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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Actualmente, los sistemas agricolas requieren estrategias de
manejo basadas en la sustentabilidad del cultivo. Las bacterias promotoras de crecimiento
vegetal son una opcién ecoldgica para disminuir la aplicacion de productos quimicos en la
agricultura y favorecer practicas agricolas sostenibles. El objetivo de esta investigacion fue
aislar e identificar bacterias endofitas en plantas de fresa cultivadas (Fragaria x ananassa)
en condiciones organicas y evaluar in vitro su capacidad para producir metabolitos
relacionados con promocioén de crecimiento vegetal.

Materiales y Métodos. Se colectaron 25 plantas de fresa, con aspecto sano, de la variedad
Chanler en el ciclo otofio-invierno 2023-2024. A partir de muestras compuestas de tejido
de raiz, tallo y hoja, se aislo el ADN gendémico y amplifico el gen 16S ADNTr.

Resultados. El analisis de secuencias genémicas permitio identificar géneros bacterianos
asociados al phylum Firmicutes predominando el género Bacillus con las especies B.
cereus; B. subtilis, B. thuringiensis, B. xiamenensis, y B. zanthoxyli. En menor proporcion
se detectd a Shimwellia blattae y Burkholderia tropica. De estos aislados, B. cereus, B.
subtilis, y B. thuringiensis, en ese orden, mostraron capacidad de producir sider6foros,
quitinasa y solubilizar fosforo in vitro.

Conclusion. B. cereus, B. subtilis, y B. thuringiensis exhibieron in vitro caracteristicas
metabdlicas relacionadas con promocion de crecimiento vegetal. Estos resultados muestran
que existe una diversidad de bacterias endodfitas en fresa comercial. Se aporta informacion
para el entendimiento de la interaccion bacteria endofita-planta en el entorno especifico del
cultivo de fresa en el norte del estado de Sinaloa.
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INTRODUCCION

A nivel internacional, el cultivo de fresa (Fragaria x ananassa) ocupa un lugar
importante por su excelente rentabilidad y caracteristicas nutricionales (Thakur et al., 2015;
Yadav et al., 2017). Sin embargo, su produccion presenta limitantes ya que es susceptible
a gran numero de fitopatdgenos. Esto promueve el uso extensivo de pesticidas, provocando
dafios a salud humana y medio ambiente (Moura et al., 2021).

Por lo anterior, actualmente los sistemas agricolas requieren estrategias sostenibles de
manejo sanitario y productivo (Kumar et al, 2016). Una estrategia agroecologica para
disminuir la aplicacion de productos quimicos en la agricultura y favorecer practicas
agricolas sostenibles es el uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB, por
sus siglas en inglés) e inductoras de resistencia a patégenos (Bhattacharyya et al., 2016;
Trabelsi y Mhamdi, 2013). La interaccion planta - PGPB - ambiente, favorece de manera
directa la absorcion de nutrientes promueve el vigor de planta y reduce la predisposicion a
fitopatdgenos.

