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RESUMEN

Por su implicancia en la fabricacion de
azUcar, bioetanol y papel, la cafa de
azUcar es un cultivo de importancia
econdmica paranuestro pafs. Los tejidos
internos de la planta se encuentran
colonizados por una gran diversidad de
microorganismos endofiticos. En este
trabajo se caracterizd la microbiota
endofitica cultivable y productora de
moléculas de quorum sensing de la
familia delas N-acilhomoserinalactonas
(AHLs) obtenida de plantas de caha de
azucar. Sobre un total de 206 aisla-
mientos analizados, se detectaron siete
productores de AHLs, los cuales fueron
identificados por secuenciacion del gen
165 ADNr como pertenecientes a los
géneros Agrobacterium, Burkholderia,
Erwinia y Pantoea. Bioensayos con cepas
biosensoraspermitensuponerqueestos
aislamientos producen mas de una
molécula de sefalizacion. La caracte-
rizacion de estos aislamientos mostro
que, de manera variable, producen
sideroforos, poliaminas y amonio,
expresan actividad catalasa, fitasa y
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endoglucanasa. Solo uno mostrd
actividad proteasa y solubilizd sales
insolubles de fosfato. Por otro lado, bajo
las condiciones empleadas ninguno
produjo HCN ni mostrdé actividad
quitinasa. Las propiedades evaluadasen
los aislamientos obtenidos sugieren que
los mismos pueden ser empleados para
caracterizar las interacciones mediadas
por quorum sensing entre micro-
organismos endofiticos y las interac-
ciones entre estos con la  planta
hospedera de caha de azlcar.

PALABRASCLAVE: interacciones,sefalizacion,
microorganismaos, quorum sensing

SUMMARY

For its implication in the production of
sugar, bioethanol and paper, sugarcane
isacrop of economicalrelevance forour
country. Internal tissues of this plant are
colonized by high diversity of
endophytic microorganisms. In this
work, the culturable endophytic
microbiota producing N-acyl
homoserine lactone (AHL) family
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quorum  sensing ~ molecules  was
characterized. From a total of 206
isolates, 7 were detected as AHL
producers, which were identified
through 16S rDNA sequencing as
belonging tothe genera Agrobacterium,
Burkholderia,  Erwinia and Pantoea.
Bioassayswith biosensor strains suggest
that these isolates produce more than
one  signaling  molecule.  The
characterization of the isolates showed
thevariable production of siderophores,
polyamines and ammonium, and
catalase phytase and endoglucanase
activities. Only one isolate presented
protease activity and could solubilize
phosphate salts. On the other side,
under the assayed conditions none of
them produced  HCN nor chitinase
activity. The evaluated properties
suggest that these isolates could be
utilized in the characterization of the
quorum sensing-mediated interactions
among endophytic micro organisms
and with host sugarcane plant.

