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RESUMEN

Los endoéfitos son microorganismos que toda su vida o parte de ella residen en tejidos vegetales en
una relacion simbidtica, de parasitismo o mutualismo, sin causar inmediatamente efectos negativos
(Stone y col., 2000). Como resultado de dichas asociaciones por largo tiempo los microorganismos
endofiticos y las plantas han desarrollado gran transferencia de informacién (Strobel y Daisy,
2003). Ciertas plantas medicinales sintetizan sustancias quimicas, brindando material para la
industria farmacéutica y cosmética (Karthikeyan y col., 2008) y los endofiticos participan en vias
metabdlicas de estos vegetales y producen compuestos bioactivos (Zhao y col., 2011).

Palabras claves: Organismos, Endéfitos, Jatropha, Semilla.

1 INTRODUCCION

Los endoéfitos son microorganismos que toda su vida o parte de ella residen en tejidos
vegetales en una relacién simbidtica, de parasitismo o mutualismo, sin causar inmediatamente
efectos negativos (Stone y col., 2000). Como resultado de dichas asociaciones por largo tiempo

los microorganismos endofiticos y las plantas han desarrollado gran transferencia de informacion
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(Strobel y Daisy, 2003). Ciertas plantas medicinales sintetizan sustancias quimicas, brindando
material para la industria farmacéutica y cosmética (Karthikeyan y col., 2008) y los endofiticos
participan en vias metabdlicas de estos vegetales y producen compuestos bioactivos (Zhao y col.,
2011).

Diferentes estudios han revelado diversas funciones de actinobacteriasendofiticas (Qin y
col., 2009). Se ha informado en los dltimos afios, que los actinomicetesendofiticos producen gran
cantidad de metabolitos secundarios con actividad biolégica, como antibidticos, sustancias
antitumorales y promotores del crecimiento vegetal, contribuyendo a mitigar estreses ambientales
en las plantas huéspedes(Qin y col., 2011).Actinomicetes aislados de la rizésfera asociada a
Trifoliumrepens L. mostraron gran capacidad para solubilizar fosfatos, fijar nitrgeno y producir
sider6foros, todas ellas caracteristicas de las Rhizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR), ademds, incrementaron el crecimiento y la nutricién beneficiando la colonizacién de
raices por hongos micorricicos (Franco-Correa y col., 2010). Se aislaron 30 hongos endoéfitos en
diferentes Organos vegetales, tales como hojas, tallos, raices y semillas, en los siguientes cultivos
promisorios para biodiesel: J. curcas L., Pongamia pinnata (L) Pierre, Ricinus communis L. Estos
hongos acumulaban grandes cantidades de lipidos intracelulares (Susmita y col., 2019). El
microorganismo KLBMP 11157 se aisl6 de raices de J. curcas colectadas en el Sudoeste de China.
El anélisis de secuencia de genes de RNAr 16 S indico que pertenece al género Pseudonocardia.
En base a caracteristicas fenotipicas e hibridizacion DNA-DNA se determiné que representa una
nueva especie de este género, para el cual se propuso el nombre
Pseudonocardiasichuanensissp.nov., un actinomiceto Gram-positivo y aerdbico (Qin y col.,
2011). Otro endéfito que se encontrd en raices de esta especie es el KLBMP1111" con el nombre
Kibdelosporangiumphytohabitanssp. nov.(Xing y col, 2012). Se ha secuenciado el genoma
completo de Enterobacter sp. R4-368, gammaproteobacteria endofitica, fijadora de nitrégeno,
aislada de raices de J. curcas. Esta bacteria muestra un fuerte efecto promotor del crecimiento, con
incremento de biomasa vegetal y de produccion de semillas (Madhaiyan y col., 2013).

En tallo de J. curcas, también se aislaron endéfitos designados como KLBMP 1050" cuyo
nombre es Nocardioidespanzhihuaensissp. nov. (Qin y col., 2012).