Diversos estudios han demostrado los beneficios de PGPB en diferentes especies
frutales como cerezas, citricos, arandanos manzanas frambuesas y moras (Ortiz-Galeana et
al., 2018). Esitken et al. (2010), estudiaron el efecto de tres cepas de bacterias (PGPB),
Pseudomonas BA-8, Bacillus OSU-142 y Bacillus M-3; de manera individual y en
consorcios, en cultivo de frambuesa. Se detecté un buen rendimiento y desarrollo de fruto,
aumento de macronutrientes, principalmente P y Zn en tejido foliar. Asimismo, De Melo
et al. (2012), caracterizaron comunidades bacterianas endoéfitas en frutos de fresa (Fragaria
x ananassa). Se identifico a Curtobacterium citreum, Enterobacter sp., Pseudomonas sp.,
Bacillus subtilis, Bacillus sp., Enterobacter ludwigii, Lactobacillus plantarum, y Pantoea
punctata, con capacidad de producir sider6foros y equivalentes de IAA (acido 3 indol-
acético); sin embargo, la capacidad de fijar nitrogeno solo la presentaron especies de los
géneros Pseudomonas y Enterobacter. Moura y colaboradores (2021), identificaron cinco
cepas del género Bacillus sp. y una de Pantoea, endofitas en plantas de fresa, productoras
de compuestos antifungicos contra Botrytis cinerea, causante de la enfermedad pudricion
gris. Recientemente se estudié la composicion taxondmica y funcional del microbioma de
tres genotipos comerciales de fresa en condiciones de campo (Sangiorgio et al., 2022). Se
comprobo la capacidad promotora del crecimiento vegetal de las bacterias nativas, in silico
e in vitro. Las bacterias identificadas correspondieron a las clases Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y Bacteroidia. La
tendencia actual por comprender los mecanismos funcionales de bacterias PGPB en
cultivos comerciales tiene como premisa que estas bacterias pueden contribuir a disminuir
el uso de fertilizantes e ingredientes activos quimicos (p.e. fungicidas). Esta vision se
adhiere a objetivos globales de promover practicas agroecoldgicas sostenibles (Sangiorgio
etal., 2022).

En México, el cultivo de fresa se produce principalmente en Michoacan, Guanajuato y
Baja California (SADER, 2023). Recientemente, con el fin de mitigar los fuertes impactos
de plagas y fitopatogenos en estas entidades, el estado de Sinaloa ha incrementado
significativamente la produccion, principalmente en el municipio de Ahome, a pesar de su
limitante climatologica para el cultivo (i.e., clima extremoso) (SADER, 2023). No obstante,
la experiencia adquirida por productores locales ha logrado que la produccion de fresa sea
reconocida en el mercado local y nacional por su alta calidad; convirtiéndose ademas en
una alternativa generadora de empleos, principalmente para el sector femenino.
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Actualmente no se conocen estudios relacionados con PGPB en el cultivo de fresas
organicas en la region. En consecuencia, el objetivo de esta investigacion fue aislar e
identificar bacterias endofitas en plantas de fresa cultivadas (Fragaria x ananassa) en
condiciones organicas y evaluar in vitrola capacidad de las bacterias de producir
metabolitos relacionados con promocion de crecimiento vegetal. Lo anterior aportaria un
recurso biotecnologico de bacterias PGPB como potencial alternativa sostenible en Sinaloa,
México.

El material experimental consistid en plantas de fresa variedad Chanler, establecidas
como cultivo organico, al final del ciclo de produccion otofio-invierno 2023-2024 en
terrenos del ejido Nueve de Diciembre, localizado en el municipio de Ahome, Sinaloa;
Meéxico (25°49'50"N 109°46'00"0; HR promedio mensual 70 %; meses mas calidos 36.1
°Cy41.1 °C). El muestreo se realizé en zig zag al azar, utilizando material estéril (guantes,
tijeras pinzas). Se colectaron 25 plantas asintomaticas, las cuales se trasladaron al
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Autonoma de Occidente, unidad regional
Guasave, Sinaloa; para su procesamiento. Se integraron muestras compuestas de tejido
foliar, raiz, tallo y fruto. Se realizé lavado y desinfestacion con etanol al 70 % y solucion
de hipoclorito de sodio al 1 % durante 10 min y Tween-80 al 10 % (v/v), finalizando con
lavados de agua destilada estéril. El aislamiento de bacterias se realizé por la técnica de
contacto directo, realizando cortes transversales y longitudinales al tejido en condiciones
asépticas, estableciendo el corte de cara al medio de cultivo Agar nutritivo/caja Petri. Se
Las siembras se incubaron a 27 °C durante ocho dias (Yang et al., 2011). El bioensayo se
realizo por triplicado para cada tipo de tejido. Para confirmar la eficiencia del proceso de
esterilizacion del tejido analizado se tomaron alicuotas de agua destilada estéril utilizadas
en el enjuague final del tejido, las cuales se sembraron en cajas Petri con Agar nutritivo e
incubadas bajo las mismas condiciones previamente descritas. Se confirmo la ausencia de
crecimiento microbiano. La morfologia bacteriana colonial se analizé en estereoscopio
digital marca Leica. A partir de colonias madre se realiz6 purificacion a las 48 h, hasta
obtener colonias con caracteristicas morfologicas similares. Posterior a cuatro rondas de
purificacidon, se obtuvieron 25 aislados en total, de los cuales 10 aislados fueron
incultivables. La densidad poblacional se calculd por conteo directo en placa (UFC g),
seleccionando aquellas cepas que se distinguian por prevalencia, tamafio, forma y color.