KEY  WORDS:  Interactions,
microorganisms, quorum sensing

signaling,

INTRODUCCION

la caha de azdcar (Saccharum
officinarum)esunaplantaperteneciente
alafamiliaPoaceae de granimportancia
agrondmica para nuestro pais en
general y para la region NOA en
particular. Su interés econdmico radica
no solo en la producciéon de sacarosa
sino también en la obtencion de
bioetanol y en el aprovechamiento del
bagazo para la fabricacion de papel. La
Argentina se encuentra en el puesto 21
del ranking mundial en produccion de
azUcar crudo y blanco, en donde
Tucuman aporta el 64,3% del total
nacional. A suvez, en nuestro pafs de las
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catorce refinerfas de bioetanol, nueve lo
producen a partir de cafa (ver Informes
de Cadenas de Valor 2016 para Azlcar
disponibles en el sitio del Ministerio de
Hacienda de la Nacion https://www.
economia.gob.ar/). Similar a otras
plantas, la cana de azlcar se encuentra
colonizada por una gran variedad de
microorganismos. En  general, se
denominan epifiticos a los  que
colonizan la superficie de sus partes
aéreas; endofiticos a los que se
encuentran en el interior de sus tejidos;
y rizosféricos a los que estan en la
rizdsfera, la zona de suelo en estrecha
relacion con la superficie de las raices (
Bhardwaj, 2014). La reciente
caracterizaciéon  del microbioma
bacteriano y fungico de la cana de
azucar puso de manifiesto que la planta
se encuentra colonizada por una gran
diversidad ~ de  microorganismos
provenientes principalmente del suelo
a su alrededor (De Souza, 2016). Si bien
el nucleo de lacomunidad bacteriana y
fungica sélo constituyen el 20% de su
riqueza microbiana, éste representa el
90% de la abundancia relativa total de
microorganismos. Dentro de este
microbioma bacteriano nucleo se
encuentran microorganismos de los
géneros  Acetobacter, Acinetobacter,
Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Erwinia, Rhizobium, etc. En algunos de
estos géneros microbianos se han
descripto mecanismos regulatorios de
quorum  sensing. La sefalizacion
quimica  entre  microorganismos
mediante  los  mecanismos  de
“percepcion del quérum” o quorum
sensing (QS), permite la regulacién
colectiva de la fisiologia microbiana de
manera dependiente de la densidad
celular (Fuqua y Greenberg, 2002). Para
los microorganismos la posibilidad de
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coordinar la fisiologia microbiana tiene
importanciaecologica:laproducciénde
factores de virulencia o colonizacién, o
la  bioluminiscencia, por ejemplo,
resultan metabdlicamente muy costo-
sas para una célula individual pero no
para una poblacién en su conjunto. En
las bacterias Gram negativas se han
descrito diversos tipos de sefales
quimicas o moléculas sefal que
intervienen en los mecanismos de QS,
como el éster metilico del acido 3-
hidroxihexadecanoico, las quinolonas o
losdiaminoacidosciclicos.Sinembargo,
las moléculas de la familia de las N-acil
homoserinalactonas (AHLs) producidas
por muchas especies de a-, B- vy v-
proteobacterias son las moléculas sefal
mas estudiadas. Las AHLs estan
constituidas por un anillo lacténico
unido mediante un enlace amida a una
cadenaacilicaconunlargovariableentre
4y 18 carbonos. A su vez, el tercer
carbono de la cadena puede estar
completamente reducido, o parcial o
completamente oxidado.  Si  bien
algunas  AHLs poseen  también
insaturaciones, esta caracteristica solo
ha sido descripta en moléculas con
cadenas aciladas de 12 0 mas carbonos
( Fuqua y Greenberg, 2002). Dentro de
los microorganismos fitopatdgenos de
lacanade azlcar, se hademostrado que
el sistema de QS de Xanthomonas
albilineans es de importancia para
controlar la adhesién y la sobrevida en
las hojas dela planta (Mensi, 2016).
Hasta el momento no se hademostrado
la importancia in planta de los
mecanismos de QS de las bacterias
benéficas de cafa de azucar. Si se
demostré in vitro que este mecanismo

regulara factores que serfan de
importancia para las interacciones con
la planta hospedera en
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Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5,
una bacteria endofitica de cafa que
posee demostrados efectos positivos
(Bertini, 2014). Las interacciones que los
microorganismos que colonizan la cafa
de azlcar pueden llevar a cabo entre si
y con el hospedero son poco conocidas.
Elobjetivode estetrabajoes caracterizar
las  propiedades promotoras del
crecimiento  vegetal en bacterias
endofiticas de cafa de azlcar que
posean un sistema de QS dependiente
dela produccion de AHLs.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de bacterias endofiticas
Plantas de cafna de azUcar (cultivar LCP
85-384) en diferentes estadios de
crecimiento fueron obtenidas de dos
plantaciones de Tucuman, Argentina
(26°47'17.09'S - 65°11'53.08'0; vy
26°47'18.64"S-65°12'8.81"0) en julio de
2013. Raices, hojas, nodos e internodos
se desinfectaron en etanol 70% por 5
minutos seguidos de 10 minutos en
hipoclorito de sodio 6,25% y 5 lavados
con agua destilada estéril (Lalande,
1989). La desinfeccion se controld
colocando muestras sobre los mismos
medios utilizados para los aislamientos
e incubdndolas en las mismas
condiciones (ver mas abajo). Las
muestras desinfectadas de raices, tallos
y hojas se maceraron en buffer fosfato
de sodio 10 m M pH7, y diluciones
seriadas se sembraron en los medios
DYGS (Bertini,2014), MM (suplementado
conmetanol 120mMcomoUnicafuente
de carbono) (Sy, 2005), NFb (Baldani,
2014),NA (peptona5gLT)yKing B (King,
1954)suplementadosconcicloheximida
para inhibir el crecimiento de
microorganismos  eucariotas.  Los
internodos se centrifugaron por 15 min
a 5000 x g para obtenerse el fluido
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apopléstico, el que se sembrd como se
describid previamente. Las placas se
incubaron a 30 °C por 48-72 h vy las
colonias aisladas se estriaron en los
mismos medios hasta la obtencién de
cultivos puros. A partir de cultivos puros
obtenidos luego de unaincubacién por
18hsserealizaron coloracionesde Gram
(Britania, Argentina) segun indicaciones
delfabricante.

