguminosas, de tal forma que se conoce la compleja sefalizacién y eventos
moleculares que ocurren dentro del nédulo (Ahemad M. y Kibret M., 2014). Sin
embargo, en las bacterias enddfitas a pesar de que se sabe que éstas pueden fijar

el nitrdgeno, no existen estudios sobre la actividad de nitrogenasas endofitas.
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Metabolitos como las auxinas, citocininas, acido abscicico y la ACC deaminasa,
también producidas por los endéfitos, se consideran en el contexto de parametros
promotores del crecimiento de las plantas.

Otra propiedad extensamente estudiada, es la produccién de auxinas. El acido
indol acético (AlA) es un factor que estimula el desarrollo de las raices,
especialmente el crecimiento de las raices laterales y en los tejidos meristematicos
(Sevik H. y Guney K., 2013). Después de la germinacion, las plantulas jovenes
contienen solo raiz primaria, formadas directamente de la radicula presente en el
embrion. Los primordios de raices laterales originados de las células periciclas
localizadas enfrente del xilema de las raices primarias. Las auxinas por lo tanto
influyen en la formacion de las raices secundarias. Recientemente la sefalizacion
asociada a las auxinas, mas alla de la arquitectura de la raiz en respuesta a
estimulos ambientales, se ha estudiado con cierta profundidad, especialmente la
resistencia al frio y sequia (Shi H. et al, 2014) a través de la ARE, conocidos como
elementos de respuestas a auxinas. La sintesis depende de la secrecion de
triptéfano por transportadores especificos de la raiz al exterior, mismo que es
aprovechado por lo microorganismos para transformarlo en AlA.

Un factor atractivo es la habilidad de producir acido abscicico (ABA)
especialmente bajo condiciones de estrés. La produccion de ABA permite a las
plantas a crecer bajo estrés por sequia. EI ABA también regula la actividad
estomatica, lo cual puede ser considerada en el establecimiento de una barrera
primaria contra patdégenos de hojas. Ademas, el ABA también contribuye a la
acumulacion de callosa en células de la pared celular adyacente al sitio de

infeccion. Mientras que las citocininas inducen la producciéon de moléculas de
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sefalizacion como el &cido jasmédnico y &cido salicilico en plantas. Por lo tanto, se
activa la defensa contra patégenos.

En algunos casos es producida la sintesis de etileno por la via de las metioninas
por ciertas bacterias; pero aquellas bacterias que producen ACCdeaminasa
(ACCd) la cual cataliza el rompimiento del ACC (1-aminociclopropanol-acido
carboxilico), precursor del etileno son consideradas de fuerte importancia. Debido
a que la produccién de etileno interfiere con la activacion de la ISR en respuesta a
las infecciones por patdgenos biotréficos y hemibiotréficos, las bacterias
productoras de ACCd reducen los sintomas de infecciones.

Ademas, los microorganismos endofitos pueden acelerar la asimilacion de
minerales como el fésforo por medio de la secrecion enzimas o simplemente la
produccion de acidos organicos (Schoebitz M. et al, 2013). Sin embargo, el factor
mas influyente en la asimilacion de este mineral y otros como el zinc, y el
nitrogeno es la activacion de transportadores selectivos. Este proceso de
acumulacion de transportadores selectivos influye en la modificacion de las raices
laterales y de cierta manera ésta ligado a mecanismos regulatorios con las
auxinas como parte de una respuesta adaptativa (Bouain et al, 2014).

Esta informacién sugiere que los microorganismos enddfitos son una alternativa
sustentable al uso de fertilizantes y pesticidas quimicos, debido a su bajo costo y a

su contribucién como un modelo para una agricultura sustentable.
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Endéfitos de Banano

Existen varios reportes donde se han aislado bacterias y hongos enddfitos de
banano (Musa acuminata) con capacidades de controlar a los hongos causantes
del mal de Panamd y de la Sigatoka negra. En la tabla 1 se presentan los géneros
mas destacados entre estos: Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia,
Achromobacter, Rhizobium, Ochrobactrum, Klebsiella, Erwinia, entre otros (Souza
et al, 2014, Thangavelu et al, 2015, Zakaria et al, 2016, Sharma et al, 2017,
Sekhar et al, 2015, Dita et al, 2014). Mientras que entre los hongos endofitos
destacan los géneros: Fusarium, Curvularia, Trichoderma, Calonectria,
Rhizoctonia, Bionectria, Stromatoneurospora, entre otros (Zakaria et al, 2016).

La mayoria de estos reportes de endofitos de banano se enfocan en aquellos
encontrados en sus raices, debido a la posible produccién de moléculas benéficas

para la planta.
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Tablal. Bacterias y hongos endéfitos encontrados principalmente en las raices de

plantas de banano Enano gigante cv. Cavendish.