Para la caracterizacion molecular se aislo el ADN gendmico de las cepas bacterianas,
amplificando el gen 16S ADNr con los oligonucleotidos especificos F2C (5°-
AGAGTTTGATCATGGCTC-3")y C (5’-ACGGGCGGTGTGTAC-3") (Shi et al., 1997).
Los productos de PCR se purificaron y secuenciaron en el Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO) en CINVESTAV-IPN; las secuencias
obtenidas fueron sometidas a busquedas GenBank del Centro Nacional de Biotecnologia
de los Estados Unidos (NCBI) con el programa BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Las inferencias filogenéticas se obtuvieron con el

método Neighbor Joining basado en el modelo kimura-2-parametros con prueba bootstrap
1.000 réplicas con el programa MEGA X.

Se realizaron evaluaciones in vitro por triplicado para la identificaciéon de potenciales
bacterias PGPB, utilizando como control positivo la cepa Bacillus cereus (B25) (Figueroa-
Lopez et al., 2016). La produccion de sideroforos se evalué en medio Agar de Cromo
Azurol S (CAS) (Schwyn y Neilands, 1987); considerando positiva aquellas colonias con
la formaciéon de un halo amarillo/naranja alrededor de la colonia; la evaluacion de
quitinasas se realizé de acuerdo con Shanmugaiah et al. (2008); se consider6 positiva la
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formacion de una zona clara alrededor de la colonia bacteriana; pasado cinco dias de
crecimiento; en placas de agar-Pikosvkaya, se evaluo la capacidad de solubilizacion de
fosfato (Pikosvkaya, 1948); considerandose colonias positivas aquellas con zona clara
alrededor de la colonia.

Resultados de esta investigacion se basaron en 15 cepas endofitas aisladas de tejido

foliar, raiz, tallo y fruto de plantas de fresa. Estas cepas, presentaron diferente morfologia
en cuanto a borde, forma, color y superficie (Figura 1). La densidad poblacional de
bacterias mostrd variaciones significativas entre los tejidos, con valores elevados en raiz
(3.0 x 10" g™ raiz), seguido de tallo (1.0 x 10'° g tallo), fruto (1.0 x 10'° ¢! fruto) y foliar
(1.3 x 10° ¢! hoja).

Figura 1. Morfologia colonial in vitro de bacterias endoéfitas aisladas de raiz, tallo, hojas y fruto de plantas de fresa (Fragaria x
ananassa) cv Chanler, visualizadas en estereoscopio digital a 48 h de crecimiento en Agar nutritivo. Notar diferente
morfologia: bordes lisos, traslucidos, forma circular, superficie brillosa, coloracion.

