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Resumen

El incremento en la poblacidon mundial ha aumentado la demanda de alimentos, lo que
obligé a maximizar la eficiencia en su produccion a lo largo de los anos. Uno de los factores
fundamentales para lograr este aumento productivo en los cultivos fue atenuar las pérdidas
causadas por factores bidticos como son las enfermedades fungicas, reconocidas como el principal
grupo de patdgenos que los afectan. La investigacién sobre tecnologias amigables para el
ambiente, como alternativa al manejo con fertilizantes y pesticidas basados en moléculas, ha
recibido gran atencion en los ultimos afios y se ha demostrado que los microorganismos son
eficientes biocontroladores y/o promotores del crecimiento vegetal, no dafan el ambiente, y
contribuyen ademas, a la seguridad alimentaria y a la salud humana. Estas nuevas tecnologias
consisten en utilizar bio-insumos formulados con organismos aislados de la naturaleza en cultivos
extensivos e intensivos. El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar bacterias enddfitas de
semillas de tomate de dos cultivares comerciales (Elpida y Silverio) con capacidades metabdlicas
que contribuyan al biocontrol de Stemphylium lycopersici, Corynespora cassiicola y Alternaria
alternata. Ademas se evaluaron los posibles mecanismos involucrados en el biocontrol de estos
hongos fitopatdgenos que afectan el cultivo de tomate. Estas evaluaciones incluyeron: la
competencia por nutrientes (produccién de sideroforos), produccién de compuestos antimicrobianos
y el efecto de compuestos volatiles sobre el crecimiento del hongo. Las bacterias enddfitas
presentes en las semillas de tomate, se identificaron a partir de la amplificacién y secuenciado del
gen 16S rDNA. En este trabajo encontramos que 6 de los 21 aislados, identificados como
Micrococcus sp. (E4), Bacillus sp. (E7, E9, S15 y SE37) y Paenibacillus sp. (E8) inhibieron
significativamente el crecimiento miceliar en condiciones controladas; con diferentes capacidades

para sintetizar algunas moléculas inhibitorias.
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INTRODUCCION

Cultivo de tomate

El tomate, Solanum lycopersicum [L.], pertenece a la familia de las Solanaceae y es una
especie originaria de Sudameérica, especificamente de Bolivia, Chile, Ecuador, Colombia y Peru. La
produccion mundial de tomate fresco aumentd aproximadamente el 40 % en los ultimos 10 afos y
la de tomate industria se mantuvo mas o menos estable en 5.538.000 toneladas. El 90 % de la
produccion mundial se concentra en diez paises, siendo el lider Estados Unidos, seguido por
China, ltalia, y Turquia. La Argentina ocupa el puesto numero 13 y participa con el 1 % de la
produccion mundial (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura —

FAO, 2016).

La superficie cultivada con hortalizas en la Argentina, es de 226.622 ha a campo y 2.961 ha
bajo cobertura o invernaculo. En la Argentina el tomate es el segundo cultivo horticola después de
la papa, con una produccion cercana a las 750.000 Tn anuales. La produccion se encuentra
distribuida a lo largo de todo el pais, excepto en el sur de la Patagonia. Las provincias de Mendoza,
San Juan, Catamarca, Santiago del Estero y Rio Negro se dedican principalmente a la produccion
de tomate para uso industrial (tomate perita) y el tomate redondo para consumo fresco se produce
en Buenos Aires, Salta, Jujuy, Tucuman, Corrientes, Santa Fe y otras provincias (Nakama y
Lozano, 2006). El Cinturon Horticola Platense forma parte del CHGBA (Cinturén Horticola Gran
Buenos Aires), abarca unas 2.600 ha, con unas 738 EHF (Explotaciones Hortifloricolas) que
producen en total 77.000 tn/afno (CHFBA, 2005), lo que constituye el 62 % de la produccion de la
Provincia de Buenos Aires. En la actualidad el 83 % de la superficie cultivada con tomate
corresponde al cultivo bajo cubierta, lo que resultd en la aparicibn de nuevos problemas
fitosanitarios. Este tipo de cultivo esta caracterizado por la permanente innovacion tecnolégica y el
alto nivel de inversion, es decir que ese trata de un sector productivo importante de la provincia de

Buenos Aires en el que la inversion esta en constante aumento.
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Problematica asociada al cultivo

Los patégenos enferman las plantas cuya produccion es afectada en cantidad y calidad, lo
que se traduce en pérdidas econdmicas (Romero, et al., 2016). En el manejo convencional, los
patdégenos se controlan con moléculas de sintesis (agroquimicos) por lo que quedan residuos en
las hortalizas y también en el ambiente. Es importante mencionar que por el momento esta ultima
es la herramienta mas utilizada. La investigacion sobre tecnologias amigables para el ambiente,
como alternativa al manejo con fertilizantes y pesticidas basados en moléculas, ha recibido gran
atencion en los ultimos afios y se ha demostrado que los microorganismos son eficientes
biocontroladores y/o promotores del crecimiento vegetal, amigables para el ambiente, y contribuyen
ademas a la seguridad alimentaria y la salud humana. Estas nuevas tecnologias consisten en
utilizar bio-insumos formulados con organismos aislados de la naturaleza en cultivos extensivos e
intensivos.

En un escenario de agricultura sustentable, es importante utilizar como recurso
biotecnoldgico a las bacterias que interactuan con la planta, sean estas rizosféricas o enddfitas
(microbioma del tomate). ElI microbioma contiene bacterias que promueven el crecimiento vegetal
por diversos mecanismos, que son antagonistas de los patégenos de las plantas y/o que activan en
las plantas mecanismos que reducen el estrés ocasionado por factores bidticos o abidticos (Xu, et
al., 2014). Uno de los aspectos claves del uso de estos microorganismos como inoculantes es la
colonizacién de los nuevos ambientes en los que se los busca implantar, que esta relacionada con
la habilidad de las bacterias introducidas con los inoculantes para interactuar con los organismos
nativos (Xu, et al., 2014; Santoyo, et al., 2016), a lo que solemos llamar competitividad. Es decir
que la eficiencia de un producto biolégico esta ligada a las condiciones ambientales en las que se
aplica, al genoma del hospedante y a los organismos con los que este interactia. En este sentido,
el endobioma (bacterias enddfitas) esta bajo el efecto homeostatico que genera la planta, es decir
no esta expuesto a estreses debido a cambios ambientales, sin embargo en ese espacio establece
interacciones con otros microorganismos que colonizan el mismo ambiente (Santoyo, et al., 2016).
El desarrollo de bioinoculantes en base a bacterias enddfitas aisladas del endobioma es un campo