Entre los endofitos aislados de hojas de J. curcas en Nueva Delhi, India, se identificé a
Colletotrichum truncatum EF13 que exhibe actividad antifingica contra Sclerotinia sclerotiorum,
brindando proteccion al vegetal contra hongos patdgenos, siendo de esta manera, un potencial
agente de control bioldgico. Por otra parte, Colletotrichum truncatum EF10 produce aceites con

un perfil de dcidos grasos similar al de su huésped J. curcas (Kumar y Kaushik, 2013).
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Un actinomiceto endéfito aislado de semillas de J. curcas es el KLBMP12217 para el cual
se sugiri6 el nombre Amycolatopsisendophyticasp. nov. (Qian y col., 2011).Sin embargo, no se
encontraron trabajos previos que indiquen la presencia de endéfitos en 6érganos de J. macrocarpa.

Para la extraccion e identificacién de comunidades microbianas se utilizan técnicas
microscopicas, bioquimicas y moleculares, entre estas dltimas son muy utilizadas la PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa), DGGE: electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién y t-
RFLP: anélisis de polimorfismos de longitud de fragmentos terminales de restriccion (Stefanis y

col., 2013).

2 OBJETIVO
Determinar la presencia de endodfitos en semillas de J. curcas y J. macrocarpa

eidentificarlos.

3 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos estrategias complementarias que permitieron estudiar los
microorganismos enddéfitos. Una de ellas, consistié en sembrar macerados de semillas esterilizadas
superficialmente, en diferentes medios de cultivo. La otra estrategia fue el estudio de los ADN

ribosomales bacterianos presentes en la semilla.

3.1 MICROORGANISMOS CULTIVABLES

Para la esterilizacion, molienda y plaqueo, se utilizaron 10 g de semillas de J. curcas y de
J. macrocarpa. Se enjuagaron con agua de canilla para eliminar epifitos y se esterilizaron
superficialmente de acuerdo a Sun y col. (2008), etanol 70% durante 5 mine hipoclorito de sodio
5%,2 min.Se realizaron dos enjuagues con agua destilada estéril. Se colocaron 3 semillas
desinfectadas de cada especie en medio de cultivo Luria Bertani (LB), selladas con parafilm y se
llevaron a 28 °C, 24/48 h para control de esterilidad.

Se trituraron las semillas en mortero estéril, cortdndolas previamente con bisturi. El
producto de la molienda se transfiri6 a un erlenmeyer con 90 ml de solucién fisioldgica (8,5 °/o0y
se realizaron las suspensiones-diluciones hasta 107).

Se sembré 0,1 ml de cada dilucion en placas, por duplicado. Se utilizaron los medios Luria
Bertani (LB)por 3 dias a 30° C y Agar Propionato de Sodio (ISP 3) a 28° C por 2 semanas(Shirling
y Gottlieb, 1966 ),liquido y sélido. El LB contiene triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl
10 g, agar 15 g, agua destilada 1000 ml, pH 7,5 y el ISP 3 contiene propionato de sodio 1 g, L-
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asparragina 0.2 g, KH2P040.9 g, K;HPO40.6 g, MgS04.7H20 0.1 g, CaCl2.H20, 0.02 g, agar 18 g,
agua destilada 1000 ml, pH 7.2.

3.2 MICROORGANISMOS NO CULTIVABLES

Para la esterilizacion superficial y molienda se siguié la metodologia descripta para
microorganismos cultivables. El producto de molienda se colocé en un tubo Falcon y se suspendi6
en 2 ml de agua + 2 ml de buffer NaH2PO490 mM /g de PS de semilla. En la extraccion y
cuantificacion de ADN se utiliz6 1 ml de la suspension antes mencionada y se llevd a tubo
Eppendorf. Se realizé empleando el Kit comercial FAST DNA SPIN KIT for SOIL, de acuerdo al
protocolo del fabricante. Se utilizaron 2 pl de solucién para cuantificar el ADN por
espectrofotometria (Nanodrop) a 260 nm. Se realizaron cuatro experimentos independientes.

La visualizacién del ADN se realiz6 por electroforesis en gel. Se prepard un gel de agarosa
con 1% de buffer TAE 1X con el agregado de bromuro de etidio. Se mezcl6 el ADN y el buffer
en una relacion 5:1 y se sembro en el gel. Se corrié 1 h a 70 V. Se llevé a digitalizador de imagen
Gel Doc.