Tipo de enddfito

Género y especie

Tejido de localizacion

Bacteria

Bacillus Raiz
amyloliquefaciens,Bacillus
vallismortis,, Bacillus
atrophaeus, Bacillus
subtilis, Virgibacillus
halophilus,  Terribacillus
goriensis (1)

Pseudomonas putida, Raiz
Bacillus cereus,
Achromobacter spp.,
Rhizobium spp., Bacillus
flexus (2)

Klebsiella spp., Erwinia Raiz

cypripedii, .Pseudomonas
sp., Cellulomonas uda,
Cellulomonas flavigela,
Corynebacterium

paurometabolum, Bacillus

megaterium (3)
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Hongo

Enterobacter cloacae, Raiz, Hoja
Bacillus subtilis,
Lysinibacillus  fusiformis,
Enterococcus faecalis,

Bacillus cereus (5)

Klebsiella variicola, Raiz
Klebsiella oxytoca,

Bacillus subtilis,
Enterobacter cloacae (6)

Fusarium proliferatum, Raiz

Fusarium sp., Fusarium

solani, Fusarium
oxysporum, Curvularia
lunata, Trichoderma
atroviride, Calonectria
gracilis, Rhizoctonia
solani, Bionectria
ochroluca,
Stromatoneurospora

Phoenix (Xylariceae) (4)

1) Souza et al, 2014, 2) Thangavelu et al, 2015, 3) Sharma et al, 2017, 4) Zakaria et

al, 2016, 5) Ortiz-Mendoza, 2014, 6) Thomas et al, 2009.
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Importancia del banano

El banano se encuentra entre los principales productos agri mas valiosos del
mundo, siendo el cuarto cultivo a nivel mundial después del arroz, trigo y maiz en
términos del valor bruto de la produccion anual, y es el 12vo cultivo méas
importante en términos de valor y cantidad. Se estima que alrededor de 5 millones
de hectareas de banano son cultivadas anualmente en todo el mundo, teniendo a
sus mayores productores en Africa, Asia, India, el caribe y América latina (FAO,
2016). Ademas, se reporta que la producciéon de bananos genera un valor de
exportacion de aproximadamente $5 billones de délares por afio (Machinova et al,
2014). Los 4 paises que lideran la exportacion de bananos en el mundo son India,
China, Brasil y Filipinas, representando el 64% de la exportacion mundial (Sheth,
2017), mientras que México ocupa el lugar 14 con un 1.7% de la produccion
mundial (The World Factbook, Field Listing: Exports — Commodities. 2017) como
se observa en la tabla 2.

Para 2016, se hizo una estimacion donde se preveia que México podria aumentar
su capacidad de exportacion en un 184.3%. Por otro lado, la FAO (Food and
Agriculture Organization) estima que la produccion puede aumentar unas 18.1
millones de toneladas a nivel mundial, siendo los paises de américa latina como
se observa en la figura 2. Pero, esto puede verse amenazado debido a los

diferentes retos de produccion que se enfrenta este cultivo.
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Tabla 2. Ranking mundial de Paises que exportan banano a nivel mundial.

Pais Exportacion
1.- Ecuador $2.7 billones (23.3%)
2.- Guatemala $ 1.2 billones (10.5%)
3.- Costa Rica $ 996.8 millones (8.5%)
4.- Bélgica $ 940.9 millones (8%)
5.- Colombia $ 914.9 millones (7.8%)
6.- Filipinas $ 618.8 millones (5.3%)
14.- México $ 197.1 millones (1.7%)

Million tonnes

2013 2014 2015 2016 2017
ostim. rast
- Latin America and Car. Asia -Africa

Figura 2. Produccion en millones de toneladas de banano de acuerdo con las
diferentes regiones productoras del mundo. Se observa que Latinoamérica provee

la mayor cantidad de banano para el consumo mundial. (FAO 2016).
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Retos y Amenazas para la produccion de Banana.

La Sigatoka negra

Las enfermedades causadas por microorganismos son los factores mas dinamicos
y destructivos que afectan al cultivo. En total, la produccién global de banano es
reducida por las enfermedades que atacan a las plantas mas que por otras
condiciones bidticas (Ploetz et al, 2015). La Sigatoka negra, es de las
enfermedades mas importante en la produccién de importacion. El dafio que
causa esta enfermedad es bastante severo y se propaga rapidamente teniendo
interaccion con nuevos ambientes, zonas de cultivo nuevas, etc. A pesar de que
esta enfermedad no mata la planta de manera inmediata, tiene serios impactos en
la calidad de la fruta. La Sigatoka negra es causada por el hongo fitopatogeno
Pseudocercospora fijiensis. En general la Sigatoka negra ocasiona una inhibicion
de la capacidad fotosintética de la planta lo que lleva a una maduracién prematura
del fruto y acorta la vida de la fruta post cosecha (Ploetz et al, 2015). La patogenia
es estrictamente foliar, por lo que los sintomas de la enfermedad se presentan en
las hojas de las plantas, ademas de presentar diferentes estadios de acuerdo con

la evolucién de la enfermedad como se observa en la figura 3.
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Stages 4and 5

Figura 3. Estadios de Fouré. Muestra la evolucion de la sigatoka negra en las
hojas de banano, donde van desde pequefas pizcas en las hojas de banano

(etapa 2) hasta una completa necrosis de la planta (etapa 6).

Mal de panama

El mal de panama causado por el hongo fitopatdbgeno Fusarium oxysporum
cubense (foc) raza 4, a pesar de ser reportado primero en Australia, se han
reportado brotes de esta enfermedad en todos los paises productores de banano
alrededor del mundo. ElI mal de Panama es una enfermedad letal que infecta las
raices y el xilema de las plantas. Al afectar el xilema las plantas se vuelven no

funcionales, logrando que la planta se marchite y muera (figura 4).
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Figura 4. Sintomas de planta de banano afectada por el mal de Panama
ocasionada por el hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum cubense. Se observa
un amarillamiento de hojas y muerte total de la planta en corto tiempo.
Actualmente esta enfermedad amenaza la viabilidad del cultivo en varias regiones

productoras del mundo. No hay casos en México.