Identificacion molecular de los
aislamientos bacterianos
Los aislamientos seleccionados se

sembraron en medio LB (Miller) agar
(tripteina 10g L', extracto de levadura 5
gL', NaCl10gL")yseincubarona30°C
por 24 h. Luego, en condiciones
asépticas se transfirieron a microtubos
de ensayo conteniendo LB caldo para
resuspenderse las células con agitacion.
La extraccion del ADN gendmico se
realizé lisando las células con buffer
CTAB (cetil trimetil amonio bromuro
0,05M; NaCl 1,4M; EDTA 20mM; TRIS-HCI
0,1MpH 8)yse centrifugaron por 15min.
A partir de los sobrenadantes el ADN se
extrajo con una mezcla de
cloroformo:alcoholisoamilico (50:1)y se
precipitd con etanol, para finalmente
resolubilizarse en agua destilada estéril.
El gen 16S ADNr se amplificd con los
cebadores 27F (5AGAGTTTGATCMTG
GCTCAG 3) y 1492R
(5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT3)ylos
amplicones se secuenciaron en el
servicio de secuenciacion de Magrogen
(Corea). Las secuencias se compararon
con las presentes en la base de datos
Genbank utilizando el programa BLAST.

Extraccion de AHLs

Las bacterias  Gram negativas se
cultivaronen condicionesaerdbicasa30
°Cen los mismos medios utilizados para
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los aislamientos, sinelagregado de agar.
Apartirdeestos cultivos se extrajeronlas
AHLs mediante una extraccion con
solvente utilizdndose acetato de etilo
acidificado (Bertini, 2014). Brevemente,
a un volumen de cultivo se agregd un
volumen de acetato de etilo acidificado
con acido acético 0,1% y se agitd
vigorosamente. Luego de dejarse
decantar, la fase orgénica se separd y se
repitié laextracciéon sobrelafase acuosa.
Los dos extractos organicos se
mezclarony el solvente se dej¢ evaporar
hastasequedad completa. Los extractos
se solubilizaron en un volumen de
acetonitrilo  equivalente a  1:1000
respecto del cultivo a partir del cual se
hizo la extraccion. Los extractos se
conservaron a-20°C hasta su analisis.

Deteccionde AHLs

La deteccion de las moléculas de la
familia de las AHLs se realizd mediante
bioensayos con las cepas biosensoras
Chromobacterium violaceum  CV026
(McClean, 1997), C. violaceum Vir07
(Morohoshi,  2008),  Agrobacterium
tumefaciens NT1 (pZLR4) (Cha, 1998) y
Pseudomonas putida F117 (pKR-C12)
(Riedel, 2001). Estas cepas no sintetizan
AHLs pero al detectarlas producen el
pigmento violaceina, expresan activi-
dad  B-galactosidasa y producen
proteina fluorescente verde (GFP),
respectivamente. C. violaceum CV026,C.
violaceum Vir07 'y P putida F117 (pKR-
C12) se cultivaron aerdbicamente de
maneraindividual por 18 h en medio LB
caldo. A. tumefaciens NT1 (pZLR4) se
cultivé aerdbicamente por 18 h en
medio AT (Tempé, 1978). Se prepararon
placasde medioagarizado sobrelasque
se sembraron los aislamientos a analizar
realizandose un trazo sobre el medio de
cultivo. Las cepas biosensoras se
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sembraron de forma perpendicular al
trazo del aislamiento analizado vy las
placas se incubarona30°Cpor24h.La
produccién de violaceina se observé a
simple vista, mientras que la de GFP se
determind bajo iluminaciéon UV. Para el
andlisis de los extractos organicos
mediante los bioensayos con C
violaceum CV026'y P. putida F117 (pKR-
C12),se prepararon placascon 10 mlLde
LB agar sobre el que se colocd una
segunda capa de 10 mL de LB
solidificado  con 0,75% de agar e
inoculado de manera individual con
cada una de las cepas biosensoras. Una
vez solidificadas las placas, se colocaron
5 L de los extractos organicos de los
aislamientos, preparados segun se
describid  previamente. Para los
bioensayos con A. tumefaciens NTI
(pZLR4) se utilizaron dos capas de AT
agary AT agar 0,75%, suplementandose
lasegundacapacon20ugmL-1deX-Gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D galacto-
pirandsido). Sobre la segunda capa de
AT se colocaron 2 L de los extractos
organicos. Las placas seincubarona 30
°Cdurante 24 hy seanalizé la presencia
de halos violetas (ensayos con C
violaceum CV026y Vir07), halos celestes
indicativos  de hidrolisis de X-Gal
[ensayosconA.tumefaciensNT1(pZLR4)]
o halos fluorescentes bajo iluminacion
con luz UV [ensayos con P putida F117
(PKR-C12)]. Los precultivos utilizados
para los bioensayos se suplementaron
con kanamicina (50 pg mL") o
gentamicina (20 pg mL™" para P putida, o
40 ug mL" para A. tumefaciens).