Estos resultados confirman la presencia de endofitos en diferentes tejidos de la planta,
coincidiendo con lo reportado por Porras-Alfaro y Bayman, (2011) y Sahoo et al. (2017),
los cuales atribuyen la mayor densidad de bacterias en raiz debido a que esta en contacto
directo con el suelo, lo que favorece la colonizacion. Los aislados fueron identificados por
tejido origen (R: raiz, T: tallo; H: hoja y F: fruto), con numeracion consecutiva. El analisis
de las secuencias permitio identificar géneros bacterianos con un 98 % de similitud con
secuencias de referencia en la base de datos. La mayoria se asociaron al phylum Firmicutes
predominando aislados del género Bacillus (Figura 2). Aislados obtenidos de raiz, tallo,
hoja y fruto fueron identificados como B. cereus R5 (PV583387), T6 (PV583388), T7
(PV583389), H8 (PV583390), T9 (PV583391) y F10 (PV583392); tres aislados de raiz se
identificaron como B. subtilis R1 (PV583383), R2 (PV583384), R3 (PV583385); y uno
como B. xiamenensis R4 (PV583386); Bacillus thuringiensis T11 (PV583393), R14
(PV583396); B. zanthoxyli R12 (PV583394); Shimwellia blattae H13 (PV583395), y
Burkholderia tropica F15 (PV583397). Los bioensayos de actividad promotora de
crecimiento vegetal in vitro mostraron que B. cereus, B. subtilis, y B. thuringiensis,
presentaron capacidad de producir sider6foros, solubilizar fosforo y actividad de quitinasa
(Cuadro 1).

Longoria-Espinoza ef al., 2025. Vol. 43(3): 86 4
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T11

MT292101 1 Bacillus thuringiensis
LM890196.1 Bacillus thuringiensis
LM890193 1 Bacillus thuringiensis
Ha

T7

TG

RS

T9

F10

OK083719.1 Bacillus cereus
MVW530458.1 Bacillus cereus
MVW530459 1 Bacillus cereus
R14

KP209387 .1 Bacillus thuringiensis
OQ568517.1 Bacillus anthracis
ORG16760.1 Bacillus cereus

R12

OMS33639.1 Bacillus zanthoxyli
GU257962 1 Bacillus sp.
MT225770.1 Bacillus zanthoxyli
R4

MMNES82996.1 Bacillus xiamenensis
R1

Rz

R3

OK336471.1 Bacillus subtilis
MZ315033.1 Bacillus subtilis
MT799957 1 Bacillus subtilis

H13

MR 1142861 Shimwellia blattae
MR 118256.1 Shimwellia blattaes
MR 1166021 Shimwellia blattae
JK174212. 1 Burkholderia sp.
HM775381.1 Burkholderia sp.
F15

MG333614.1 Burkholderia sp.

Figura 2. Dendograma obtenido con al algoritmo Neighbor-Joining a partir de secuencias del gen que codifica la
subunidad 16S del ADNTr obtenidas de bacterias endofitas aisladas de plantas de fresa (Fragaria X ananassa),
variedad Chanler, de cultivos comerciales organicos. Municipio de Ahome, Sinaloa, México. Los aislados
obtenidos en esta investigacion se identifican con siglas y numeral: R-n: raiz, T-n: tallo; H-n: hoja y F-n: fruto.

Los resultados obtenidos contrastan con estudios realizados en arandano donde se

reporta a Pantoea, Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus como los géneros mas

abundantes. Analogo a este trabajo, se demostré que algunas cepas de Bacillus tuvieron

mayor produccion de fitohormonas y sideréforos que su control positivo, la rizobacteria

Pseudomonas fluorescens UM270 (Ortiz-Galeana et al., 2018).

Cuadro 1. Actividad cualitativa de produccion de sideroforos, quitinasas y fosfatos de in vitro de seis especies

de bacterias endofitas aisladas de plantas de fresa variedad Chanler establecidas bajo produccion

organica. Municipio de Ahome, Sinaloa, México.