La reaccién en cadena de la polimerasa(PCR) se llevé a cabo con primers especificos para
el Dominio Bacteria. Se utilizaron diferentes cantidades de ADN (50, 25, 5, y 2,5 ng) en un
volumen de 50 ul con buffer PCR 1X, MgCl> 1,5mM, dNTPs 0,2 uM de cada uno, primer 27f
0,08 uM, primer 1495r 0,08 uM, Go Taq DNA polimerasa 1,25 U. La amplificacién por PCR fue
realizada en Eppendorf Mastercycler Gradient con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 95° C, 5 min, con desnaturalizacion del ADN a 95° C, 30 s; enfriamiento a 55° C, 30 sy
extension a 72 ° C, 2 min, seguido de 35 ciclos y una extension final a 72° C, 5 min. Los productos
de PCR que codifican para RNA ribosomal 16S (Li y col., 2007),se detectaron por electroforesis
en gel de agarosa 1 % 70 V durante 1 h, con 2 repeticiones para cada especie. Se utiliz6 la muestra
pura y diferentes diluciones para J. curcas, mientras que solamentela muestra pura en J.

macrocarpa. Se llevé a digitalizador de imagen Gel Doc.

3.2.1 Anadlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos terminales de restriccion (T-
RFLP)
En la PCR, se utilizaron primers 27{/1495r especificos del Dominio Bacteria que no

amplifican ADN mitocondrial ni de cloroplasto de la célula vegetal (Bianciotto y col., 2004).
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La digestién con enzimas de restriccion de los productos de amplificacion se realizé con
buffer RE 10X, Acetyladed BSA 10 pg/ul, 1ug DNA, 10 pg/ul enzima de restriccién (Hae III) 4
h.

Para comprobar la eficiencia de la digestion se llevé a cabo el andlisis del producto de
digestion mediante electroforesis en gel Metaphor 3. La separaciéon de los fragmentos para su
andlisis por fluorescencia fue realizada en el servicio de genotificacion de la Unidad de Gendmica
de INTA.

Mediante la herramienta de asignacion filogenética (PAT) se realizé el andlisis de los

productos de digestion obtenidos en el procedimiento de t-RFLP (Kent y col., 2003).

3.2.2 Electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante(DGGE)

Para este anélisis, se llevaron a cabo dos PCR. La primera PCR se realizé con los cebadores
fD1/rD1 y se detecto por electroforesis en gel de agarosa 1% el producto de PCR (1500 pb). La
segunda PCR, con el par F341/R534 se realiz6 con ADN de 27f/1494r PCR, buffer PCR 5X,
MgCl> 7,5 mM, dNTPs 20 uM, primer F 341 Sppm/ul, primer R 534 S5ppm/ul, Go Tag DNA
polimerasa 5 U/ul. Los primers utilizados (27f/1494r)son especificos para bacterias (Ogino y col.,
2001). La amplificacion por PCR fue realizada en Eppendorf Mastercycler Gradient con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 93° C, 5 min, con desnaturalizacién a 94° C, 30
s; enfriamiento a 53° C, 30 s y extension a 72° C, 2 min, seguido de 29 ciclos y una extension final
a 72° C, 10 min. Se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 0.8 % los productos de PCR
(200 pb). El armado del gel DGGE se realizé mediante el sistema de bomba peristéltica con
gradiente desnaturalizante: urea + formamida 40-60 %.Se armo el gel y se lo dej6 polimerizar
hasta el dia siguiente. Se prepar6 el buffer de corrida con 140 ml TAE 1X (kit Biorad), se llevé a
7000 ml con agua bidestilada. Se cargé el buffer en la cuba y se calent6 a 60°C. Se coloc6 el gel
en la cuba.

El producto de la segunda amplificacionfue sembrado en un gel de poliacrilamida con un
gradiente de urea. Se sembraron las muestras en cada calle: 20ulde ADN + 5 ul con buffer de
carga 6X. Se corri6 inicialmente (precorrida) a 100 V durante 20 min y luego a 70 V durante 16 h
(corrida). Se apago la cuba, se dejo enfriar y se retiré el gel y dejo enfriar a temperatura ambiente.