Caracterizacion de los aislamientos

La produccionde siderdforos se detectd
inoculando los aislamientos endofiticos
de canade azlcaren placasindicadoras
de cromo azurol S (CAS) (Schwyn vy
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Neilands, 1987). Luego  de  una
incubacion por 24-48 h a 30 °C, la
produccién de siderdforos se evidencid
por la aparicion de un halo alrededor de
las  colonias. La determinacion
cualitativa de acido cianhidrico (HCN) se
determind cultivando los aislamientos
enlos medios NAy King Bagar por 24 h.
Un papel de filtro Whatman Ne 1 fue
embebido en &cido picrico al 0,5 % y
Na,CO, al 2%y colocadoenlatapadela
placa de  Petri conteniendo el
crecimiento bacteriano. Las placas se
sellaron con parafilm y se continud la
incubacion a 30 °C durante 4 dias. La
produccién de HCN se evidencié por un
cambio de color, de amarillo a marron,
en el papel de filtro (Millar y Higgins,
1970). Para determinar la capacidad de
amonificar y producir amonio por los
aislamientos, se utilizd el reactivo de
Nessler para revelar los sobrenadantes
de cultivo (Cappuccino y Sherman,
1992). La produccion de poliaminas se
determind en el medio agarizado Long
Ashton decarboxilasa (LAD) (Cloete,
2009). La solubilizacién de fosfato de
calcio se determind en los medios
Pikovskaya (PVK) y National Botanical
Research Institute’s phosphate growth
medium (NBRIP) agarizados (Nautiyal,
1999). La actividad catalasa se evidencid
en portaobjetos de vidrio con perdéxido
de hidrégeno (H0,) al 30% (v/v) para
observar desprendimiento de oxigeno
(Cappuccino y Sherman, 1992). La
actividadendoglucanasaseevaludenel
medio suplementado con carboxi metil
celulosa (CMC) agarizado revelado con
una solucién de rojo congo 1% vy
diferenciado con NaCl 1M. La actividad
quitinasa se determind en el medio
agarizado quitina-peptona conte-
niendo quitina coloidal al 0,2 %. Se
determind la actividad proteolitica
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usando un medio de cultivo con leche
descremada al 10% (p/v). La actividad
fitasa se estudid incubando los
aislamientos en medios agarizados
suplementados con fitato de sodio.

RESULTADOSY DISCUSION
Aislamiento y caracterizacion de la
microbiota endofitica

La diversidad de microorganismos que
coloniza un determinado hospedero
depende de muchos factores como la
variedad de cafa de azlcar estudiada y
las condiciones climaticas a las que se

Tabla 1

Aislamiento de microorganismos endofiticos de cafa de azucar.

encuentran expuestos los cultivos. Bajo
las condiciones utilizadas, se obtuvieron
206 aislamientos  de bacterias
endofiticas en los medios DYGS, MA,
NFb, NA'y King B a partir de plantas de
canadeazUcarvar.LCP 85-384.Comose
muestra en la Tabla 1, utilizando los
medios MA, NFb, NA 'y King B los mayor
porcentajes de aislamientos  se
obtuvieron a partir de muestras de
nodos(35,14%,33,33%,45,45%Yy49,94%,
respectivamente). Por el contrario, la
utilizacion del medio DYGS reporto el
mayor porcentaje de aislamientos para

Madio hMuestras’ TOTAL
Hojas Raices Apaplasto Nodao
King B 11 B 7 23 49
22.45% 16,33% 14,29% 45,94% 100%
AN g 3 12 20 44
20,45% B, 82% 27.27% 45 45% 100%
Nfb B 5 g 11 33
24,24% 15,15% 27.27% 33,33% 100%
DY GES 12 g 5 B 32
37,.50% 18,13% 15,63% 18,75% 100%,
MA 5 11 B 13 37
13,51% 29,73% 21,62% 35,14% 100%
TOTAL 47 £ 43 &0 206
22,82% 17,48% 20,87% 38,33% 100%,

a: Cantidad de aislamientos abtenidos de cada muestra v subporcentajes carrespondientes.

