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Resumen

El objetivo de este estudio fue obtener bacterias enddfitas a partir del tomatillo
(Lycopersicum pimpinelifolium) que sean promotoras de crecimiento vegetal
para lo cual se realizé el asilamiento bacteriano en el canton Bolivar-Calceta-
Manabi en las zonas de arrastradero y platanales, en donde se recolectaron
cinco plantas en cada sitio de muestreo para luego realizar el protocolo de
desinfeccidn de las plantas y de los explantes cortados por raices y tallos. Para
comprobar el protocolo de desinfeccion se sembraron los explantes sobre agar
nutritivo dejandolos en incubacion durante 24 horas a 37°C. Los tallos y raices
se trituraron en un mortero de porcelana con solucién Cloruro de sodio (NaCl al
0,85%) para la liberacion de microorganismos enddfitos, seguidamente se le
adiciond caldo nutritivo y se incubaron a 37°C durante dos horas para permitir
el crecimiento de los microorganismos enddfitos. Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas hasta 10® en agua peptona estéril y se sembré 100 pL en
agar nutritivo. La siembra realizada en placas se incubé durante 24 horas a
37°C. Las unidades formadoras de colonia (UFC) se seleccionaron por la
forma, el borde, el color y la elevacion. También se realizé la prueba de
catalasa y la tincion de Gram para la caracterizacion de los aislados
bacterianos. Como resultados se obtuvieron bacterias endoéfitas en estado puro
con un total de 17 Cocos, cuatro Cocobacilos, dos Cocos pequerios y dos
Bacilos. Concluyendo que el protocolo de desinfeccion aplicada a las plantas y
a los explantes ha permitido obtener bacterias enddfitas puras.
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INTRODUCCION

Para incrementar la produccion de alimentos se ha recurrido a la denominada
“Agricultura intensiva”, este modelo de agricultura se caracteriza por un alto
consumo de los insumos, laboreo excesivo del suelo, baja o nula incorporacién
de materia organica, monocultivos, y la falta de biodiversidad en el suelo lo cual
provoca bajos rendimientos en los cultivos (INTAGRI, 2013). Una practica muy
comun dentro de la agricultura intensiva es el uso de fertilizantes de sintesis
quimica, para asegurar el desarrollo de las plantas cultivadas, estos aportan
sustancias quimicas que actuan como reguladores del crecimiento (mediante
un mecanismo hormonal) y como nutrientes. Sin embargo, el alto suministro de
estos insumos a los cultivos provoca la degradacion del suelo, lo cual se ha
convertido en un riesgo por su repercusion en la baja produccién de los cultivos
(Malfanova, 2013).

En Latinoamérica la pérdida de biodiversidad se la atribuye a la transformacion
y la sobreexplotacidon de habitats y ecosistemas naturales, la deforestacion, los
incendios forestales, la actividad agricola, el cambio climatico, Ila
contaminacién, la introduccidon de especies invasivas, la urbanizacion, la
mineria, la destruccion de humedales y zonas de paramo, la erosion, los
desastres naturales, el desconocimiento del potencial estratégico de la
biodiversidad, la débil capacidad institucional para reducir el impacto de las
actividades que generan pérdida de biodiversidad, y la expansién de la frontera

agropecuaria (Andrade, 2011).

Por otra parte, Ecuador ha sido victima de la biopirateria por parte de
cientificos, empresas y paises que hace décadas han sustraido informacién
genética de la flora y fauna del pais, con lo cual han creado productos que se
aprovechan en el mundo, no asi las ganancias y menos el conocimiento (El
Telégrafo, 2016). Entre las aplicaciones biotecnolégicas desarrolladas a partir
de organismos autoctonos estan los biofertilizantes a base de bacterias
promotoras de crecimiento PGPR, que, aplicados al suelo o planta, son una

alternativa ecoldgica para la produccién de cultivos agricolas, reduciendo la



aplicaciéon de fertilizantes sintéticos y de agroquimicos que deterioran el

ambiente (Espinosa, 2016).

Segun Tester y Langridge, (2010) para esto se debe incrementar y mejorar la
calidad de los alimentos producidos, pero sin afectar el medio ambiente y con
un ingreso reducido de hormonas quimicas y fertilizante a los sistemas de
produccion. Esta intencion ha generado un creciente interés por el uso de
microorganismos como alternativas sostenibles y econdmicas frente a los
agroquimicos (Malfanova, 2013). Por lo tanto, la seleccién de microorganismos
enddfitos como promotores de crecimiento juegan un papel importante en la
planta, ya que al asociarse con ellas les permiten: por una parte, aumentar su
crecimiento y desarrollo y, por otra, las protegen contra otros organismos del

suelo que causan enfermedades (Del puerto et al., 2014).