que demanda estudios de investigacién basica orientados a conocer e identificar los
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microorganismos, las capacidades de cada uno de ellos y cuales de estas capacidades se
expresan dentro de la planta cuando forman parte del endobioma e interactuan con la planta y el
resto de los microorganismos. Es decir que es necesario conocer la biologia y el funcionamiento de
estos microorganismos que interactuan con los cultivares comerciales de tomate en distintas
condiciones ambientales y edaficas. El estudio de las comunidades bacterianas asociadas con las
plantas en los sistemas agricolas es indispensable para hacer un uso adecuado de las bacterias
benéficas con el fin de promover la sanidad vegetal e incrementar las producciones. En la
actualidad los productores agricolas en Argentina utilizan inoculantes bacterianos, tanto promotores
del crecimiento vegetal como biocontroladores de patdgenos, principalmente formulados con
representantes de cuatro géneros: Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum 'y Bradyrhizobium
(Santoyo, et al., 2016; Beneduzi, et al., 2012). Los inoculantes comerciales estan formulados en
base a unas pocas cepas conocidas. Sin embargo se ha demostrado que las distintas practicas de
labranza, los competidores nativos, los genotipos de los cultivos y las distintas condiciones
climaticas y ambientales condicionan la efectividad de los bio-tratamientos (Galli-Terasawa, et al.,
2003; de Salomone y Ddbereiner, 1996). Son varios los autores que sefialan que se debe
profundizar la seleccion de cepas locales y el desarrollo de formulaciones que se adapten a
diferentes cultivos, diferentes zonas climaticas y tipos de suelo (Rashid, et al., 2012; Galli-
Terasawa, et al., 2003). Por eso es importante no solo seleccionar cepas segun su mecanismo de
accion, sino que es deseable la seleccion de comunidades microbianas o complejos microbianos
por el ambiente lo que facilita la colonizacion del ambiente. Entonces, una estrategia posible es la
formulacién de inoculantes con microorganismos aislados de los ambientes en donde se realizaran
los cultivos, ya que de otro modo las bacterias nativas podrian tener ventajas adaptativas sobre las
cepas exoéticas (Galli-Terasawa, et al., 2003; Ferreira, et al., 2000). En relacién a esto, cada cultivar
puede contener un microbioma propio y distinto del de otros cultivares. El desarrollo de bio-
insumos, entonces, debera considerar no solo la aplicacion sino también el establecimiento y
mantenimiento de las bacterias en la planta, en presencia de la competencia ejercida por las

poblaciones microbianas nativas.
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Microorganismos benéficos. Bacterias endéfitas

Las bacterias que promueven el crecimiento de las plantas son conocidas como PGPB
(Plant Growth Promoting Bacteria) y son utilizadas en la formulacién de productos que se adicionan
a los cultivos con el fin de obtener mayor productividad (Sarabia, et al., 2010; Johansson, et al.,
2004; Gonzalez-Chavez, 2005).

Las PGPB establecen relaciones con los cultivos que difieren en el nivel de interaccién con
las plantas, y pueden ser asociativas y/o simbiéticas. Por otro lado, en la ultima década ha surgido
un interés creciente hacia los microorganismos enddfitos, los cuales al estar menos afectados por
el estrés ambiental y mas aclimatados con su hospedero podrian presentar una mayor ventaja
ecoldgica (Sturz y Nowak, 2000). "Enddfito" es un término topografico global que incluye a todos los
organismos que cumplen una parte o todo su ciclo de vida en el interior de los tejidos, donde viven
y se nutren de sus hospedantes sin producir sintomas de enfermedad (Yanni, et al, 2011). Se
piensa que las bacterias enddfitas al estar en una asociacién intima con las plantas podrian tener
efectos beneficiosos de mayor trascendencia en comparacion con las bacterias que viven en la
zona influenciada por la raiz (rizosféricas), debido a que tienen menor competencia que éstas para
tomar sus nutrientes (Holguin y Patten, 1999).

Las discusiones sobre el origen de las bacterias enddfitas y la forma de penetracion,
ademas de los mecanismos de colonizacién, consideran la hipotesis de que se originaron desde las
semillas, de la rizésfera, de la microflora, del filoplano o del material utilizado para la propagacion
vegetativa (Reinhold-Huker y Hurek, 1998). La penetracion en la planta puede ocurrir por estomas,
heridas, areas de emergencia de raices laterales, y también por accion directa de las bacterias que
pueden producir enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared celular de los vegetales
(McCully, 2001).

Practicamente todas las plantas estan colonizadas por una diversidad de bacterias
conocidas como enddfitas, que pueden ser detectadas en un momento particular dentro de los
tejidos de plantas aparentemente sanas (Schulz, 2006). La mayoria de las enddfitas colonizan
diferentes compartimentos de la planta como el apoplasto, incluyendo los espacios intercelulares

de las paredes de las células y vasos del xilema. Algunas de ellas son capaces de colonizar los
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organos reproductores de las plantas, flores, frutos y semillas. Los estudios han demostrado que,
alrededor de 300.000 especies de plantas estan asociada con una o varias poblaciones de
especies de bacterias (Ryan, et al., 2008).

En los ultimos afios, han despertado un mayor interés los aspectos relacionados con la
composicion, estructura y funcion de comunidades bacterianas y en particular las unidades
fundamentales de las cuales estan compuestas (Ward, 2006). Existe una relacion compleja entre
las bacterias enddfitas y las plantas hospederas, se cree que estas estimulan el crecimiento de las
plantas a través de la movilizacion de nutrientes del suelo, produciendo humerosos reguladores del
crecimiento vegetal, brindan proteccion contra fitopatégenos, controlando su desarrollo o
inhibiéndolos; mejoran la estructura del suelo y actuan en los procesos de biorremediacion de los
suelos contaminados por el secuestro de metales pesados toxicos y compuestos xenobioticos

dentro de los tejidos vegetales (Ahemad, 2012).

Uso de las bacterias endoéfitas como agentes de control biolégico

El creciente aumento de la poblacién humana ha obligado a los paises a utilizar estrategias
para producir alimento a gran escala para satisfacer las necesidades a nivel mundial. La
disminucién en los rendimientos de los cultivos debido al aumento de las enfermedades sigue
siendo uno de los problemas mas graves a resolver (Aliye, et al., 2008), principalmente debido a
enfermedades causadas por bacterias y hongos que producen danos considerables en la
produccion.