las muestras de hojas (37,50%). Estas
diferencias pueden deberse a las
caracteristicas  propias de cada
microorganismo y de cada nicho
ecolégico. Por ejemplo, se ha sugerido
que enlosnodosdelacafadeazicar, el
densotejido parenquimatosoy conalto
contenido de sacarosa proveeriade una
baja pO, y acceso a una rica fuente de
energia que podria favorecer la
colonizacién por determinados micro-
organismos (James, 1994). Por otro lado,

o

el medio sintético MA posee metanol
comounicafuentedecarbonoyenergia,
por lo que permite el aislamiento de
bacterias metilotroficas. Como se indica
enlaTabla 1, el 18,97% de aislamientos
fueronobtenidosenmedioMA, estando
principalmente representados en los
nodos (35,14%) y en las raices (29,73%).
Syycol. demostraron que lametilotrofia
le confiere a  Methylobacterium
extorquens,labacteria metilotréfica mas
caracterizada, ventajas para colonizar la

Arch. bioquim., quim, farm. Tomo XXV N° 1 2016



superficie de las partes aéreas de las
plantas hospederas (Sy, 2005). Sin
embargo hasta el momento no se
conoce la importancia de esta
caracteristica fisioldgica para colonizar
los tejidos vegetales internos. Mediante
la coloracién de Gram el 49% de los
aislamientos obtenidos se clasifico
como Gram positivos y el 28% como
Gramnegativos.Losaislamientosqueno
presentaron una coloracién definida
fueronclasificadoscomoGramvariables
y representaron el 7%. A su vez, el 5% de
los microorganismos no respondio a la

coloracion  de Gram y fueron
catalogados como no coloreados.
Resultados similares fueron publicados
por Bredow y colaboradores al analizar
la microbiota endofitica de cultivos de
café, maiz, poroto, tomate, uvay cafade
azUcar (Bredow, 2015). En ese reporte, el
andlisisdelgen 16StDNAdelasbacterias
de la cana de azucar, dio a conocer la
prevalencia de organismos Gram
positivos, en particular, pertenecientes
algéneroBacillus.Sinembargo, esto esta
encontraste conlosdatosobtenidosdel
ultimomicrobiomapublicadodelacana

Figura | Deteccion de la produccion de AHLs mediante bioensayos. Los aislamientos a analizar se sembraron en perpendicular a las

cepas biosensoras. A, la induccién de la produccion de violaceina en C. violaceum Vir07 por el aislamiento 175D puede observarse a

simple vista. Este aislamiento no da resultados positivos con la cepa biosensora C. violaceum CV026. B, la induccion de GFP en P, putida

F117 (pKR-C12) por el aislamiento 197MX se determina bajo iluminacién UV. C, La induccién de la produccion de violaceina en C. viola-

ceum Vir07 por este aislamiento solo es detectable utilizando extractos organicos. La imagen muestra 3 extractos obtenidos de manera

independiente del aislamiento 197MX. D, induccién de actividad 3-galatosidasa en A. tumefaciens NT1 (pZLR4) por extractos organicos

de cuatro aislamientos.
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de azlcar, enlos que se encontré que la
microbiota bacteriana de los tejidos
internos de hojas y tallo estaban
enriquecidos por microorganismos
pertenecientes a los  ordenes
Enterobacteriales y Pseudomonadales,
es decir bacterias Gram negativas (De
Souza, 2016). Una caracteristica
importante a consideraral momentode
analizarlacargamicrobianadeuncultivo
es laedad del mismo. Se conoce, que la
etapadeldesarrollodel cultivodelacana
de azlcar posee una gran incidencia en
la variabilidad de la comunidad
microbiana enddéfita (De Souza, 2016):
enlasetapastempranasdelcrecimiento,
ésta es similar a la edéfica, y a medida
que la planta se desarrolla, existe una
variacion en la  diversidad de
microorganismos en los distintos teji-
dos. Las plantas de cafia de azucar a
partir de las cuales se obtuvieron los
aislamientos para el desarrollo del
presente trabajo, corresponden a cafias
soca 3, es decir que son cultivos con 3
anos de edad. Los trabajos anterior-
mente citados en los que se realizaron
estudios en cafa de azlcar no
especifican la edad de las mismas,
sugiriendo que la diferencia o similitud
planteada podria estar relacionada con
la antigiedad del cultivo.