Los productos se detectaron y visualizaron mediante tinciéon con 6 pl de Sybr Green I

(solucién 1:40 en buffer TAE 1X) durante 1 h y se llevé a Gel Doc.
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Se identificaron y cortaron las bandas de interés. La secuenciacién y andlisis de las bandas

permitidla identificacién de los microorganismos, que se realiz6 mediante la comparacién con

secuencias de nucled6tidos conocidos contenidos en la base de datos (Benson y col., 2013).

4 RESULTADOS
4.1 MICROORGANISMOS CULTIVABLES
Pese a ensayar distintos medios y condiciones de cultivo, no fue posible el aislamiento de

microorganismos mediante métodos microbioldgicos.

4.2 MICROORGANISMOS NO CULTIVABLES

Los rendimientos obtenidos en la cuantificacién de ADNoscilaron entre 9,4 y 20 pg ADN
g semilla’. Para J. curcas se obtuvo 10,0449324 ug ADN g PS semilla’!, mientras que para J.
macrocarpa el rendimiento fue superior, de 17,6030405 ug ADN g PS semilla! (Tabla 1).

Tabla 1: Rendimientos de ADN de J. curcas y J. macrocarpa

Especie ng/ul DNA pg DNA/g PS semilla
J. curcas 43,72 10,0449324
J. macrocarpa 76,6 17,6030405

El andlisis por electroforesis en gel de agarosa, mostré que el tamafio del ADN extraido es
de buena calidad segun el tamaiio de las bandas que se presentaron tanto en J. curcas como en J.

macrocarpa, correspondiendo la mas ancha a 1,5 Kb (Fig. 1).

Fig.1: Electroforesis del ADN en J. curcas y J. macrocarpa.Referencias: M, marcador; 1 y 2 ADN de J. curcas; 3y
4 ADN de J. macrocarpa.
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La electroforesis llevada a cabo en gel de agarosa de los productos de PCR 16S del ADN
que codifica para el RNA ribosomal 168S, ttil desde el punto de vista taxondmico y filogenético,
evidenci6 que la calidad del ADN permiti6 una exitosa amplificacion para los cebadores utilizados
en ambas especies. La banda mds gruesa se presentd en 1,5 Kb. En J. curcasel primer nimero
representa la muestra, el segundo las repeticiones (1 y 2) y el tercero la muestra pura 6 las
diluciones correspondientes (fig. 2). En J. macrocarpas6lose utilizaron las muestras puras (Fig.

3).

Fig. 2 :Electroforesisde los productos de PCR en J. curcas. Referencias: 1, 1 puro; 2, 1 1:2; 3,1 1:10; 4, 1 1:20;5, 2
puro; 6,2 1:2;7,2 1:10; 8, 2 1:20; 9, E. coli, control (+); 10, control (-); M, marcador

1203 4 -5 .6 7589 10N

— ) v ) — = - «—— 15Kb

Fig. 3: Electroforesis de los productos de PCR en J. macrocarpa. Referencias: M, marcador; 1,1 puro; 2, 2 puro; 3, E.
coli, control (+); 4, control (-).
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4.2.1 Analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos terminales de restriccion (T-
RFLP)

Posteriormente a la digestion con enzimas de restriccion de los productos de amplificacion,
la electroforesis permitié visualizar las diferentes bandas. Estas indican la presencia de grupos de

enddfitos tanto en J. curcas como en J. macrocarpa(Fig. 4).
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Fig. 4: Electroforesis de los productos de digestion. Referencias: 1, control (-); 2-3: J. curcas. 4-5: J. macrocarpa; M,
marcador.
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Los productos de digestion obtenidos en el procedimiento de t-RFLP fueron analizados por
la herramienta de asignacion filogenética (PAT), que permitié comparar los fragmentos TRFs con
fragmentos de una base de datos que contienen secuencias génicas conocidas de 16S RNAr. En la
tabla 13 se presentan: el tamafio del fragmento generado en silico a partir de la secuencia cargada,
el tamafio observado en el experimento (77 + 1bp), el niimero de acceso de la secuencia y el listado
de microorganismos posibles para el fragmento obtenido, con la homologia presentada de mayor
a menor similitud. El patrén obtenido se corresponde con bacterias no cultivables, bacterias no
cultivables del suelo, Streptomycesxiamenensisy otros microorganismos del género Streptomyces,

en ambas especies (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de TRFs mediante PAT

