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CONTROL BIOLOGICO DE Agrobacterium tumefaciens MEDIADO POR BACTERIAS
NATIVAS EN LA AGALLA DE LA CORONA

Elizabeth Sanchez Jiménez, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Se consigna que la agalla de la corona causada por A. tumefaciens es un nicho ecoldgico altamente
especifico; sin embargo, nuestra hipotesis sugiere que dentro de este tejido se albergan bacterias
nativas con potencial antagonismo contra A. tumefaciens. El objetivo de este estudio fue explorar
la densidad de poblaciones bacterianas nativas en la agalla de la corona de frambuesa y comprobar
su potencial antagonismo. Se aislaron poblaciones bacterianas dentro de seis muestras de agallas
de frambuesa var. elvira. Se identifico a A. tumefaciens mediante caracterizacion bioquimica,
patogenicidad y por la secuenciacion del gen virD2. Las densidades de poblaciones bacterianas
totales se calcularon por el conteo directo de placas en medios agar nutritivo, R2A y Pseudomonas-
agar, se evalué el antagonismo de las bacterias nativas en la agalla de la corona in vitro contra A.
tumefaciens mediante el indice de eficiencia antagdnica; las bacterias con potencial antagénico
fueron empleadas para el modelo in vivo. Se emplearon plantas de jitomate var. rdmses, tratadas
por inmersion de raices en suspension de bacterias antagonicas 1 x 10’ UFC, mediante dos tipos
de inoculacion del patégeno, por herida y por sustrato, cuatro tratamientos con cinco repeticiones
en un disefio completamente al azar manteniendo el experimento bajo condiciones de invernadero.
La densidad poblacional dentro de la agalla de corona es poco diversa, identificando por
amplificacion del gen 16S rARN Pseudomonas spp (61.5 %), Bacillus spp (15.3 %), Alcaligenes
faecalis (15.3 %) y Delftia sp (7.69 %). La bacteria con mayor indice de eficiencia antagoénica in
vitro contra A. tumefaciens fue Alcaligenes faecalis, seguido de Delftia sp, (»p < 0.05). La
inoculacion in vivo de las antagonistas no suprimié la infeccion; sin embargo, reducen
significativamente (p <0.05) la severidad de tumores en el tallo de las plantas, siendo Alcaligenes

faecalis la bacteria mas eficiente contra A. tumefaciens.

Palabras clave: Agrobacterium tumefaciens, agalla de la corona, bacterias nativas, antagonismo,

biocontrol.



BIOLOGICAL CONTROL OF AGROBACTERIUM TUMEFACIENS MEDIATED BY
NATIVE BACTERIA IN THE CROWN GALL

Elizabeth Sanchez Jiménez M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Crown gall caused by A. tumefaciens is reported to be a highly specific ecological niche; however,
our hypothesis suggests that native bacteria with potential antagonism against A. tumefaciens are
harbored within this tissue. The objective of this study was to explore the density of native bacterial
populations in the raspberry crown gall and to verify their potential antagonism. Bacterial
populations were isolated within six gall samples of raspberry var. elvira. A. tumefaciens was
identified by biochemical characterization, pathogenicity, and by sequencing of the virD2 gene.
The densities of total bacterial populations were calculated by direct plate count in nutrient agar,
R2A and Pseudomonas-agar media, the antagonism of native bacteria in the crown gall in vitro
against A. tumefaciens was evaluated by means of the efficiency index antagonistic; bacteria with
antagonistic potential were used for the in vivo model. Tomato plants var. ramses, treated by
immersion of roots in suspension of antagonistic bacteria 1 x 10’ CFU, by means of two types of
inoculation of the pathogen, by wound and by substrate, four treatments with five repetitions in a
completely randomized design, maintaining the experiment under greenhouse conditions. The
population density within the crown gall is not very diverse, identifying by amplification of the
16S rRNA gene Pseudomonas spp (61.5%), Bacillus spp (15.3%), Alcaligenes faecalis (15.3%)
and Delftia sp (7.69%). The bacterium with the highest rate of in vitro antagonistic efficiency
against A. tumefaciens was Alcaligenes faecalis, followed by Delftia sp, (p < 0.05). In vivo
inoculation of the antagonists did not suppress the infection; however, they significantly reduce (p
< 0.05) the severity of tumors in the stem of plants, with Alcaligenes faecalis being the most

efficient bacteria against A. tumefaciens.