Los microorganismos enddfitos han sido reportados como agentes de control para
fitopatdégenos en diversos cultivos. Se ha comprobado que los mecanismos de control biolégico
mediado por bacterias enddfitas estan basados en diferentes mecanismos, los cuales incluyen
antibiosis, la competencia por los nutrientes y nichos, y la resistencia sistémica inducida (RSI). Las
bacterias del suelo y también muchas bacterias enddfitas producen una gran cantidad de
metabolitos secundarios que tienen muchas propiedades fisicoquimicas y bioldgicas diferentes. Por
un lado, los compuestos organicos volatiles son moléculas pequefnas (<300 Da) que pertenecen a

diferentes clases quimicas que pueden evaporarse y difundirse facilmente a través de los poros
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llenos de aire y agua. Estas propiedades fisicoquimicas hacen que los volatiles sean metabolitos
candidatos ideales para la cooperacion y la competencia entre microorganismos del suelo que no
viven directamente adyacentes entre si. Por otro lado, los metabolitos secundarios solubles tienen
una mayor polaridad que los hace solubles en agua. Actuan en distancias mas cortas, pero
generalmente exhiben actividades biolégicas mas fuertes como toxinas o antibiéticos (Tyc, et al.,
2017).

La colonizacién de las plantas por bacterias enddéfitas como agentes de control bioldgico,
promueve diferentes modificaciones en la pared celular, como la deposiciéon de calosa, pectina,
celulosa y compuestos fendlicos que inducen la formaciéon de una barrera estructural en el potencial
sitio de ataque del fitopatégeno (Benhamou, 2000).

Otro de los mecanismos comunes de respuesta de las plantas colonizadas con enddfitas
frente a los fitopatdgenos es la induccién de proteinas relacionadas con la defensa como
peroxidasa, quitinasa y B-1,3 gluconasa (Fishal, et al, 2010).

Lo mas probable es que exista una combinacién de varios mecanismos de biocontrol
exhibido por muchas bacterias enddfitas. Esta hipotesis es apoyada por el hecho de que algunos
compuestos antimicrobianos estan involucrados tanto en la antibiosis como en la activaciéon de RSI
(Ongena, et al, 2007).

La eficacia de los enddfitos como agentes de control biolégico depende de muchos factores
tales como: la especificidad del huésped, la dinamica poblacional, el patron de colonizacion, la
capacidad de moverse dentro de los tejidos del huésped y la capacidad de inducir resistencia

sistémica (Barka, et al,. 2002).
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HIPOTESIS DE TRABAJO:

“Entre las bacterias endodfitas de las semillas se encuentran algunas con actividad
biocontroladora, que ademas difieren en los mecanismos antagonistas contra hongos

fitopatégenos.”

OBJETIVOS GENERALES:

El crecimiento de las plantas resulta de la interaccion de las mismas con microorganismos
saprofitos, simbidticos y enddfitos. Por ello el objetivo general de este plan es identificar
organismos endofitos con capacidades metabdlicas que contribuyan a la sanidad de las plantas de
manera que los mismos sean insumos para la formulacion de productos biolégicos para los

cultivos.

Objetivos especificos:

1- Aislar bacterias enddfitas de semillas de tomate.
2- Evaluar la capacidad de las bacterias enddéfitas para el biocontrol de patdégenos como
Stemphylium lycopersici, Corynespora cassiicola 'y Alternaria alternata.

3- Evaluar posibles mecanismos de biocontrol.
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MATERIALES Y METODOS:

Aislamiento de bacterias endofitas:

Se emplearon semillas de tomate de las variedades Elpida F1 (Enza Zaden) y Silverio
(Syngenta-Rogers). Se desinfectaron superficialmente con etanol (50 %) e hipoclorito de sodio (20
%) y luego se enjuagaron con agua estéril. Para confirmar el protocolo de desinfeccion superficial,
alicuotas de agua estéril usada en el lavado final se sembraron en TSA (Agar triptico de soja) a 28
°C durante 15 dias y las placas fueron examinadas para detectar la presencia de colonias
microbianas (Ahmad et al., 2008; Araujo et al., 2001).

Las muestras de semillas se maceraron en mortero estéril con 6 ml de solucién acuosa (0,9
% NaCl). El extracto se incubd durante 3 horas a 28 °C, para contribuir a la liberacién completa de
microorganismos enddfitos desde el material vegetal. El extracto obtenido se diluyé en una
suspension acuosa (0,9 % de NaCl) y se sembré en placas de Petri que contenian medio TSA,
King B y agar nutritivo (pluripeptona 5,0 g, extracto de carne 3,0 g, agar 18 g, 1000 ml agua
destilada, pH: 6,9). Las placas se incubaron durante un maximo de 7 dias a 28 °C. Las colonias se
seleccionaron a los 2 y 5 dias de incubacion y se purificaron en los medios de cultivo

correspondientes. Los cultivos puros se almacenaron en picos de flauta a 4 °C.

lll"( !|\|mm\rplla t'h, .phr ,[},

m]L e
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Figura1: Plantula de tomate crecida en Tubo de Crone a partir de las cuales se aislaron enddfitos
posteriormente a la maduracion de la semilla esterilizada superficialmente.
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Parte de las semillas esterilizadas fueron sembradas en condiciones asépticas en tubos con
medio de cultivo agar nutritivo semisélido (Figura 1). Se mantuvieron en condiciones controladas de
luz y temperatura hasta el desarrollo de las primeras hojas. En ese momento, las plantulas fueron
extraidas del medio de cultivo, y se procesaron de manera similar a las semillas para el aislamiento

de enddfitos.

Identificacion taxonomica de los endofitos de las semillas de tomate

Extraccion, purificacién y cuantificacion del ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé el kit comercial Wizard®, Promega Co. WN USA. El
procedimiento se realizé siguiendo las instrucciones de los proveedores de dicho kit. Las bacterias
se cultivaron en 5 ml de caldo nutritivo a 28 °C por 4 dias. Las células se cosecharon por
centrifugacion a 11.000 g durante 10 min a 4 °C. Se removio el sobrenadante y se resuspendio el
pellet bacteriano en 600 ul de solucién de lisis nuclear, se mezclé en vortex durante 1-3 segundos y
se incubd 5 minutos a 80 °C. Luego, se adicionaron 3 pl de RNasa (10 pg/ul) a temperatura
ambiente y se incubd la mezcla a 37 °C durante 30-60 minutos. Pasado el tiempo de incubacién se
adicionaron 200 pl de Solucion de Precipitacion de proteinas y se mezcld 20 segundos en vortex.
Luego de centrifugar 3 minutos a 13.000-16.000 g se transfirié el sobrenadante a un tubo de 1,5 ml.
El ADN se precipité adicionando 1 volumen de isopropanol que se mezcld por inversion y luego se
centrifugd a 13.000 -16.000 g. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se lavé con 600 ul de etanol
70 %.