Tamafiio Tamaiio Numero de . .
Microorganismo

generado | observado acceso

76 77.00 EU881345 bacteria no cultivable

76 77.00 EF688396 bacteria no cultivable del suelo

76 77.00 EF492901 bacteria no cultivable

76 77.00 EU223962 bacteria no cultivable

76 77.00 EU335158 bacteria no cultivable

76 77.00 EU669624 bacteria no cultivable

76 77.00 EU881177 bacteria no cultivable

76 77.00 EU881180 bacteria no cultivable

76 77.00 EU786140 bacteria no cultivable

76 77.00 GQ488014 bacteria no cultivable

76 77.00 FJ444638 bacteria no cultivable

76 77.00 FJ444657 bacteria no cultivable

76 77.00 FJ444756 bacteria no cultivable

76 77.00 FJ444756 bacteria no cultivable

76 77.00 EF688354 bacteria no cultivable del suelo
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76 77.00 EU881104 bacteria no cultivable

76 77.00 EU881271 bacteria no cultivable

76 77.00 FJ444736 bacteria no cultivable

76 77.00 EF012099 Streptomyces xiamenensis (T)
76 77.00 EF012115 Streptomyces sp 1A01564
76 77.00 EF012140 Streptomyces sp. 13-32

76 77.00 EF056496 Streptomyces sp. 1A01646
76 77.00 EF012129 Streptomyces sp. 278

4.2.2 Analisis de electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante(DGGE)

76 77.00 0.012048 EU881345 U881345; uncultured bacteriu

4.2.3 Electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE)

Los productos de la segunda amplificaciéon de PCR fueron sembrados en gel de DGGE,
mediante el sistema de bomba peristdltica. En dicho gel se identificaron tres bandas de interés para
cada especie. Cada banda representa un genotipo diferente. Las bandas 1y 4; 3 y 6se ubican a la
misma altura indicando la presencia de los mismos microorganismos. Las bandas 2 y 5 se
presentan a diferentes niveles mostrando que hay diferentes microorganismos en una especie

respecto a la otra (Fig. 5).

Fig.5: Gel DGGE. Referencias: 1-2-3: Bandas de J. macrocarpa. 4-5-6: Bandas de J. curcas.
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La secuenciacion y posterior andlisis de las bandas obtenidas mediante DGGE se
analizaron en la Unidad de Gendmica de INTA Castelar, donde estan depositadas las secuencias
de nucleétidos conocidos contenidos en la base de datos. En la tabla 14, se presenta para cada
microorganismo, el porcentaje de cobertura, extensién o apareamiento y el porcentaje de

identidadcon la secuencia analizada.
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Labanda 1 y 2 tuvieronun porcentaje de identidad de 84% y 85% y aparearon el 94% y 67
% de su longitud respectivamente. La banda 3 no presentd coincidencias.La banda 4 es 84%
idéntica y apare6 el 100% de su longitud. La banda 5 no presenté coincidencias. La banda 6 tuvo
un 86% de identidad y apare6 solamente un 35%.

Este andlisis indicé la presencia del géneroPseudanabaena en ambas especiesy

Chthonomonas en J. curcas.

Tabla 3. Secuenciacién y andlisis de datos de bandas de DGGE

( Z,:I;g;) Microorganismo % de % de identidad

cobertura
DGGE 1 94
(J. macrocarpa) Pseudanabaena sp. 84

DGGE 2
(J. macrocarpa) Pseudanabaena sp. 67 85
DGGE 3
(J. macrocarpa) - - -
DGGE 4
(J. curcas) Pseudanabaena sp. 100 84
DGGE 5
(J. curcas) - - -
DGGE 6
(J. curcas) Chthonomonas calidirosea 35 86