Ambas enfermedades son poco manejables, actualmente el control de dichas
enfermedades es mediante el uso de agentes quimicos (fungicidas), pero éstos
han demostrado ser ineficientes para controlar dichas plagas (Aguilar-Barragan et

al, 2014).

Control de enfermedades

Para maximizar las oportunidades de exportar el fruto y disminuir los efectos
ocasionados por Sigatoka negra, actualmente se usan una serie de varios
fungicidas que son aplicadas con ayuda de avionetas. Dichos fungicidas pueden

ser protectores (no penetran la planta, sélo se depositan en la superficie de la
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hoja) o sistémicos (entran dentro de la planta y tienen un blanco especifico en la
estructura celular del fitopatdgeno). Esta es una practica bastante costosa,
considerando que el 25% del precio de la fruta es atribuido a esta actividad (ploetz
et al, 2015), mientras que 1/3 del costo de la produccion se destina a la aplicaciéon
de fungicidas para controlar esta enfermedad (Machinova et al, 2014).

El mal de Panam4, no tiene una estrategia de tratamiento quimico que ejerza un
control contra del hongo. Se ha reportado que la enfermedad es controlada por un
corto periodo de tiempo mediante el uso de agente bioldgicos, aunque dichos
resultados son cuestionables debido a la aplicacién de fungicidas y fertilizantes
guimicos en conjunto con los agentes biolégicos (Ploetz et al, 2015).

En México no existe un plan de rotacion de fungicidas para tratar estas
enfermedades, asi que el uso de estos fungicidas es indiscriminado, aplicando
durante mucho tiempo el agente quimico que aparenta controlar la plaga, hasta
gue se pierde el efecto. Eso ha producido que las cepas que infectan los cultivos
de banano desarrollen resistencia a los fungicidas, provocando que dicho control
no sea eficaz y se comiencen a buscar alternativas que sean mas funcionales para

los productores (Aguilar-Barragan et al, 2014).

Uso eficiente de nitrdgeno

El nitrégeno es un factor limitante para el desarrollo de las plantas que limitan la
produccion de los cultivos comerciales (Perchlik et al, 2017). El agricultor para
llegar a los niveles de rendimiento adecuados debe utilizar grandes cantidades de
fertilizantes nitrogenados en su produccion. En paises industrializados, se han

incrementado dramaticamente el uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos ha
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incrementado draméaticamente para poder satisfacer la demanda agricola de una
poblacion en crecimiento (Perchlik et al, 2017, Chao et al, 2015). Sin embargo, el
uso excesivo de fertilizantes provoca una contaminacién ambiental severa, influye
en el cambio climético y en consecuencia la pérdida de la biodiversidad
macroscopica y microscépica. Lo que la produccion sustentable de un cultivo
requiere de un manejo cuidadoso de las cantidades de nitr6geno aplicado debido
a que es un elemento movil (Lammerts van Bueren et al, 2017). El uso excesivo
de nitrégeno aumenta el riesgo de contaminacion por inmovilizacion, por lixiviacion
superficial en el suelo, denitrificacion o volatilizacion (Lammerts van Bueren et al,
2017). Por esto, el uso eficiente de nitrégeno (NUE) juega un papel fundamental
en la produccién de cultivos comerciales (Todeschini et al, 2016). La definicion de
NUE es compleja, pero se puede definir como el rendimiento por grano, forraje o
fruta por unidad de nitrégeno disponible en el suelo de acuerdo con las diferentes
especies de plantas (Li et al, 2017). Cuando se considera el mejoramiento del
manejo de nitrégeno, varias fuentes de obtencién del nitrogeno por plantas se
toman en cuenta: deposicion atmosférica de compuestos nitrogenados, el
nitrégeno disponible en suelo, nitrdgeno atmosférico fijado por bacterias o algas
fijadoras de nitrégeno, nitrogeno mineralizado de la materia organica en suelo,
nutrientes nitrogenados a través de simbiosis en raices con microorganismo
benéficos de suelo, minerales nitrogenados, entradas de nitrégeno (como estiércol
de animales, composta, etc), aplicacion de nutrientes foliares, nutrientes aplicados
en los sistemas de irrigacién, etc. (Lammerts van Bueren et al, 2017). Los
principales componentes del NUE son la eficiencia de consumo de nitrégeno

(NUpE) que se resume en la habilidad de la planta de absorber el nitrogeno
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disponible en el suelo, la eficiencia de utilizacién de nitrogeno (NUtE) que es la

relacién entre el rendimiento del cultivo y el total de nitrdgeno absorbido por la

planta y la eficiencia de re movilizacion de nitrégeno (NRE) que se traduce como

la habilidad de la planta de translocacion del nitrdgeno en la misma. A estos se

atribuye la variabilidad de la respuesta al NUE en los cultivos, ya que, si la planta

posee una alta eficiencia para re movilizar el nitrégeno, esto tiende a acelerar el

proceso de senescencia. Ademas, se ha relacionado con el NUE la acumulacion

de biomasa de la planta, asi como el contenido de clorofila en las hojas de éstas

(Todeschini et al, 2015). La importancia del NUE se ha estimado en que se puede

ahorrar hasta cerca de $1.1 billones de dolares si se logra aumentar en al menos

1% (Li et al, 2017, Perchlik et al, 2017, Han et al, 2015, Hawkesford M.J., 2017).
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Figura 5. Efecto del nitrdgeno sobre el comportamiento fisiolégico de las plantas

en funcion de los factores que influyen en el uso eficiente del nitrégeno (NUE).