El ADN se disolvié en un volumen de 50 ul de Solucion de Rehidratacion incubando las
muestras a 65 °C durante 1 hora.

Visualizacién y cuantificacion del ADN extraido

El ADN se cuantifico mediante la comparacion de la intensidad de la banda del ADN
gendémico con las bandas del marcador molecular (Genoma del fago Lambda digerido con Hind Ill -
Promega Biotech), que se resolvieron por electroforesis en un gel de agarosa 0.7 % (P/V)

suplementado con bromuro de etidio, observandose las bandas en un transiluminador de UV
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(Sambrook et al., 1989). Los geles se documentaron utilizando el analizador de imagenes
SYNGENE vy el software GENETOOLS (Syngene, A Division of Synoptics Ltd).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (siglas de su nombre en inglés Polymerase
Chain Reaction) es una tecnologia que consiste en la sintesis de un fragmento de ADN (acido
desoxirribonucleico) cuyo tamano esta definido por un par de primers que flanquean la secuencia
“blanco” en el ADN utilizado como molde para la reaccion. El proceso se denomina amplificacion
porque consiste en aumentar exponencialmente la cantidad del fragmento amplificado, puesto que
la enzima, que es termoestable, puede generar en presencia de un exceso de nucledétidos una
cantidad creciente de copias. La PCR es una técnica de biologia molecular altamente especifica,
rapida, sensible y versatil que permite detectar cantidades infimas de un cierto ADN especifico
posibilitando su identificacion.

Amplificacion del gen 16S rDNA

La secuencia de los genes ribosomales codifican para la sintesis de ARN ribosomal que
constituye junto con algunas proteinas las subunidades de los ribosomas. En las bacterias el gen
16S rDNA, posee alrededor de 1,5 kilopares de bases (kpb). Esta secuencia estad altamente
conservada y organismos no relacionados pueden tener homologias del 97 % en este gen. Por este
motivo se la utiliza frecuentemente para establecer homologias con secuencias de las bases de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology International - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

La amplificacion se llevé a cabo utilizando los cebadores universales 27F (5 -
'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’) (Lane, 1991) y 1492R (5- GGTTACCTTGTTACGACTT -3)
(Weisburg, et al. 1991). Los cebadores mencionados fueron disefiados para amplificar un
fragmento de aproximadamente 1.450 pb a partir del extremo 5’ del gen. La reaccion se realizé en
base a un programa que consistié en un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos; 30
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, 45 segundos a 59 °C y 1 minuto a 72 °C, y
por ultimo, una elongacion final de 5 minutos a 72 °C.

La mezcla de reaccion contuvo buffer de reaccion 1X (500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI, pH

9.0 a 25 °C; 1 % Triton X-100) (Highway Molecular Biology-INBIO-UNICEN), 1,5 mM cloruro de
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magnesio (Highway Molecular Biology-INBIO-UNICEN), 0,2 mM de cada dNTP (Highway Molecular
Biology-INBIO-UNICEN), 0,3 uM de cada cebador, 1 unidad de T- Plus DNA polimerasa (Highway
Molecular Biology-INBIO-UNICEN) y 50 ng de ADN molde por reaccion, en un volumen final de 15
Ml

Para disponer de producto para mandar a secuenciar, se purificaron los fragmentos
amplificados de acuerdo al protocolo de precipitacion de productos de PCR, agregando un volumen
de isopropanol y 1,5 pl de acetato de amonio 8 M a la mezcla de reaccion conteniendo el producto
a secuenciar. Posteriormente se incub6é a -20 °C durante 2 horas, para luego centrifugar las
muestras a 15.000 g durante 15 minutos. EI ADN que quedo adherido a las paredes del tubo se
lavé con etanol 70 %, luego se secd y se resuspendié en agua bidestilada estéril. Las dos hebras
del fragmento de ADN amplificado por PCR fueron secuenciadas en Macrogen Inc. Seul, Korea de
acuerdo a la reaccién descripta por Sanger et al. (1977). El secuenciador automatico BigDyeTM se
basa en la deteccién de la fluorescencia, permitiendo la lectura de hasta 1000 bases en una Unica
reaccion.

Las secuencias se analizaron con la herramienta de busqueda de alineamientos locales de
secuencias nucleotidicas (nucleotide basic local alignment tool, BLAST www.ncbi.nim.nih.gov)
mediante comparacion con secuencias depositadas en la base de datos Nucleotide collection

(nr/nt).

Evaluacion del potencial para biocontrolar patégenos

Se realizé un ensayo preliminar in vitro para determinar la actividad antifungica de los
aislados obtenidos. Se evalué el efecto antagonico contra tres hongos fitopatdégenos de importancia
local seleccionados del cepario del CIDEFI: Alternaria alternata, Corynespora cassiicola y
Stemphylium lycopersici, los cuales son modelos de estudio del grupo de trabajo.

Cada hongo fue crecido en medio agar-papa-glucosa (APG), luego con un sacabocado se
extrajo un disco del medio de cultivo con el cultivo de cada hongo, y fue sembrado en el centro de
placas de APG, divididas en octantes. A las 24 hs se sembraron estrias de las bacterias enddfitas

de manera equidistante. Se incubaron las placas a 25 °C durante 4-5 dias.
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Se evaluo el desarrollo fungico comparando con una placa control (sin bacterias). Las cepas
que produjeron inhibicidon del crecimiento fueron nuevamente evaluadas en un ensayo cuantitativo
que se describe a continuacion.

La actividad antifungica se cuantificd en un ensayo similar en el que placas con medio APG
se dividieron en 3 espacios iguales y en cada uno de ellos se deposito un disco de cada hongo
previamente crecido. En las lineas divisorias de estos espacios se sembro una estria bacteriana de
cada cepa seleccionada y se incubaron las placas a 25 °C durante 24 h. Los controles consistieron
en placas con la misma disposicién de los hongos en las que no se sembraron bacterias. Se evalud
el porcentaje de inhibicion de cada aislado bacteriano. Los resultados se expresan como porcentaje
de inhibicion (%) = [(crecimiento en el control - crecimiento en el tratamiento) / crecimiento en el

control] * 100.