5 DISCUSION

Los microorganismos enddfitos establecen una asociacion simbidtica por largo tiempo con
las plantas, desarrollando gran transferencia de informacién entre ambos (Ludwig-Miiller, 2015).
Estudios previos indican la presencia de actinomicetes endofitos en 6rganos vegetativos de J.
curcas, tal es el caso de Kibdelosporangium y phitohabitanssp Nov. (Xing y col., 2012) y
Psleudonocardia sichanensis sp. Nov., aislados en raices (Qin y col., 2011), Nocardiodes
panzhihuarensis sp. Nov., en tallos (Qin y col., 2012) y Colletotrichum truncatum EF13en hojas
(Kumar y Kaushik, 2013). Ademads, en hojas de esta especie se hallaron hongos endéfitos en hojas
de 10 dias (D’ Jonsiles y col., 2020). En semillas de J. curcas, Qian y col. (2011) aislaron
Amycolatopsis endophytica sp. Nov., un actinomicete, gram-positivo, aerobico, inmovil, formador
de esporas.En J. curcas los unicos enddfitos asociados encontrados hasta el presente fueron
actinomicetes y no se hallaron endéfitos en érganos vegetativos o reproductivos de J. macrocarpa.

En nuestra investigacion, no se aislaron endoéfitos en semillas de J. curcas 'y J.macrocarpa
mediante métodos microbioldgicos, utilizando diferentes medios y condiciones de cultivo. En este
sentido, Davis y col. (2005) informaron que los métodos microbioldgicos cldsicos limitan el

conocimiento de la diversidad de los microorganismos, ya que sélo un 1% de ellos pueden ser
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aislados por lo tanto no es representativo de la comunidad microbiana y pueden brindar
informacion errénea acerca de la no asociacidon con microorganismos de una especie vegetal. Una
planta completamente libre de microorganismos representa una excepcion exética en la naturaleza,
mas que una regla de relevancia bioldgica (Partida Martinez y Heil, 2011).

Los estudios con técnicas moleculares independientes de cultivo: anélisis de polimorfismos
de longitud de fragmentos terminales de restriccion (t-RFLP) y electroforesis en gel en gradiente
desnaturalizante (DGGE), son estudios complementarios que emplean diferentes cebadores para
amplificar las secuencias de rADN.

Nuestros resultados, segun el andlisis de t-RFLPen J. curcas y J. macrocarpa,se
correspondencon bacterias no cultivables asociadas a plantas, bacterias no cultivables del suelo y
varios representantes del género Streptomyces, entre ellos Streptomycesxiamenensis.

El predominio de Streptomyces dentro de las actinobacterias enddfitas, coincide con
investigaciones previas realizadas en J.curcas (Qin y col., 2015) y en otras especies vegetales
(Zhao y col., 2011; Kim y col, 2012).Streptomyces, pertenece al grupo de los Actinomicetes,
bacterias filamentosas, generalmente Gram-positivas, aerobias, formadoras de esporas; muchas
producen antibidticos naturales como la estreptomicina, tal es el caso de Streptomycesgriseus. 1.os
actinomicetes endofitos producen gran cantidad de metabolitos secundarios con actividad
bioldgica y sustancias antitumorales (Qin y col., 2011) y generan resistencia a estrés bidtico y
abidtico en las plantas huéspedes (Qin y col., 2014). En estudios anteriores realizados en J. curcas,
Streptomyces, mostré actividad promotora del crecimiento vegetal mediante produccién de
auxinas y sider6foros, solubilizacion de fosfatos y fijacion de nitrégeno (Qin y col., 2015).Ademas,
inhiben el crecimiento de un amplio grupo de patégenos vegetales, tanto hongos como bacterias
(Tchinda y col., 2016; Misk y Franco,2011;Kumar y Kaushik, 2013; Golinska y col., 2015). Las
bacterias endofitas asociadas a semillas que poseen caracteristicas benéficas, como estimulacion
de la germinacion y promocion del establecimiento de la plantula, suelen ser seleccionadas por el
vegetal y transferidas via semilla, asegurando de esta manera dichas caracteristicas a futuras
generaciones (Truyens y col., 2015).

Streptomycesxiamenensis debe su nombre a la producciéon de un farmaco util para
tratamiento de la fibrosis: la xiamenimina. Esta especie produce compuestos tales como
terpenoides, sider6foros y ectoinas, estos tltimos son osmolitos protectores que ayudan al vegetal

a sobrevivir ante un estrés osmotico (Hwang y col., 2014).
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En este estudio, con la utilizacién de la técnica de electroforesis en gel en gradiente
desnaturalizantese determiné la presencia de los géneros Pseudanabaena en J. curcas y J.
macrocarpa yChthonomonas en J. curcas.