(tomado de Lammerts van Bueren et al, 2017).
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Uso Eficiente de Nitrégeno (NUE) y transportadores de Nitrogeno en la raiz.
Las plantas son organismos inmoviles que han desarrollado varios sistemas de
toma de nitr6geno para sostener su supervivencia en el cambio ambiental. El
nitrato y amonio son dos de las formas de nitrégeno mas importantes que existen
en los suelos, de las cuales el nitrato es la forma mas abundante en ambientes
aerdbicos, mientras que el amonio tiende a ser la forma principal en suelos acidos
0 con una gran cantidad de agua (Glass et al, 2001). Los aminoacidos también
cuentan como una pequefia porcién del nitrdgeno organico que puede ser utilizado
por las plantas. Para que el nitrégeno ingrese a las plantas, se debe movilizar a
través de transportadores de nitrégeno presentes en las raices y son elementos
claves para determinar la NUE.

Se han reportado 4 familias de transportadores de nitratos en Arabidopsis que
corresponden a NPF (NRT1/PTR), NRT2, la familia del canal de cloruro (CLC) y
los homoélogos asociados al canal de anion lento (SLAC/SLAH). Arabidopsis
cuenta con 53 NPF, 7 NTR2, 7 CLC y 5 SLAC/SLAH, transportadores que han
sido caracterizados. Mientras que se han reportado los siguientes transportadores
de amonio en Arabidopsis AtAMT1;1-AtAMT1;5 (Li et al, 2017, Han et al, 2015).
Los transportadores pueden clasificarse en transportadores de alta afinidad,
transportadores de baja afinidad y transportadores de amonio (Glass et al, 2001).
Un efecto fisiolégico en la planta que puede afectar el NUpE incluye la arquitectura
de la raiz y cualquier otra caracteristica que impacte la habilidad de las raices para
extraer nitrogeno del suelo. Un ejemplo simple para mejorar el NUpE seria
incrementar la toma de nitrdgeno con la expresion de transportadores de nitrdgeno

mas eficientes o incrementar la expresién de todos los transportadores; sin
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embargo, es poco probable que la sobrexpresion de dichos transportadores sélo
incremente la toma de nitrégeno. Un segundo ejemplo es identificar los genes que
tiene un papel en la remodelacioén de la raiz, sin embargo, hay muy pocos estudios
gue demuestren que la manipulacién de dichos genes afecta la toma de nitrégeno
por parte de la planta. Es claro que el factor ambiental que afecta el NUE es la
disponibilidad de agua. Sin suficiente agua, las plantas no pueden extraer
nutrientes del suelo y el rendimiento se ve limitado exclusivamente a la humedad
disponible en el suelo y no a la disponibilidad del nitrégeno como se es deseado
(Han et al, 2015).

Ahora bien, otro factor importante es el uso eficiente de nitrdgeno en
microorganismos, que se describe como la particion del N organico absorbido
entre el crecimiento y la liberacion de N inorganico al medio ambiente (es decir, la
mineralizacién de N). Se ha encontrado que los microorganismos retienen una alta
concentracion de nitrdgeno organico inmovilizado, cuando estan carentes de
nitrégeno, resultando en una baja mineralizacion del nitrégeno. Sin embargo,
cuando el control catabdlico de los microorganismos cambia de una limitacion de
nitrégeno a una limitacion de carbono, liberando una fraccién considerable del
nitrégeno organico como amonio (Mooshammer et al, 2014). Se ha concluido que
la regulacion del NUE es una estrategia esencial de las comunidades microbianas
para enfrentarse a la carencia de suelos pobres de nutrientes afectando el ciclo

del nitrogeno (Mooshammer et al, 2014).
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Disefio de simbiosis y transferencia de nutrientes bajo condiciones de
empobrecimiento de suelos.

Las plantas han colonizado la tierra desde hace 450-490 millones de afios. Lo que
requirio varias adaptaciones en su manera de tomar los nutrientes, que incluyen la
toma y el movimiento de agua y de otros solutos dentro de la planta (Batista et al,
2015). La evolucion de las raices de las plantas ha servido para una amplia
variedad de procesos, incluyendo la toma de nutrientes y agua, el anclaje al suelo,
soporte mecénico y almacenaje. La planta es completamente dependiente de sus
sistemas de raices para su supervivencia en la naturaleza y para mantener el
rendimiento y la calidad nutricional en la agricultura (Batista et al, 2015, Koutika et
al, 2017). La seguridad alimentaria se encuentra entre los retos mas grandes de la
humanidad en el siglo 21. La baja fertilidad del suelo incluyendo la baja
disponibilidad de los nutrientes y problemas como la acidez de los suelos y la
toxicidad asociada a metales como el aluminio (Al) limitan la productividad agricola
al restringir a los cultivos de alcanzar todo su rendimiento. La baja fertilidad de los
suelos en Paises desarrollados es una de las principales preocupaciones en
cuanto al desarrollo de seguridad alimentaria y al propio desarrollo econémico.
Adicionalmente, la disponibilidad del agua a menudo limita el desarrollo de los
cultivos en la mayoria de los sistemas de agricultura (Batista et al, 2015, Koutika et
al, 2017).