Produccion de AHLs por aislamientos
endofiticos de caiia de azticar

La capacidad de sintetizar AHLs por los
aislamientos identificados como Gram
negativos o Gram variable se determiné
en el mismo medio de cultivo en el que
fueron aislados mediante bioensayos
utilizando las cepas biosensoras C.
violaceum CV026, C. violaceum VirR07, P
putida F117 (pKR-C12) y A. tumefaciens
NT1 (pZLR4).  Los bioensayos
permitieron detectar 7 aislamientos

n/

capaces de producir AHLs en las
condiciones ensayadas, representando
el3,4%deltotaldeaislamientos,yel9,7%
deltotaldeaislamientos Gramnegativos
y Gram variables. La deteccion con
C. violaceumCV026 de las AHLs produ-
cidas por 82N pudo ser detectada al
sembrarse directamente el aislamiento
de forma perpendicular a la cepa
biosensora (resultados no mostrados).
De igual manera, la cepa biosensora C.
violaceum VirO7 permitié detectar las
AHLs producidas por 175D (Fig. 1A). El
uso de esta estrategia también mostro
resultados positivos con la cepa
biosensora P putidaF117 (pKR-C12) (Fig.
1B). Sin embargo, para el aislamiento
197MX se requirid el uso de extractos
organicos para poderse evidenciar
resultados positivos con C. violaceum
Vir07 (Fig. 1Q). Esta diferencia puede
deberse a una menor produccién de
AHLs, o bien a AHLs diferentes, para las
cuales la cepa biosensora podria tener
menor sensibilidad. Por ejemplo, en
comparacion alas AHLs con 6 carbonos
en la cadena acilada, C. violaceum Vir07
es 10 veces mas sensible a AHLs con 10
carbonos (20). El andlisis de extractos
organicos de otros aislamientos, como
34KB, 44KB, 61KB y 82N (Fig. 1D) mostrd
que los mismos eran capaces de inducir
actividad  B-galactosidasa en A
tumefaciens NT1 (pZLR4). Esta cepa
biosensora sobreexpresa el gen que
codificaparaelreceptorTraRde AHLs (7),
porloquemuestraunagransensibilidad
para diferentes AHLs. Esto sugiere que
estos aislamientos producen AHLs en
concentracionesmenoresalosde otros,
como 175D que no requiere de la
preparacion de extractos organicos
concentrados. Como se indica en la
Tabla 2, cuatro de los aislamientos se
obtuvieron de muestras de nodos, y tres
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a partir de muestras de raices, sin que se
hayan  aislado  microorganismos
productores de AHLs a partir de liquidos
apoplasticos o de hojas. El bajo
porcentaje obtenido en este trabajo es
contrastable con lo publicado sobre el
microbiomoa endofitico de la cana de
azucar, que muestra la presencia de
muchos géneros de bacterias iden-
tificados como productores de AHLs,
tales como Acetobacter, Acinetobacter,

Tabla 2

Identificacion de aislamientos endofiticos productores de AHLs.

Bradyrhizobium, Burkholderia, Erwinia,
Rhizobium, etc. (De Souza, 2016). Estas
diferencias pueden deberse a diversos
factores asociados al hospedero en
particular.

En nuestro trabajo se analizé la variedad
de cana LCP 85-384, mientras que el
estudio sobre la microbiota se realiz en
la variedad SP80-3280. Esto, sumado a
los diferentes estadios en los que se
encontraban las plantas analizadas y su

Muestra’ 3 g ificacio N° de
CV026 NTL4 Vir07 F117 [ iva’ acceso®
175D Raiz - ++ ++ Burkholderia Burkholderia sp. MG062739
cenocepacia
82N Raiz ++ ++ Erwinia sp. Erwinia sp. MG062740
197MX Nodo - ++ ++ + Agrobacterium sp.  Agrobacterium sp.  MG062741
44KB Nodo - ++ Pantoea dispersa Pantoea sp. MG062742
61KB Nodo - ++ - ++ Agrobacterium sp.  Agrobacterium sp.  MG062743
185MX Raiz - ++ Agrobacterium sp.  Agrobacterium sp.  MG062744
34KB Nodo - ++ Agrobacterium sp.  Agrobacterium sp.  MG062745

a: Origen de los aislamientos

b: Bioensayos con las cepas biosensoras C. violaceum CV026, A. tumefaciens NTL4 (pZLR1), C. violaceum Vir07 y P. putida F117 (pKR-C12). ++:

resultado positivo; -: resultado negativo.

c: Entrada en la base de datos Genbank con la que la secuencia parcial del gen 16S ADNr mostré mayor identidad.
d: Identificacion presuntiva asignada en el presente trabajo para cada aislamiento.
e: Numero de acceso para la secuencia parcial del gen 165 ADNr de cada aislamiento.