Actualmente la eliminacion de habitats naturales es la principal causa de la
pérdida de biodiversidad y de sus multiples beneficios que podrian aportar para
la salud publica. En este sentido, la Constitucion del Ecuador del 2008 declara
de interés publico la preservaciéon del ambiente, la conservacion de los
ecosistemas, la biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la
prevencion del dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales
degradados. Asi mismo, el protocolo de Nagoya reconoce la importancia de los
recursos genéticos para la seguridad alimentaria, la salud publica, la
conservacion de la diversidad bioldgica, la mitigacion del cambio climatico y la
adaptacién a este (Ministerio del Ambiente de Ecuador e Instituto Ecuatoriano
de la Propiedad Intelectual, 2018).

El objetivo principal es la Obtencion de bacterias enddfitas a partir del tomatillo
(Lycopersicum pinpinelifoluim L.) que sean promotoras de crecimiento vegetal
en donde se han identificado géneros de bacterias que se vienen aplicando en
sistemas de produccién organicos con resultados satisfactorio, esto se entiende
a Sanchez et al. (2012) que ha validado que las BPCV representa una
alternativa limpia y segura para asegurar la producciéon en la agricultura
sostenible teniendo en cuenta que disminuiria el impacto sobre el medio

ambiente al reducir el uso excesivo de fertilizantes de sintesis quimica.



MATERIALES Y METODOS

e UBICACION

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en el laboratorio de Biologia
Molecular de la carrera de Medicina Veterinaria de la ESPAM MFL (Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lépez”), ubicada
en el sitio El Limon, del cantén Bolivar, de la provincia de Manabi, situada a
una altitud de 15 msnm y geograficamente entre las coordenadas 00°49°23”
Latitud Sur, 80°11°01” Longitud Oeste’.

¢ OBTENCION DE BACTERIAS ENDOFITAS

o AISLAMIENTO BACTERIANO

Se recolectaron 5 plantas de diferentes lugares en el cantdn Bolivar. Los tallos
y raices se lavaron con agua destilada previamente esterilizada. La
desinfeccidn se realizé superficialmente, para esto se colocaron los tallos y las
raices en alcohol al 70% durante 5 minutos, luego se colocaron en hipoclorito
de sodio (2,5%) durante 8 minutos, seguidamente en etanol durante 5 minutos
y posteriormente se realizaron tres enjuagues en agua destilada estéril, de

acuerdo a lo recomendado por Araujo et al. (2002).

Para comprobar el protocolo de desinfeccion se sembraron raices y tallos sobre
agar nutritivo dejando en incubacion durante 24 horas a 37°C. Los tallos y
raices se trituraron en un mortero de porcelana adicionando cloruro de sodio
(NaCl al 0,85%). Posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm durante 5
minutos, seguidamente se incubaron a 37°C durante 2 horas para permitir la
liberacion de microorganismos endofitos (Técnica recomendada por Araujo et
al., 2002).

! Datos tomados en la estacion meteoroldgica del INANMI, situada en la ESPAM MFL correspondiente al periodo; Enero 2011
febrero 2019.



A partir de la soluciéon madre se realizaron diluciones seriadas hasta 10° en
agua peptona estéril y se sembrd 100 uL en agar nutritivo. La siembra realizada
en placas se incubd durante 24 horas a 37°C. Las unidades formadoras de
colonia (UFC) se seleccionaron por la forma, el borde, el color y la elevacién
(Araujo et al., 2002).

¢ CARACTERIZACION DE BACTERIAS

o TINCION DE GRAM

Se colocé una gota de agua destilada en un porta objetos, luego con el asa de
platino se tomé parte de una colonia y se la mezclé con el agua.
Posteriormente se realizé la fijacidn por calor. A partir de la fijacion realizada se
adiciond cristal violeta, dejandola reaccionar por un minuto, se eliminé el
exceso con agua destilada levemente para anadirle Lugol durante un minuto,
posteriormente se adiciond alcohol-acetona durante 30 segundos, se lavd con
agua y se anadio safranina durante un minuto para luego eliminar el exceso
con agua destilada, secando finalmente la muestra al aire. Se observaron al
microscopio caracteristicas tales como el tipo de tincion y morfologia (Mora y
Garcia, 2007).