Los sintomas generales que presentan las plantas cuando se encuentran en un
suelo pobre de nutrientes (con una baja fertilidad) o con toxicidad mineral incluyen
la poca aparicién de las plantas, bajo crecimiento, plantulas y plantas adultas

dafadas, clorosis en hojas, una reducciéon en el crecimiento en general y en la
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produccidén de materia seca y una alteracion en las semillas (Batista et al, 2015;
Koutika et al, 2017).

Como se explicé en el apartado de uso eficiente de nitrégeno, los
microorganismos también tienen la habilidad de controlar la toma de nutrientes. El
hecho de que las raices de las plantas hagan asociaciones (micorrizas o n6dulos
con rhizobacterias) o permitan la colonizacion, abre la puerta a que se piense en
los microorganismos como una alternativa para mejorar el rendimiento de los
cultivos cuando éstos se encuentran en suelos infértiles. Los microorganismos
pueden cambiar su metabolismo cuando se encuentran en limitaciones de
nitrogeno o carbono, esto conlleva a la regulacion del NUE como una estrategia de
los microorganismos para hacer frente al desequilibrio de nutrientes. Por lo tanto,
el conocimiento de cédmo los microorganismos regulan el uso del nitrégeno puede
brindar una idea general de como se regulan las funciones del ecosistema y de
esa manera como aumentan el rendimiento de los cultivos (Mooshammer et al,
2014). Ahora bien, controlar el NUE no es la Unica estrategia que tienen los
microorganismos para lograr su supervivencia y la de su planta hospedera en

condiciones de limitacion de nitrégeno.

La transferencia de nitrégeno de microorganismos endéfitos a las plantas.

A pesar de su abundancia atmosférica, el N2 gaseoso no es una fuente disponible
de nitrégeno para las plantas. Los microorganismos libres y los microorganismos
de suelos son capaces de fijar nitrdgeno y producen compuestos nitrogenados que
son utilizados directamente por las plantas. Como se ha visto anteriormente, la

simbiosis que crea la planta con los microorganismos endéfitos es para beneficio
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de ambos, y dicha simbiosis se basa en la produccion de metabolitos que son
aprovechados por la planta, de igual manera dichos microorganismos son capaces
de transferir nitrégeno, que es un elemento esencial para el crecimiento de la
planta. Esta reportado en literatura dicho fenémeno, donde los microorganismos
son marcados con °N y posteriormente dicho marcaje es buscado en la planta
(Beltran-Garcia et al, 2014). El nitrégeno tiene 2 isétopos estables °N y 1“N. La
mayoria de los procesos fisicos, quimicos y bioguimicos se inclinan a la
incorporacion del is6topo mas ligero en su producto, dejando el sustrato
enriquecido con el is6topo mas pesado. Una de las técnicas mas usadas para
medir la dindmica del nitrégeno, es medir la proporcién de los is6topos (1°N/**N)
en plantas, ya que se ha probado que es una técnica bastante util para medir el
total de nitrdgeno que entra, sale o se fracciona en los diferentes procesos
(Hobbie et al 2012). Para verificar dicho marcaje hay diferentes técnicas que seran
vistas en este apartado.

Para demostrar la funcionalidad de los endofitos como agentes de transferencia de
nitrégeno hacia las plantas, Behie et al, en 2014 marcaron la larva de Galleria
mellonella con sulfato de amonio °N, posteriormente dicha larva fue infectada con
conidias de hongos (Metarhizium sp., B. bassiana, L. lecanii o A. flavus) que son
géneros patdégenos para insectos, estas larvas se colocaron en brotes de soya,
frijol, pasto y trigo. La busqueda del marcaje con *°N fue realizado a los 14 y 28
dias posteriores al depdsito de la larva en los brotes de las plantas, se tomaron
solamente las hojas, se secaron a 60°C y se molieron hasta obtener un polvo fino.
El material se encapsulé y se analizé el contenido de **N con ayuda de un

espectrofotometro de emision NOI-5. Después de 28 dias se observo que, si habia
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una transferencia de nitrégeno presentando un aumento del 60%, 30%, 62% y
82% respectivamente para cada planta a los 28 dias. Mientras que Montesinos-
Navarro et al, en 2016 y 2017 midieron la transferencia de nitrdgeno en plantas
secando la planta a 50°C durante tres dias y posteriormente se macer6 hasta
obtener un polvo fino, después encapsularon 3mg del material para poder medir el
is6topo con ayuda de un espectrometro de masas con flujo continuo de is6topos.
Por otro lado, Beltrdn-Garcia et al en 2014, hicieron el seguimiento de la
transferencia de nitrégeno en agave por parte del enddfito Bacillus tequilensis,
ellos analizaron la feofitina, que es la clorofila sin magnesio, se encontré que los

cuatro atomos de nitrdgeno estas marcados en las hojas de agave.