estado fisiolégico, las condiciones de
cultivo y las condiciones climéticas,
puede explicar al menos parcialmente
estas diferencias. Por ejemplo, se ha
demostrado que la utilizacion de
fertilizantes  nitrogenados altera la
presencia  de  Gluconacetobacter
diazotrophicus, una bacteria endofitica
modelo de caha de azicar (Fuentes-
Ramirez,1999).Porotrolado,lapresencia
de un sistema de guorum sensing, sus
caracteristicas y los fenotipos requlados
por él dependen de cada micro-
organismo en particular. Es posible
entoncesquelascondicionesenlasque
se encontraban las plantas analizadas
en este trabajo hayan ejercido una
presion de seleccion determinando la
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presencia de un bajo porcentaje de
microorganismos con este sistema
regulatorio.

Identificacion de los aislamientos

productores de AHLs
La secuenciacion parcial del gen 16S
ADNr  permitié  clasificar  a los

aislamientosproductoresde AHLsanivel
de género (Tabla 2). Los aislamientos
obtenidos de raiz fueron identificados
como pertenecientes a los  géneros
Burkholderia (175D), Erwinia (82ND) y
Agrobacterium (185MX). En muestras de
nodo se identificaron a aislamientos
pertenecientes a  los  géneros
Agrobacterium (197MX, 61KB y 34KB) y
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Pantoea (44KB). Burkholderia es un
género muy estudiado no solo como
patdgeno humano sino también por su
estrecha relacion con diversas plantas.
La comparacién con las secuencias
depositadas en Genbank sugieren que
el aislamiento 175D perteneceria al
complejo Burkholderia cepacia (BCC), el
cual se caracteriza por presentar
interacciones fitopatogénicas con sus
hospederos (Zhang y Birch, 1997). Sin
embargo, en el grupo BCC también se
han  descripto  microorganismos
benéficos para el crecimiento vegetal,
como B. vietnamiensis que tiene la
capacidad de fijar el nitrdgeno
atmosférico  en  simbiosis  con
leguminosas (Zuarez-Moreno, 2012).
Erwinia y Pantoea son dos géneros
filogenéticamente relacionados entre sf
yestrechamente asociadosalas plantas.
El  primero ha sido descripto
generalmente como fitopatégeno,
causante de enfermedades necrdticas
en arboles frutales y la podredumbre
blandaen papayzanahoria (Whitehead,
2002).Porelcontrario,elgénero Pantoea
presenta especies con efectos tanto
benéficos como perjudiciales sobre los
vegetales (Walterson y Stavrinides,
2015). El aislamiento 44KB mostro gran
identidad anivel de lasecuenciadelgen
16S  ADNr con P dispersa, un
microorganismo que ejerce un efecto
positivo sobre la cafa de azlcar al
detoxificar una serie de fitotoxinas y
antibidticos conocidos como albi-
cidinas producidas por Xanthomonas
albilineans (Zhang L., Birch, 1997).
Agrobacterium es un género asociado a
la formacién de tumores en diversos
cultivos, debido a que poseen un
plasmidodevirulenciadenominado pTi.
Sin embargo, existen también muchos
aislamientos  avirulentos carentes de

Y/

este plasmido (Lang y Faure, 2014). Mas
aun, algunos han demostrado ser
benéficos para los vegetales, como A.
radiobacter. En los aislamientos de
microorganismos patdgenos de estos
géneros, la descripcion de sus sistemas
de QS mostré que los mismos son de
importancia para la colonizacién vy
virulencia (Venturi y Fuqua, 2013). Sin
embargo, no se han descripto
mecanismos de QS en aislamientos
benéficosparaplantasdeestosgéneros.

Caracterizacion in vitro de los
microorganismos endofiticos produc-
toresde AHLs

Los microorganismos que colonizan las
plantas presentan fenotipos que le
permiten la colonizacion y sobrevida.
Estas caracteristicas pueden resultar
benéficas o perjudiciales para el
hospedero. La caracterizacion invitro de
los aislamientos endofiticos  produc-
tores de AHLs mostré  que, salvo
Agrobacterium sp. 185 MX, todos
produjeron  sideréforos  en  las
condiciones utilizadas (Tabla 3). Los
sideréforos son metabolitos secun-
darios secretados al medio que permi-
ten captar el hierro. En general, su
produccién se relaciona con un efecto
positivo indirecto sobre el crecimiento
vegetal ya que, al captarlo, disminuyen
su disponibilidad para otros micro-
organismos fitopatégenos. Ninguno de
los aislamientos produjo cianuro de
hidrogeno (HCN) ni mostrd actividad
quitinasa (Tabla 3). La produccion de
HCNa partirdelaglicinacomoprecursor
inmediato, es un factor clave en la
inhibicion ~ de  microorganismos
fitopatégenos. No existen reportes de
produccién de HCN por micro-
organismos de los géneros
Agrobacterium ni Erwinia, pero si en