Competencia por nutrientes. Produccion de sideroforos

La determinacion de siderdforos se realizé en medio de cultivo sélido conteniendo Cromo
Azurol S (CAS) (Tabla 1). Los cultivos bacterianos se sembraron y se incubaron a 28 °C durante 5
dias. La produccion de sideréforos se confirmé por la formacién de un halo color naranja alrededor

de la colonia bacteriana (Alexander y Zuberer, 1991).

Tabla 1. Solucién CAS (70 ml) *

Componentes Volumen
P (mi)
Pipes (0,3024g/10ml de solucién salina, pH 6,8 con 10

KOH)
0,028 g de FeCl3.6H,0 + 30 ul de HCI, en 100 ml de
10
H,O
CAS (0,061 g en 50 ml) 50

* Se agregan 10 ml de la solucion CAS cada 100 ml de agar Cetrimida comercial (Britania®). La
solucion y el medio Cetrimida se esterilizan por separado en autoclave. PIPES: acido 1,4-
piperazinediethanesulfonico — CgH1gN2OgS>)
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Producciéon de compuestos antimicrobianos

Actividad antagonista del sobrenadante libre de células de cultivos de bacterias endofitas:

Las bacterias se cultivaron en caldo nutritivo en agitacién a 180 rev.min” a 28 °C en la
oscuridad durante 48 h. El sobrenadante del cultivo bacteriano libre de células se colectd por
centrifugacién a 6.000 g durante 15 minutos, y se filtré secuencialmente a través de membranas de
filtro organico de 0,45 ym y 0,22 ym (© GVS). La actividad antimicrobiana de los filtrados de cada
cultivo se evalud contra los fitopatdgenos detallados previamente. El sobrenadante libre de células
se anadi6 al medio de cultivo (agar nutritivo) fundido con una temperatura no superior a 45 °C, a
concentraciones finales del 1 %, 10 % y 20 % (v/v). Luego, se sembré en el centro de cada placa
un disco de 5 mm de diametro de placas de APG donde previamente se habia cultivado cada
hongo patégeno. Las placas se incubaron durante 4 dias a 25 °C y se determiné la actividad
antifungica del sobrenadante como el porcentaje de inhibicion de los sobrenadantes a partir de la
férmula:

Porcentaje de inhibicion (%) =

[(Crecimiento control - Crecimiento gatamiento) / Crecimiento contror] * 100

Determinacion de actividades antagonicas de compuestos volatiles de bacterias endofiticas:

Se realizd un ensayo en placas selladas utilizando el método descripto por Baysal et al.
(2013), con modificaciones. Se extendieron 300 ul de cultivos de bacterias en una placa estéril con
medio TYB. Se colocaron en el centro de placas con medio APG, discos de 5 mm de diametro de
APG cortados desde una placa de cultivo de cada hongo patégeno. Cada placa de APG con el
disco fungico se invirtié6 inmediatamente y se coloco sobre la placa de TYB con cultivo bacteriano.
Asi ambas placas superpuestas se sellaron con parafilm y se incubaron a 25 °C en oscuridad hasta
que el micelio fungico de los controles se extendié a % de la placa. El control correspondi6 a placas

de APG con los discos fungicos enfrentados a placas con medio TYB sin cultivo bacteriano. Se
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midi6 el didmetro (mm) de la colonia fungica. El porcentaje de inhibicion se determind como se

describe en el punto anterior.

Analisis estadistico

Todas las mediciones fueron analizadas mediante el analisis de varianza ANOVA (analisis
de varianza de una via) con nivel de significancia menor a 0,05 (P < 0,05). Se aplicaron test de
rangos para identificar grupos homogéneos. El test elegido fue el test LSD de Tukey (P < 0,05)

para comparaciones multiples.
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RESULTADOS

Aislamiento e identificacion taxonédmica de los endéfitos:

Se obtuvieron 21 aislados bacterianos. Las secuencias 16S rDNA de los aislados en estudio
fueron analizadas y registradas en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information), bajo los numeros de acceso que figuran en la tabla 2. En la dicha tabla se detallan
ademas los géneros identificados en los enddfitos aislados de semillas y plantulas, segun el
alineamiento de secuencias realizado con el software BLAST® (Basic Local alignment Search
Tool), disponible en la base de datos del NCBI (hppt://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi).

En la Figura 2 se presentan los enddfitos identificados y el porcentaje de representacion de

cada género proveniente de las semillas de tomate de las variedades Elpida y Silverio

respectivamente.
Identificacion taxonomica de los endofitos
s
100 pu
90 ,// 20
80 - .
/ u Psychrobacillus sp.
70 4 / Paenibacillus sp. | Firmicutes
= 60 u Jeotgalibacillus sp.
2 :
2 . L Batcm’us sp. Y
& 39 = Micrococeus sp. | Actinobacteria
g 40 G ® Microbacterium sp.
P B Acinetobacter sp. ]- Gammaproteobacteria
30 v Sphingomanas sp.
” 2 » Brevundimonas sp. ]— Alphaproteobacteria
10 4
vl
0 = =
Semillas Semillas Plantulas Plantulas
Elpida Silverio Elpida Silverio

Figura 2: Enddfitos encontrados en semillas y plantulas de ambos cultivares y el porcentaje de
aparicion de cada género.
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De semillas Elpida se aislaron principalmente Firmicutes (80 %) y Actinobacteria (20 %). De
semillas Silverio se aislaron nuevamente un numero mayoritario de Firmicutes (67 %) y dos
geéneros distintos (Sphingomonas y Brevundimonas) de Alpha-Proteobacterias (33 %). De plantulas
obtenidas del cultivar Elpida se aislaron Firmicutes, Actinobacteria y Gamma-Proteobacteria;
mientras que de plantulas del cultivar Silverio solo se recuperaron Firmicutes (100 %).

Los géneros de Actinobacteria encontrados fueron Micrococcus y Microbacterium y de
Gamma-Proteobacteria se aislé un integrante del género Acinetobacter (Tabla 2). Dentro de los
Firmicutes aislados de semillas y plantulas de ambos cultivares se encontraron representantes de

los géneros Bacillus, Paenibacillus, Psychrobacillus y Jeotgalibacillus (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion de las bacterias aisladas, obtenidas de las semillas de tomate por medio del
analisis de la secuencia 16S rDNA.