o PRUEBA DE CATALASA

Para esta prueba se tomdé un portaobjeto y se depositdé un inéculo de las
bacterias a examinar; posteriormente sobre éstas se colocd una gota de agua
oxigenada. Tomandose como reaccion positiva cuando presentaron liberaciéon
de burbujas. Marquez, (2007) menciona que generalmente esta prueba es

positiva para el género Bacilos.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el aislamiento bacteriano correspondiente al cantén Bolivar parroquia
Calceta se obtuvieron bacterias endéfitas de tallos y raices con un total de 17

Cocos, cuatro Cocobacilos, dos Cocos pequerios y dos Bacilos (Bacillus sp.)

(cuadro 1).
Cuadro 1. Caracterizacion de bacterias enddfitas en el cantén Bolivar.
Cédigos _ Form’a _ Tincion de | Prueba de Estado
microscopica Gram catalasa

P2 CA (R-8) Coco Positivo Positivo Puro
*P2 CA (1 R-8) Coco Positivo Positivo Puro
P2 CA (2 R-8) Coco Positivo Positivo Puro
P2 CA (R-7) Coco Positivo Positivo Puro
P2 CA (1 R-7) Coco Positivo Positivo Puro
P2 CA (2 R-7) Coco Positivo Positivo Puro
P2 CA (1 R-5) Coco Positivo Positivo Puro
P2 CA (2 R-5) Coco Positivo Negativo Puro
P3 CA (T-7) Coco Positivo Positivo Puro
P3 CA (1 T-7) Coco Positivo Positivo Puro
P3 CA (2 T-7) Cocobacilos Positivo Positivo Puro
P3 CA (5 T-7) Cocobacilos Positivo Positivo Puro
P3 CA (1 T-8) Coco pequefio Positivo Positivo Puro
P3 CA (T-8) Coco Negativo Positivo Puro
P3 CA (2 T-8) Bacilos mediana Positivo Positivo Puro
P3 CA (3 T-8) Bacilos mediana Positivo Positivo Puro
P3 CA (1 T-8) Coco pequefio Positivo Positivo Puro
P3 CA (T-8) Coco Negativo Positivo Puro
P4 CA (1 R-5) Cocobacilos Positivo Positivo Puro
P4 CA (R-5) Cocobacilos Positivo Positivo Puro
P4 CA (2 R-5) Coco Positivo Positivo Puro
P4 CA (4 R-5) Coco Positivo Positivo Puro
P4 CA (3 R-5) Coco Positivo Positivo Puro
P5 CA (1 T-5) Coco Positivo Positivo Puro
P5 CA (T-5) Coco Positivo Positivo Puro

Descripcién de los cédigos

e P=Planta

e CA= Calceta

e R=Raiz
e T=Tallo




De acuerdo a este estudio la abundancia de bacterias enddfitas fue diferente
en cada uno de los sitios de muestreo en las plantas de tomatillo, lo cual puede
deberse a que en cada sitio de muestreo las variables ambientales y fisico-
quimicas del suelo fueron diferentes, teniendo una fuerte influencia en la
cantidad y composicion de bacterias enddfitas de las plantas (Andrew et al.,
2012 citado por Pérez, 2017).

Lamb et al. (1996) citado por Pérez et al. (2010) sefalan que las mayores
densidades poblacionales de bacterias endodfitas nativas o introducidas, son
normalmente observadas en la raiz y en la parte inferior del tallo,

presentandose decrecimiento del tallo hasta la hoja.

En cuanto a las pruebas realizadas para la caracterizacion como la Tincion de
Gram y la prueba de catalasa, se encontr6 que la mayoria de las bacterias
enddfitas fueron positivas, observandose distintas formas y tamanos (Cocos,
Cocos pequerios, Cocobacilos, Bacilos medianos), similar a lo reportado por
Pérez et al., (2010) quienes obtuvieron el 81,08 % de bacilos cortos, el 16,22 %
bacilos largos y el 2,70 % cocobacilos. En la respuesta a la catalasa y tincién
diferencial de Gram el 70,27 % fueron positivos mientras que el resto (29,73 %)

Gram negativos.



CONCLUSION

El protocolo de desinfeccion aplicada a las plantas y explantes ha permitido
obtener bacterias enddfitas de diferentes géneros (Cocos, Cocobacilos vy
Bacilos) y en lo referente a la caracterizacion mediante la tincién de Gram y la

prueba de catalasa el 70,27 % de los aislados bacterianos fueron positivos.
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