Nanotecnologia: una alternativa para el uso de nanoparticulas en la
agricultura

La nanotecnologia es reconocida como una tecnologia clave que puede contribuir
a una competitividad sustentable y a un desarrollo en varios campos de aplicacion
industrial. Las propiedades de las nanoparticulas proveen de funciones utiles que
han sido rapidamente explotadas en campos como la medicina, la biotecnologia,
electronica, ciencia de los materiales y sectores energéticos entre otros. Todos
estos desarrollos también han llegado al sector agricola, donde se requiere de una
innovacion continda debido al reto que esta presentando la seguridad alimentaria y
el cambio climatico (Parisi et al, 2014). El uso de nanotecnologia para el sector
agricola ha sido especificamente para mejorar procesos de fertilizacion,
incremento de rendimiento a través de la optimizacion de nutrientes y minimizando

los productos quimicos (Dhewa T., 2015). El uso mas comun de las nanoparticulas
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en la agricultura has sido los encapsulados o nanoparticulas que acarrean
fungicidas o fertilizantes, que tienen blancos especificos reduciendo asi el dafio a
plantas que no son el blanco de las nanoparticulas (Sabir et al, 2014), en forma de
resumen se presenta en la figura 6 la utilidad de las nanoparticulas en la
agricultura. El tipo de nanoparticulas o nanomateriales mas utilizados para las
plantas son bastantes amplios, pero se pueden clasificar en dos grupos
principales: nanomateriales basados en carbon y nanomateriales basados en
metales. Los nano materiales mas utilizados con metales son los siguientes: TiO»,
CeOg, Fes04, ZnO y AgNO3 (Matiello et al, 2017). Las nanoparticulas de diferentes
metales pueden jugar un papel importante en la promocién de crecimiento y el
rendimiento de la planta, sin embargo, aun se investiga el efecto toxico que estas
nanoparticulas puedan tener (Bhattacharyya et al 2014). Las nanoparticulas tienen
el potencial de viajar a través del organismo a diferencia de otros tipos de
materiales de tamafio mayor (Bhattacharyya et al 2014). Hay reportes de
nanoparticulas que al ser aplicadas a las plantas tienen un efecto benéfico, por
ejemplo; la aplicacion de SiO2 en maiz y tomate, nanotubos de carbon en tomate,
mostaza, frijol negro y arroz. TiO2> en espinaca y trigo (Ditta et al, 2015). Las
nanoparticulas de Si, Pd, Au y Cu en lechuga, estas han demostrado un aumento
en la germinacion de estas plantas (Ditta et al, 2015). Sin embargo, el impacto real
de las nanoparticulas en plantas dependerda mucho de su composicion,
concentracion, tamafio, carga de superficie y las propiedades quimicas vy fisicas,

ademas de la susceptibilidad de la planta (Fraceto et al, 2016).
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Figura 6. Aplicaciones potenciales de la nanotecnologia en la agricultura. Hay
cuatro factores importantes para usar nanotecnologia: A) Aumentar la
productividad usando las particulas como vehiculos de pesticidas y fertilizantes,
mejorador de la calidad del suelo, estimulacion del crecimiento de la planta y

proveer un monitoreo inteligente utilizando nanosensores (Fraceto et al, 2016).

Espectrometria de masas MALDI-TOF

La espectrometria de masas MALDI-TOF es una técnica bastante sencilla para el
analisis de proteinas y péptidos. La tecnologia MALDI-TOF es considerada como
un método de ionizacion suave; ésta fue introducida al final de los afios 80s
revolucionando la espectrometria de masas (Schiller et al, 2004). La técnica posee
un laser como fuente de ionizacion, donde las muestras son recubiertas con una
matriz (de ahi sus siglas en inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization). El
primer analisis que se realizd con esta técnica se utilizd polvos de cobalto como
matriz, hoy en dia se utilizan exclusivamente acidos organicos de los cuales los

mas utilizados son el acido sinapico, acido a-ciano-4-hidroxicinamico y el &cido
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2,5-dihidroxibenzoico. Y posee como analizador de masas un tubo de tiempo de
vuelo (Time Of Flight) donde los compuestos ionizados son separados de acuerdo

a su masay su carga. El funcionamiento del equipo se esquematiza en la figura 7.
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Figura 7. Secuencia de eventos para el procesamiento de una muestra en un

espectrometro de masas MALDI-TOF. (Schiller et al, 2004).

Identificacién de microorganismos por latécnica MALDI-TOF

La espectrometria de masas MALDI-TOF MS es una herramienta facil de usar,
rapida y precisa que ha revolucionado la identificacibn de microorganismos en
laboratorios de microbiologia. Esta tecnologia permite hacer una identificacion a
nivel de especie mediante un analisis de proteinas totales. La espectrometria de
masas MALDI-TOF MS se basa en la generacion de un espectro de masas de
todas las proteinas del microorganismo (perfil proteico) y su comparaciéon con
espectros de masas que se encuentran almacenados en una base de datos
(Saugete et al, 2017). Existen factores que pueden afectar la identificacion de un
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microorganismo por MALDI-TOF, entre ellos se encuentra la intensidad de la
sefal, la pérdida de la sefial y el cambio de sefal. Sin embargo, la identificacion
también se puede ver afectada por la condicion de crecimiento del cultivo, la

misma preparacion de la muestra e incluso el medio de cultivo utilizado.

Identificacién de proteinas

La espectrometria de masas estuvo mucho tiempo restringida a moléculas
pequefas y termoestables debido a la escasa efectividad de las técnicas
disponibles. El desarrollo de la técnica de MALDI-TOF en los afios 80s cambi6
esta situacion, y logrando poder ver proteinas de masas moleculares altas. La
espectrometria de masas es usada para medir pesos moleculares siempre de
polipéptidos o incluso determinar estructuras adicionales que incluyen la
secuenciacion de aminoacidos o el sitio de wunion de modificaciones
postraduccionales en proteinas. La espectrometria de masas MALDI-TOF MS es
bastante confiable para la determinacién de péptidos y proteinas y usualmente
suele ser completado con un andlisis de ESI MS. Comparando ambas técnicas
(MALDI y ESI), MALDI MS es una técnica mas sensible y mas tolerante a la
presencia de contaminantes como sales o pequefias concentraciones de sales

(Domon et al, 2017).