Aislado (origen) NCBI (Numero de acceso) Identidad (%)
E4 (Semilla Elpida) Micrococcus sp. (MG963203) 99
E6 (Semilla Elpida) Bacillus sp. (MG963204) 92
E7 (Semilla Elpida) Bacillus sp. (MG963205) 99
E8 (Semilla Elpida) Paenibacillus polymyxa (MG963206) 99
E9 (Semilla Elpida) Bacillus sp. (MG963207) 98
S15 (Semilla Silverio) Bacillus sp. (MG963209) 99
S19 (Semilla Silverio) Bacillus sp. (MG963210) 99
S20 (Semilla Silverio) Sphingomonas sp. (MG963211) 96
S21 (Semilla Silverio) Brevundimonas sp. (MG963212) 99
S26 (Semilla Silverio) Paenibacillus sp. (MG963213) 91
S27 (Semilla Silverio) Jeotgalibacillus sp. (MG963214) 99
SE28 (Plantin de Elpida) Acinetobacter sp. (MG963215) 98
SE31 (Plantin de Elpida) Microbacterium sp. (MG963216) 99
SE33 (Plantin de Elpida) Paenibacillus sp. (MG963217) 99
SE34 (Plantin de Elpida) Bacillus sp. (MG963218) 99
SE35 (Plantin de Elpida) Bacillus sp. (MG963219) 99
SE36 (Plantin de Elpida) Psychrobacillus sp. (MG963220) 97
SE37 (Plantin de Elpida) Bacillus sp. (MG963221) 98
SS38 (Plantin de Silverio) Bacillus sp. (MG963222) 99
SS39 (Plantin de Silverio) Bacillus sp. (MG963223) 99
SS41 (Plantin de Silverio) | Bacillus sp. (MG963224) 96
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Evaluacion del potencial para biocontrolar patégenos
En este ensayo se realizé un screening , que permitié seleccionar 11 aislados (E4, E6, E7,

E8, E9, S15, S19, SE31, SE33, SE36 y SE37) que inhibieron el crecimiento fungico (figura 3).

Figura 3: Ensayo de antagonismo. Efecto antagonico de 7 aislados de semillas (E4, E6, E7, ES8,
E9, S15, S19 y Er/S como control), contra tres hongos fitopatdgenos de tomate: A) A. alternata, B)
C. cassicola, C) S. lycopersici.

Luego se realizé un ensayo cuantitativo con los aislados seleccionados en los que se
determiné el diametro de las colonias fungicas enfrentadas a cada bacteria (por triplicado),

comparado con el crecimiento del hongo en el medio sin inocular bacterias (Figura 4 y Tabla 3).
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Tabla 3. Evaluacion cuantitativa del efecto antifugico de las bacterias enddfitas contra los hongos
A. alternata; C. cassicolay S. lycopersici.

Cepa Alternaria alternata Corynespora cassiicola Stemphylium lycopersici
SE37 1,65 + 0,289 ? 2,95 + 0,06 ™ 1,4 +0,231°
E4 2,05 + 0,289 2,55+ 0,289 ° 1,4+0,231°
ES 2+0,115%® 2,8+0,115%® 1,55 + 0,06
E7 2,35+ 0,173 *° 2,85 + 0,06 *° 1,85 + 0,06 ™
Er/S 2,45 + 0,404 *° 3+0,08" 1,9+ 0,115
$15 2,55 + 0,173 *° 3,25+ 0,289 © 2+0,115
E9 2,75 + 0,289 2,7+0,115% 2,25 + 0,06 °*°
E6 2,9 + 0,115 3,6+0,115¢ 2,35 + 0,404
S19 2,9 + 0,08 3,7+0,115° 2,6 + 0,115
SE31 3,15+ 0,289 % 3,7+0,115¢ 2,6 + 0,115
Control 3,6+0,08' 4,05 + 0,06 ° 2,75+ 0,06
SE33 3,35+ 0,06 4,05 + 0,06 © 2,9+0,115¢
SE36 3,25 + 0,289 % 43+0,08° 2,95 + 0,06 ¢

+xAquellas medias que comparten entre si una letra no presentan entre si diferencias significativas (P < 0,05) segun el test de
Tukey

En la tabla 3 se muestran las diferencia del crecimiento de los 3 hongos (Alternaria
alternata, Corynespora cassiicola y Stemphylium lycopersici). Los aislados E4, E7, E8, E9, S15y
SE37 inhibieron el crecimiento de los tres hongos, lo que fue evidenciado por un diametro de
colonia menor que el que se midié en las placas controles sin presencia bacteriana. A partir de
estos resultados los aislados que inhibieron el crecimiento de los 3 hongos se seleccionaron para

posteriores ensayos en los que se determinaran posibles mecanismos de antagonismo.
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Figura 4: Ensayo de antagonismo. Efecto antagonico de 7 aislados de semillas (E4, E6, E7, ES8,
E9, S15, S19 y Er/S como control), contra tres hongos fitopatégenos de tomate: A) A. alternata, B)
C. cassicola, C) S. lycopersici.
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Mecanismos

Produccién de sideréforos

Solo los aislados E7 y SE28 produjeron sideréforos, evidenciado por un halo naranja (Figura
5). En este ensayo se utilizd como control positivo una cepa de Bacillus subtilis del cepario del
CIDEFI, Er/S. Esta cepa ha sido confirmada ademas, como biocontroladora de hongos
fitopatdgenos en ensayos previos y por este motivo se utiliz6 como control en todos los ensayos de

este trabajo.

Figura 5: Produccion de sideréforos. Placa con medio CAS donde se observa el halo anaranjado
de produccién de sideroforos de los aislados E7 y SE28. La cepa identificada como control
corresponde a Er/S Bacillus subtilis del cepario del CIDEFI.
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Produccién de compuestos antimicrobianos

Efecto inhibitorio del sobrenadante libre de células bacterianas

Se evalud el efecto inhibitorio de las sustancia liberadas al medio de cultivo por los aislados
crecidos en caldo nutritivo, a partir de los sobrenadantes libres de células bacterianas. Estos
sobrenadantes se adicionaron en tres concentraciones diferentes al medio APG donde se crecieron
los tres hongos fitopatdégenos. Los resultados se grafican en la figura 6 como diametro de las
colonias fungicas desarrollados en las tres concentraciones de sobrenadantes aplicadas de los
aislados E4, E7, E8, E9, S15 y SE37 y de la cepa control Er/S. E8 no tuvo ningun efecto sobre el
crecimiento fungico por lo que no fue incluido en el grafico.

En la tabla 4 se muestran los tratamientos que produjeron un porcentaje de inhibicion
superior al 20 % en el crecimiento de los tres hongos. Estos resultados muestran que tanto el
sobrenadante de la cepa control como el aislado 7, en las tres concentraciones que fueron

aplicados, inhibieron el crecimiento de los tres fitopatégenos.