Aislado Sideréforos Quitinasas Fosfatos
Bacillus subtilis (R1, R2, R3) +++ ++ ++
B. xiamenensis (R4) - - -
B. cereus (R5, T6,T7, H8, T9, F10) +++ ++ ++
B. thuringiensis (T11, R14) ++ + ++
B. zanthoxyli (R12) ++ - +
Shimwellia blattae (H13) - - -
Burkholderia tropica (F15) + -
*B. cereus (25) + +

Control positivo (*); Ausencia actividad (-); + < 3mm; ++ > 3 < 4 mm; +++ > 4 mm. La letra R significa raiz,

T tallo, H hoja, F fruto. El numeral corresponde al aislado.
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El género Bacillus presenta una gran adaptacion a diferentes condiciones ambientales
por su amplia diversidad genética, por lo que se utiliza como referente en la comprension
de procesos metabolicos. Los resultados muestran que las cepas (R1, R2, R3) de B. subtilis
tuvieron alta capacidad de solubilizacion de fosfatos, produccion de siderdforos y quitinasa
(Cuadro 1), coincidiendo con otros estudios donde se considera endofito de gran interés,
ya que la colonizacion de raices favorece el desarrollo de mecanismos de biocontrol
importantes en enfermedades bioticas y abidticas (Corrales-Ramirez et al., 2017; Gond et
al., 2015). Sin embargo, en este trabajo, B. cereus fue aislada de los diversos organos
analizados (raiz, tallo, hoja y fruto), lo cual sugiere mayor adaptabilidad, mostrando
caracteristicas metabodlicas analogas a B. subtilis (Cuadrol). Esto coincide con reportes en
arroz donde fue aislada como endéfito, mostrando alta capacidad de promover crecimiento
vegetal, asi como la movilizacion de fosfato lo que permite captarlo de manera insoluble y
liberarlo, estimulando la fertilidad de los suelos (Chamorro-Anaya et al., 2020). No
obstante, algunas cepas de B. subtilis y B. cereus se han asociado con riesgos a la salud
humana, y el primero se ha relacionado con la pudricion blanda en ajo (A//ium sp.) por lo
que es un factor que debe considerarse en futuros desarrollos biotecnologicos
(https://microbenotes.com/bacillus-subtilis/).

La cepa B. zanthoxyli aislada de raiz, present6 capacidad de solubilizacion de fosfato y
produccién de sideroforos, coincidiendo con trabajos realizados en cultivos de tomate y
pimiento, donde confiere resistencia a la infeccion causada por Ralstonia solanacearum y
Phytophthora capsici, ademas de favorecer el desarrollo en plantas de pepino, tomate y
repollo, al incrementar brotes y crecimiento de raices (Usmonov et al., 2021). Burkholderia
tropica en este trabajo se aislo unicamente de fruto con capacidad de produccion baja de
sideroforos y quitinasas. Bolivar-Anillo et al. (2016), que mencionan que B. tropica
producir compuestos volatiles y sider6foros permitiendo efectos supresivos de
fitopatdgenos, ademas de promover el desarrollo en plantas de tomate, cafia de azicar y
maiz por su capacidad de fijar nitrogeno y solubilizar fosfatos.

Se concluye que la fresa (F. x ananassa) variedad Chanler, cultivada en condiciones
comerciales orgénicas, poseen una comunidad de bacterias endofiticas constituida de tres
géneros. Las especies mas prevalente fue B. subtilis. Sin embargo, B. cereus, seguido de B.
thuringiensis, tuvieron una mayor distribucion en los 6rganos de la planta, lo cual sugiera
una mayor adaptacion evolutiva endofita. Estas especies también sobresalieron por sus
propiedades promotoras de crecimiento en las tres propiedades metabolicas analizadas.
Se aporta a la comprension sobre la interaccion bacteria endofita-planta en el entorno
especifico del cultivo de fresa en Sinaloa, lo que puede coadyuvar para mejorar estrategias
de manejo fitosanitario y productivo sostenibles.

Limitaciones: El tamafio de muestra (i.e. numero de plantas y variedades, produccion
convencional) pudo influenciar el nimero de géneros y especies encontradas en este
trabajo.
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