MALDI-IMAGING
La técnica de MALDI-IMAGING es una técnica que se encuentra en desarrollo.
Esta técnica sirve para medir la distribucion tiempo/espacio de distintas

biomoléculas sobre tejidos. Esta técnica ha sido usada en diversas areas que
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incluye el estudio de metabolitos primarios, productos naturales, mecanismo de
defensa en plantas, respuesta a estrés abidtico y bidtico en plantas, lipidos en
plantas y metabolomica (Boughton et al, 2016). En la figura 8 se observa el

esquema del funcionamiento de la técnica de MALDI-IMAGING.

[ Deteccién de ]
masas
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Localizacién de espectro de
acuerdo al gje XY

Localizacidn de muestras
enejes X, Y

Figura 8. Obtencion de sefales de masas usando la técnica MALDI-IMAGING- La
muestra debe ser previamente cortada a un grosor de 5-10 micrometros y bafiada

con una matriz homogénea.
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MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Material biolégico

Material vegetal

Las plantas utilizadas para este proyecto fueron bananos micropropagados
(Banano, clon francés) en agar obtenidas de la empresa Nature Source Improved
Plants ubicada en Canton el Carmen, Mpio. De Frontera Hidalgo, Chiapas,
México.

Cepas endofitas

En este proyecto fueron utilizadas dos cepas endofitas de banano registradas
como C2 y RUILE. La primera fue aislada de hoja de banano mientras que la
segunda fue aislada de raiz de banano, ambas cepas fueron colectadas en
Cihuatlan, Jalisco, México. Dichas cepas fueron escogidas ya que ambas fijan
nitrogeno, solubilizan fostatos, producen auxinas y ademas presentan actividad
antifangica en contra de cepas de Mycosphaerella fijiensis y Fusarium oxysporum,

hongos fitopatégenos de banano como se presenta en la tabla 3.
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Tabla 3. Propiedades de promocion del crecimiento de plantas y de inhibicion de

hongos fitopatdgenos asociados al cultivo de banano.

Inhibicion de hongos patégenos Promocién de

Crecimiento

CEPA Fusarium Cepa 102* Cepa MF-1* Auxinas N2  Fosfato
Endoéfita oxysporum

E. 18.33% 90% 75% + + 148.59
cloacae +5.38
K. 16% 100% 100% + + 131.11
variicola +7.84

*Cepas 102 y MF-1 corresponden a cepas del hongo fitopatdgeno Pseudocercospora fijiensis.

El analisis de identificacion bacteriana fue llevado a cabo mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF y por analisis de secuenciacion del producto de
amplificacion del ARNr16S ambos estudios revelan que la cepa C2 corresponde a

Enterobacter cloacae y la cepa RULE es una Klebsiella variicola.

Utilizacion de Escherichia coli no-endéfita como control en las pruebas de
promocion de crecimiento de planta y colonizacion

Como cepa control se utilizo Escherichia coli ATCC 25922. Esta cepa fue
analizada para la produccién de auxinas, solubilizacién de fosfatos y fijacion de
nitrégeno; a las tres pruebas dio positiva a pesar de no ser una bacteria endéfita

de banano. Su identidad fue corroborada con espectrometria de masas MALDI-
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TOF. La cepa fue inoculada en tubos eppendorf con agar soya tripticaseina para

SuU mantenimiento.

Nanoparticulas de oro y plata

Nanoparticulas Ag

Figura 9. Microscopia de las

trabajo de investigacion.

nanoparticulas de Oro y Plata utilizadas en este
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MATERIALES

Cajas Petri

Matraz Erlenmeyer 1lt
Matraz Erlenmeyer 250ml
Tubos falcon 50ml
Tubos eppendorf 2ml
Puntas de 5ml

Puntas de 1ml

Puntas de 200ul
Puntas de 10pl
Probeta

Espatula

REACTIVOS

Agar soya tripticaseina (Bioxon, NJ,
USA)

Caldo soya tripticaseina (Bioxon, NJ,
USA)

Agar para método estandar (Bioxon,
NJ, USA)

Glutaraldehido (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Fosfato de sodio dibasico (JT Baker,

USA)

Charola para pesar
Frascos de boca ancha
Viales

Cubre objetos

Porta objetos

Pipeta pasteur

Vaso de precipitado
Pinzas

Mortero

Mechero

Fosfato monobasico de potasio (JT
Baker, USA)

Cloruro de sodio (Merck, Darmstat,
Germany)

Cloruro de amonio (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Glucosa (Hycel, México)

Sulfato de magnesio heptahidratado

(JT Baker, USA)
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Nitrato de amonio (Productos
guimicos de Monterrey, México)
Arena de playa

Cloruro de calcio (JT Baker, USA)
Cloruro férrico (MACRON, PA, USA)
Cloruro de potasio (JT Baker, USA)
Acido borico (Sima-Aldrich, Darmstat,
Germany)

Sulfato de manganeso mono
hidratado (JT Baker, USA)

Sulfato de cobre (Mallinckrodt,
Dublin, Irlanda)

Molibdato de amonio tetra hidratado
(Sima-Aldrich, Darmstat, Germany)
Cloruro de amonio **N (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Nitrato de sodio **N (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Hidréxido de sodio (Hycel, México)
Acido clorhidrico (JT Baker, USA)
Buffer pH 7 (JT Baker, USA)