Tabla 4: Porcentaje de inhibicion del crecimiento fungico producido por el sobrenadante de cultivos
bacterianos libres de células aplicado en 3 concentraciones al medio de cultivo del hongo (1, 10 y
20 % vl/v). Se muestran los valores que superaron un porcentaje de inhibicion del 20 % para los tres
hongos.

Cepaltratamiento A. alternata C. cassiicola S. lycopersici
E7 - C1 70,59 20,78 68,67
E7 - C2 71,76 38,96 72,29
E7 -C3 71,76 33,77 73,49
Cepa Er/S - C1 70,59 23,38 74,70
Cepa Er/S - C2 72,94 46,75 67,47
Cepa Er/S - C3 70,59 40,26 73,49
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Figura 6: Ensayo de antagonismo: Efecto contra hongos fitopatdégenos del sobrenadante de cultivo
bacteriano (E4, E7, E9, S15, SE37 y Er/S), aplicado en tres concentraciones. A) A. alternata, B) C.

cassicola, C) S. lycopersici.
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Produccidén y efecto de compuestos volatiles
En la figura 7 se muestran las placas selladas en las que se determiné el efecto de los

compuestos organicos volatiles (VOCs, por sus siglas en inglés).

Corynespora cassicola Cepa E7 Cepa SI5 Cepa EZ Cepa E8

Alternaria alternata Cepa E7 Cepa 515 Cepa E9 Cepa ES

.

Stemphylium lycopersici Cepa E7 Cepa 515 Cepa E2 Cepa E8

Figura 7: Ensayo de inhibicion del crecimiento fungico por VOCs liberados por bacterias enddfitas
(E7, S15, E9, E8). A) C. cassiicola, B) A. alternata, C) S. lycopersici.

En este caso también se presentan los resultados completos en la figura 8, donde se
grafican los diametros de las colonias fungicas determinados a dos tiempos posteriores a la

iniciacion del ensayo (72 y 144 h).

El calculo del porcentaje de inhibicion se realiz6 nuevamente como se indica mas arriba y
en la tabla 5 se muestran los datos correspondientes a tratamientos que superaron el 20 % de

inhibicion del crecimiento de los tres hongos. En esta tabla se observa que los aislados E7, ES8, E9,
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S15 y SE37 a las 72 h producen VOCs que inhiben el crecimiento de los tres hongos, sin embrago

este efecto solo se mantiene para los aislados E7, E9 y S15 luego de 144 h de incubacion.

Tabla 5: Porcentaje de inhibicién del crecimiento fungico producido por compuestos volatiles en los
dos tiempos de evaluacion (72 y 144 hs). Se muestran los valores que superaron un porcentaje de
inhibicion del 20 % para los tres hongos.

Tiempo de evaluacién: 72 h

Cepa A. alternata C. cassiicola S. lycopersici

E7 61,97 56,36 58,93

E8 61,97 27,27 26,79

E9 54,93 38,18 55,36
S15 39,44 38,18 41,07
SE37 25,35 32,73 28,57
Er-S 74,65 70,91 75,00

Tiempo de evaluacién: 144 h

Cepa A. alternata C. cassiicola S. lycopersici

E7 68,42 60,87 47,97

E9 51,13 41,74 60,98
S15 29,32 31,30 28,46
Er-S 81,95 81,74 88,62
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Figura 8: Ensayo de antagonismo: Efecto contra hongos fitopatdgenos de VOCs bacterianos (E4,
E7, E8, E9, S15, SE37 y Er/S), determinado a las 72 y 144 hs de incubacién. A) A. alternata, B) C.
cassicola, C) S. lycopersici.
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DISCUSION

Las bacterias enddfitas son microorganismos que pueden colonizar los tejidos de las plantas
intercelularmente y coexisten con ellas de manera benigna dentro de los tejidos (Kloepper y
Beauchamp, 1992). Las semillas constituyen la principal estructura de las plantas para la
supervivencia de las especies a lo largo del tiempo y desempefian un papel clave en la agricultura
(Guan, 2009). También son el vehiculo de una variedad de patdégenos y bacterias beneficiosas
(Nelson, 2004). Cuando las semillas germinan, se produce el desarrollo de estas comunidades
microbianas endofitas que pueden enriquecerse con microorganismos originados en los suelos
(Bacilio-Jimenez, et al., 2001; Cottyn, et al., 2001).

En este Trabajo Final de Carrera analizamos bacterias enddfitas cultivables, aisladas de
semillas y plantulas de dos variedades comerciales de tomate. No se encontré una gran diversidad
de especies bacterianas, en coincidencia que lo observado en semillas de otras especies de
plantas (Mano, et al., 2006; Compant, et al., 2011; Liu, et al., 2017). Por otro lado, las bacterias
cultivables aisladas tanto de semillas como de plantulas de ambos cultivares de tomate, fueron
similares en cuanto a los phyla identificados. Esto indicaria que las semillas de tomate podrian
tener un subconjunto de bacterias que forman parte de las semillas a lo largo del desarrollo
reproductivo y que podrian emitir sefales que disparan procesos especificos en la promocién del
crecimiento de las plantulas. Las semillas fueron en su mayoria colonizadas por Firmicutes. Este
phylum se encontrd también, en mayor proporcion dentro de las plantulas, lo que sugiere que el
proceso de germinacion de las semillas proporciona alguna ventaja competitiva nutricional. Dentro
de este phylum los géneros que se identificaron fueron: Bacillus, Paenibacillus, Psychrobacillus y
Jeotgalibacillus, todos ellos capaces de formar endosporas, lo que podria explicar su alta
representacion en semilla. En efecto, la capacidad de formar endosporas confiere una ventaja a los
colonizadores de semillas ya que esto asegura su supervivencia durante el almacenamiento
(Compant, et al., 2011; Truyens, et al., 2015). Probablemente el proceso de maduracion de la
semilla no seleccione las bacterias en funcidn de sus caracteristicas, pero la diversidad, al menos
de las cultivables, parece estar influenciada por su capacidad de esporular. Evidentemente, se

producen algunos cambios a lo largo de la germinacion de la semilla y del desarrollo de las
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plantulas que promueven de forma diferencial ciertos grupos de microorganismos (Truyens, et al.,
2015). El proceso de germinacion de semillas puede generar un alto requerimiento de nutrientes,
de manera que se genera un ambiente estresante para las bacterias y como resultado de esto solo
aquellos que pueden esporular sobreviven mucho mejor en este ambiente.