Arch. bioquim., quim, farm. Tomo XXV N° 1 2016



Rhizobium, una especie estrechamente
relacionada al primero (Blumer y Haas,
2000). En Burkholderia, su produccion
parece depender de las condiciones de
cultivo y de la especie analizada
(Gilchrist, 2013). Todos los aislamientos
fueron capaces de llevar a cabo la
amonificacion de los aminoacidos del
medio de cultivo, lo que podria ser
benéfico para el crecimiento vegetal
(Tabla 3). Sin embargo, existen reportes
que sugieren que una gran capacidad
para realizar este  proceso serfa
perjudicial para la planta hospedera
(Weise, 2013). De la misma manera,
todos mostraron actividad endo-

Tabla 3

Caracterizacion de aislamientos endofiticos productores de AHLs.

glucanasa. Esta actividad enzimatica
podria  facilitar la  colonizacién
microbiana de la cana de azticar, como
se demostrd en otros microorganismos
(Saile, 1997). Entre los aislamientos de
Agrobacterium, no se detectd actividad
catalasa en Agrobacterium spp. 61KB y
185MX. Este es un género de
microorganismos aerébicos obligados,
por lo que es esperable que presenten
actividad catalasa. Se ha demostrado
que poseen al menos dos enzimas
catalasas, siendo una inducible por
extractos vegetales (KatA) y la otra
dependiente de la fase de crecimiento
(CatE) (Prapagdee, 2004). Es posible

Siderdforos HCN Cat’ NH,"™ EGC® Quit* Prot® Fit' PO,** Poliam"
175D ++ - ++ ++ ++ - ++ ++ ++ -
82N ++ ++ ++ ++ ++ -

197MX + ++ + + +
44KB ++ ++ ++ ++ ++
61KB ++ ++ ++ ++
185MX ++ ++ ++
34KB ++ ++ ++ ++ ++

a: Actividad catalasa. b: Amonificacién por produccién de NH,". c: Actividad endoglucanasa. d: Actividad quitinasa. e: Actividad proteasa.

f: Actividad fitasa. g: Solubilizacion de PO, h: Produccién de poliaminas.
++: resultado positivo; -: resultado negativo.

entonces que bajo las condiciones
empleadasenestetrabajo no hayasido
posible detectar esta actividad que los
aislamientos si son capaces de producir.
Se ha propuesto que en los
microorganismos  fitopatdgenos, la
actividad catalasa les permitiria hacer
frente al efecto oxidante del H.O,, uno
de los principales componentes del
sistema de defensa vegetal: durante el
procesodeinfeccion,laplantaresponde
aumentando la produccién de especies
reactivas del oxigeno, en particular el
HZOZ‘EnIosmicroorganismosbenéﬁcos,
la actividad catalasa ayudaria a aliviar el
estrés oxidativo que sufre la planta en
ciertas circunstancias. La produccion de
poliaminas solo se detectd en los
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aislamientos de Agrobacterium spp.
197MX, 61KB y 185MX. La sintesis de
estos metabolitos es consideradacomo
benéfica para el crecimiento vegetal ya

que  permitirian mitigar el estrés
osmoético  (Vurukonda, 2016). Es
interesante  remarcar  que  salvo

Burkholderia sp. 175D, los aislamientos
no fueron capaces de solubilizar sales
insolubles de fosfato, esperables de
encontrarenelsuelo,perosidehidrolizar
fitato de sodio, el cual puede ser una
fuente de fésforo de origen vegetal.

Conclusiones

La presencia de sistemas de quorum
sensing en microorganismos  endo-
fiticos de cana de azUcar sugiere que los
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mismospodrian serdeimportanciapara
la colonizacion de la planta hospedera.
Esto,sumadoa las caracteristicas quelos
mismos presentan, indica que estos
microorganismos son de importancia
para el estudio de las interacciones
mediadas por estos sistemas regu-
latorios que ellos llevan a cabo entre sy
con la planta. La descripcién deta-llada
de sus sistemas de quorum sensing
permitirden unfuturodilucidartambién
la influencia de estos mecanismos
regulatorios sobre las caracteristicas
necesarias para la colonizacién vy
sobrevida en los tejidos vegetales.
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