Buffer pH 10 (JT Baker, USA)

Nitrogeno liquido (Praxair, México)

Agua millig (Merck, Darmstat,
Germany)

Etanol grado HPLC (Golden bell,
Anaheim, CA, USA)

Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker,
USA)

Acido trifluoroacético (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(Sima-Aldrich, Darmstat, Germany)
Acetona (Hycel, México)

Eter (Sima-Aldrich, Darmstat,
Germany)

Metanol grado HPLC (Golden bell,
Anaheim, CA, USA)

Sulfato de amonio (JT Baker, USA)
Kit DNeasy plant mini kit (QUIAGEN,
Hilden, Alemania)

Acido formico (JT Baker, USA)
Diamino bencidina (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Azul de anilina (Sima-Aldrich,
Darmstat, Germany)

Nanoparticulas de oro
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Nanoparticulas de plata

Hipoclorito de sodio

EQUIPOS

Agarosa (IBI, Dubuque, lowa, USA)

OCT (Leica, Wetzlar, Alemania)

Equipos localizados en Guadalajara, México

Campana de flujo laminar (ESCO,
Horshman, USA)

Incubadora (VWR, PA, USA)
Centrifuga refrigerada (NEUIRE)
Microscopio electrénico de barrido
(FEI Quanta 250, Waltham,
Massachusetts, USA)

Agitador en orbital (INFORS HT,
Basel, Suiza)

Espectrofotometro UV-VIS (Lambda
25 PerkinElmer, Waltham,

Massachusetts, USA)

Equipos localizados en Sao Paulo, Brasil

Termomixer (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania)

MicroTOFQ-II (Bruker, Bremen,
Alemania)

HPLC (Shimadzu, Kioto, Japdn)

Celdas de cuarzo 1ml

Autoclave (Felisa, Zapopan, Jalisco,
México)

Céamara bioclimatica (Climacell,
Boston, Massachusetts, USA)
Minicentrifuga (Eppendorf,

Hamburgo, Alemania)

Vortex (Scientific Industries, Bohemia,
NY, USA)

Espectrémetro de masas MALDI-TOF

(Bruker, Bremen, Alemania)

Columna Luna 5pum PFP2 150 x 2
mm, 100A de tamafio de particula
(Phenomenex, Torrance, CA, USA)
HPLC 1200 series (Agilent, Santa,

Clara, CA, USA)
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Columna C18 250mm x 4.6mm y 5um
de tamafio de particula
(Phenomenex, Torrance, CA, USA)
QTRAP 4000 (Applied Biosystems,

Foster city, CA, USA)

Microscopio (Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemania)

Criéstato (Leica, Wetzlar, Alemania)
Image-Prep (Bruker, Bremen,

Alemania)

METODOLOGIA

Cultivo microbiano y conservacién

TSA (Agar soya tripticaseina): Peptona de caseina 15g/L, peptona de soya 5g/L,
cloruro de sodio 5g/L y agar bacteriolégico 15g/L.

Medio M9: Na,HPO4 6g/L, KH2PO4 3g/L, NaCl 5g/L, NH4Cl 3g/L, glucosa 30g/L,
MgSO4*7H20 0.5¢/L.

Produccion de células microbianas como fuente de inoculo para las plantas
Las bacterias utilizadas para los grupos 3, 5, 7, 9, 11 y 13 fueron inoculadas en
medio de cultivo minimo definido M9.

La fuente de nitrégeno vario de acuerdo con la cepa utilizada, por ejemplo, se
utilizé NH4Cl (para E. coliy E. cloacae) y NH4sNOs (para K. variicola), esto debido a
que para Klebsiella variicola el NH4Cl no es considerada como una fuente
asimilable de nitrogeno ya que en los ensayos previos no se aumenté el nimero
de células (biomasa) después de 18 horas de incubacion. Las células de K.
variicola se incubaron durante 18 horas a 37°C en agitacion, para después
centrifugarlas a 6000 rpm a 4°C por 15 min donde se descartd el sobrenadante.

Se realizaron 3 lavados con una solucién de glucosa al 0.05% estéril agitando con
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ayuda de un vortex por 30 segundos. Después se centrifug6é a 6000 rpm a 4°C por
15 min descartando el sobrenadante en cada lavado.

Las bacterias fueron ajustadas a una ODeoonm=1 utilizando un espectrofotometro
UV-Vis y que fueron equivalentes en UFC/ml para E. coli 2.47X10°%, E. cloacae
1.84X10° y K. variicola 1X10°. Estos numeros de UFC se calcularon al desarrollar
el método de dilucién seriada y cultivo en placas de agar cuenta estandar.
Cultivos de plantas

Un total de 8 plantas micropropagadas de banano con un peso promedio de 1.5g a
29 y con un promedio de hojas entre 3 y 5 hojas. Se cre6 un microcosmos de que
contenia 4 plantas por frasco, soportadas por 100g de arena de playa tratada con
agua corriente para eliminar materia organica y otras contaminaciones, ademas de
esterilizarse por 3 horas a 121°C y 15 |b de presion. Las plantas mantuvieron una
humedad aproximada del 60% en el sustrato. Las plantas fueron dejadas por un
periodo de 7 dias para su adaptacion.

Condiciones de incubacion de las plantas

Para determinar el efecto inducido por las bacterias sobre el crecimien