En general, los géneros bacterianos que se han descripto en las semillas son Bacillus y
Pseudomonas. También se encuentran a menudo Paenibacillus, Micrococcus, Staphylococcus,
Pantoea y Acinetobacter como enddfitos de semillas (Cankar, et al., 2005; Mano, et al., 2006;
Compant, et al., 2011; Xu, et al., 2014; Truyens, et al., 2015). En este trabajo se encontr6 que las
semillas de tomate albergan especies bacterianas endofiticas similares a las reportadas para otras
especies de plantas, lo que sugiere que podria ser una estrategia de dispersion dentro del medio
ambiente.

Los enddfitos probablemente brinden beneficios a las plantas hospedadoras a través de
varios mecanismos, como la sintesis de sustancias antimicrobianas o la sintesis de promotores del
crecimiento vegetal. En este trabajo encontramos que 6 de los aislados estudiados, identificados
como Micrococcus sp. (E4), Bacillus sp. (E7, E9, S15 y SE37) y Paenibacillus sp. (E8) inhibieron
significativamente el crecimiento miceliar en condiciones controladas; sin embargo, difieren en su
capacidad para sintetizar algunas moléculas inhibitorias.

La sintesis de siderdforos es un mecanismo de biocontrol vinculado a la competencia por
nutrientes, ya que los sideréforos complejan el hierro dejandolo menos disponible para los demas
microorganismos. Solo dos cepas produjeron sideréforos, E7 (Bacillus) y SE28 (Acinetobacter). Sin
embargo este mecanismo de biocontrol de patégenos solo podria asociarse al efecto biocontrolador
de E7 sobre los patdgenos, ya que la cepa SE28 no tuvo efecto inhibitorio en el crecimiento de los
hongos estudiados.

Varios estudios han demostrado que los metabolitos secundarios producidos por las
bacterias pueden servir como herramientas antimicrobianas, proporcionando una ventaja a las
cepas productoras cuando compiten contra otros microorganismos en el mismo nicho ecoldgico
(Foster y Bell, 2012). Un buen ejemplo de esto es la supresiéon de fitopatégenos de suelos por

compuestos antimicrobianos de bacterias rizosféricas beneficiosas para las plantas. Esta
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observacién sugiere que la capacidad de inhibir el crecimiento de competidores microbianos
favorece evolutivamente a los microorganismos productores de antibidticos frente a los
susceptibles (Tyc, et al., 2017). Las moléculas antifungicas sintetizadas por microorganismos se
pueden usar para controlar biolégicamente a los patdgenos (Baysal et al., 2013; Lopez, et al.,
2018). La mayoria de los productos de control biolégico sintetizados por algunas especies de
Bacillus son pequenos polipéptidos, como las iturinas y las bacillomicinas, que inhiben el
crecimiento de varios hongos (Baysal et al., 2013). También se conocen los terpenos que son
compuestos volatiles producidos por algunos taxones de bacterias de suelo (Song, et al., 2015;
Tyc, et al., 2017), que inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus y Rhizoctonia solani (Song,
et al., 2015). Los compuestos volatiles de azufre son otro ejemplo y se originan de la homocisteina
en bacterias (Nawrath et al., 2010) desempenando un papel importante en las interacciones entre
microbios y plantas e interacciones interespecificas entre microbios (Tyc et al., 2015). Entre ellos, el
Dimetildisulfuro, se identific6 como un compuesto que estimula el crecimiento bacteriano e inhibe
por completo el crecimiento fungico (Garbeva, et al. 2014). En este trabajo, 4 de los Bacillus
aislados (E7, E9, S15 y SE37) y una cepa de Paenibacillus (E8) que fueron seleccionados como
biocontroladores, produjeron VOCs como posible mecanismo para la inhibicion del crecimiento
fungico. Adicionalmente, encontramos que Bacillus sp., E7 inhibid el crecimiento de tres hongos
patdgenos de plantas, A. alternata, C. cassicola y S. lycopersici, y en los ensayos posteriores
comprobamos no solo la produccién de sideréforos, sino ademas la inhibicion del crecimiento
fungico mediada por compuestos solubles liberados al medio de cultivo y compuestos volatiles. Por
lo tanto, esta bacteria tiene diferentes estrategias, aunque no podemos evaluar cual es la mas
importante en la naturaleza. En comparaciéon con los compuestos solubles que se acumulan
alrededor de las células, los compuestos volatiles pueden difundir facilmente a través de los poros
llenos de aire en el suelo y jugar un papel en las interacciones microbianas a larga distancia. Es
plausible que los VOCs sean relativamente mas importantes en las interacciones entre las
bacterias del suelo cuando disminuyen los niveles de humedad del suelo y hay mas poros llenos de
aire disponibles, pero esto aun no ha sido estudiado experimentalmente (Tyc, et al., 2017). Los

compuestos volatiles bacterianos ofrecen un gran potencial para la proteccién sostenible de cultivos
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como biofertilizantes gaseosos ecoldgicos y alternativas a los pesticidas nocivos, un potencial que

también tienen las sustancias solubles sintetizadas por estos enddfitos.

Conclusiones y perspectivas

Los bioproductos hoy en dia son una herramienta de gran importancia para incrementar la
eficiencia de produccion en cualquier cultivo de manera mas sustentable, por medios como el
biocontrol de patdgenos y la promocion del crecimiento en las plantas. Entre las bacterias enddfitas
de las semillas se encuentran microorganismos con actividad biocontroladora, que utilizan
diferentes mecanismos e incluso combinacion de ellos que generan efectos antagonistas contra
hongos fitopatdgenos. Las bacterias enddfitas dentro de todos los microorganismos estudiados
tienen la ventaja de colonizar los tejidos vegetales, lo que les provee un ambiente menos
estresante para sobrevivir. En particular, las cepas identificadas en este trabajo como
biocontroladoras son capaces de formar esporas como estructuras de resistencia lo que les
confiere una ventaja adicional para ser empleadas en la formulacion de inoculantes comerciales.

Bacillus E7, es una bacteria que coloniza las plantulas de tomate, que demostré tener una
capacidad excepcional para proteger a las plantas contra los patégenos fungicos. Puede ser que
los aislados bacterianos en interaccion con las plantas y constituyendo su endobioma, sinteticen
moléculas antimicrobianas como las mencionadas anteriormente, lo que actualmente constituye un
escenario de gran interés.

Los resultados obtenidos generan perspectivas futuras de trabajo, vinculadas al estudio a
gran escala, es decir a campo, del efecto de estas bacterias seleccionadas sobre los hongos
patdgenos contra los que fueron ensayadas y que producen enfermedades muy comunes en los

cultivos de tomate.
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