Pseudanabaena, pertenece al grupo de las cianobacterias, antiguamente llamadas algas
verde-azuladas, son bacterias Gram-negativas y los tnicos procariotas que realizan fotosintesis.
Recientemente, se ha establecido que las cianobacterias poseen enzimas nitrogenasas situadas en
heterocistos que fijan el nitrégeno atmosférico y lo convierten en formas accesibles para la planta,
con gran impacto en el ciclo de este elemento (Tsedeke y col., 2016). El tipo de asociacion
cianobacteria-planta es simbidtica; el procariota fija nitrogeno y lo transfiere en forma de amonio
a las plantas mediante mecanismos moleculares desconocidos y como la actividad fotosintética de
las cianobacterias es baja, la planta le provee carbohidratos (Ekman y col., 2013).

De acuerdo a investigaciones recientes, Chthonomonas calidirosea, es una bacteria Gram-
negativa, aerobica, termofila, movil, no formadora de esporas, que se a isl0 por primera vez en
Nueva Zelandia mediante 16S rtRNA; es el primer representante de lanueva
claseChthonomonadetes y del Phylum Armatimonadetes (Lee y col., 2016). Ese microorganismo
es no cultivable por métodos microbiolégicos y en cuanto a su metabolismo no degrada
polisacéaridos complejos, utiliza carbohidratos menos comunes y derivados como sorbitol y
galactanos y puede establecer una relacién mutualista por su capacidad de remocion de azucares
de cinco carbonos componentes de la hemicelulosa del medio ambiente, facilitando la degradacion
de la celulosa que muchas especies no pueden realizar (Lee y col., 2014).

En esta investigacion, el aislamiento de microorganismos no cultivablesasociados a plantas
y no cultivablesdel suelo mediante la técnica molecular de polimorfismos de longitud de
fragmentos terminales de restriccidon, explicaria la dificultad encontrada en lograr aislar
microorganismos en cultivos.Mediante esta técnica, se lograron identificar algunos de los géneros
potencialmente presentes en ambos tipos de semillas, algunos de los cuales o bien son no
cultivables o quizds se logre su identificacién con técnicas de mayor resolucion como la
secuenciaciéon profunda ymicroscopia electronica de barrido(Ranjard y col., 2000). Laser
biospeckle activity (LBSA) to be used for the detection of endophytic colonization of leaves
Jatropha curcas. Considering that endophytes plays important roles in plant fitness, and traditional
techniques to study them are most often destructive, this noninvasive technique could be used as
a good indicator of endophytic colonization (D’ Jonsiles y col., 2020).

Como J. curcas y J. macrocarpa, crecen en suelos marginales pobres en nutrientes, sus

requerimientos nutricionales resultan mayores que en otros cultivos. Los hallazgos de esta

International Seven Multidisciplinary Journal, Sao José dos Pinhais, v.3, n.1, Jan./Fev., 2024




INTERNATIONAL SEVEN JOURNAL
OF MULTIDISCIPLINARY
ISSN: 2764-9547

investigacion, indican la importancia de la presencia de microorganismos nativos presente en sus
semillas, en especial, las actinobacterias endéfitas promotoras del crecimiento vegetal que
cumplen un importante rol en la planta hospedante. Ademads, debemos considerar el aporte de las
ciandfitas simbidticas que contribuyen en la fijacion del nitrégeno. En J. curcas,la asociacion con
Chthonomonas calidirosea suma otras vias en el metabolismo de carbohidratos. Este
microorganismo hasta la actualidad s6lo se lo habia encontrado en ambientes de elevadas
temperaturas como volcanes. Investigaciones previas sefialan que la inoculacién de endéfitos en
hojas de J. curcas, incrementa caracteristicas agrondmicas deseables en plantas (D’ Jonsiles y col.,

2019).

6 CONCLUSIONES

El andlisis de electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante indica la presencia de los
géneros Pseudanabaena en J. curcas 'y J. macrocarpa '’y Chthonomonas en J. curcas. El patron de
polimorfismos de longitud de fragmentos terminales de restriccion se corresponde con

microorganismos no cultivables o del género Streptomyces, en ambas especies.
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