Key words: Agrobacterium tumefaiciens, crown gall, native bacteria, antagonism, biologic

control.
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l. INTRODUCCION

El género Agrobacterium se incluye dentro del orden Rhizobiales; las poblaciones dentro
de este orden habitan en suelo y rizosfera donde establecen una relacién de simbiosis con las
plantas principalmente relacionado con la fijacion de nitrogeno (Ormefio-Orrillo et al., 2015).
Agrobacterium incluye especies tumorogénicas y no tumorogenicas. Las especies que causan
tumores (agallas) en plantas se han clasificado en biovares con base en su metabolismo; el biovar
lincluye a poblaciones de Agrobacterium tumefaciens y A. radiobacter, el biovar 2 a A. rhizogenes
y el biovar 3 a A. vitis, las cuales causan enfermedad en un amplio rango de hospedantes de
importancia econémica en la agricultura. A. tumefaciens es la especie mas importante como
fitopatogeno, causa la enfermedad “agalla de la corona” por la transferencia e insercion del
plasmido Ti (inductor de tumores) en el genoma de la planta hospedante. Las poblaciones de A.
vitis se han diferenciado metabdlicamente de la especie tumefaciens por causar la enfermedad
agalla de la corona especificamente en vid (Vitis vinifera L.). A. rhizogenes patdgenas induce
proliferacion anormal de raices por la transferencia del plasmido Ri (inductor de raices) y la
especie A. radiobacter incluye poblaciones no patogenas, saprofitas que no albergan ninguno de
los genes Ti y Ri (Martinez et al., 1987; Escobar y Dandekar, 2003; Abrahamovich et al., 2014;
Barton et al., 2018).

A. tumefaciens como fitopatdgeno es de gran importancia econémica en todo el mundo por
su amplio rango de hospedantes. Se han identificado mas de 1000 especies en aproximadamente
90 familias de plantas dicotiledoneas susceptibles a la infeccion que incluyen plantas lefiosas
frutales de importancia econémica como manzano, peral, vid, cereza y nogal; asi como
ornamentales y en afios recientes ha sido un patdégeno importante en berries tanto en la produccion
en vivero como en cultivos en campo abierto (Escobar y Dandekar, 2003; Alippi et al., 2011;
Abrahamovich et al., 2014; Nester, 2015; Ahmed et al., 2018; Lacroix y Citovsky, 2019; Clarence,
2020).

La produccion de frambuesa (Rubus idaeus L.) es un sector agricola de gran importancia
economica en México. La mayor produccion se concentra principalmente en los estados de
Sinaloa, Jalisco, México y Michoacan. Se estima que aproximadamente el 41% de la produccion

se exporta al mercado internacional. Asimimso, en el 2019 México se ubico en el cuarto pais como



productor de frambuesa a nivel mundial (SENASICA, 2019). En los ultimos afos, las infecciones
por A. tumefaciens ha sido uno de los principalemes problemas fitosanitarios en la produccion de
plantas de frambuesa en vivero. El control quimico ha sido ineficiente en el manejo de este
patdgeno (Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018).

El control bioldgico de fitopatogenos mediado por microorganismos benéficos es una
alternativa que se ha estudiado intensamente en los Gltimos afios, principalmente debido al uso
intensivo de pesticidas quimicos en la agricultura que impactan negativamente el medio ambiente.
El uso de microorganismos eficientes en el control de patégenos en plantas puede ser una
herramienta para reducir el uso de agroquimicos e integrar alternativas ecolégicamente
sustentables en el control de enfermedades (Johansson et al., 2004; Landa et al., 2006; Lenteren
etal., 2018; Kohl et al., 2019; Saikia et al., 2022). El control bioldgico con base en la competencia
de espacio y nutrientes entre diversas poblaciones de microorganismos se ha estudiado en
diferentes patosistemas. En nichos ecolégicos especificos se han aislado e identificado cepas de
bacterias cultivables que han mostrado alta eficiencia en la colonizacion y competencia contra
microorganismos fitopatdgenos ( Penyalver et al., 2000; Johansson et al., 2004; Khan et al., 2009;
Hassani et al., 2018; Barton et al., 2018; Odesa et al., 2018; Slama et al., 2019).

Se consigna que la agalla de la corona inducida en plantas, es un nicho altamente especifico
para el desarrollo de las poblaciones bacterianas de A. tumefaciens (Gordon y Christie, 2014;
Ahmed et al., 2018; Wang et al., 2019). Durante la formacion de la agalla, A. tumefaciens induce
una transformacion fisioldgica en la planta hospedante y las células se especializan en la
produccién de nutrientes derivados de aminoacidos y azucares Ilamados opinas; las opinas son
compuestos de bajo peso molecular que sirven como fuentes de carbono y energia exclusivos para
este patdgeno, disminuyendo la competencia de otros microorgansimos (Aloni y Ullrich, 2008;
Deeken et al., 2006). Otros compuestos que se han evidenciado en la formacién de la agalla son
auxinas, citocinas y acido abscisico (Deeken et al., 2006; Gohlke y Deeken, 2014). Sin embargo,
aun cuando la agalla se considera un nicho altamente especifico para el crecimiento de A.
tumefaciens, que limita la competencia con bacterias de otras especies, es posible que pueden
coexistir en el tejido de la agalla con otras bacterias con la capacidad de metabolizar opinas y
sobrevivir en el mismo tejido. Estas poblaciones bacterianas podrian ser cepas nativas con alta

capacidad de competencia y de interés como agentes de control bioldgico contra A. tumefaciens



para evita la infeccion o reducir la severidad de los sintomas u otras aplicaciones biotecnologicas;
actualmente son escasas las investigaciones que aborden el estudio de microorganismos asociados
al tejido de la agalla de la corona causados por A. tumefaciens ( Brencic y Winans, 2005; Faist et
al., 2016; Barton et al., 2018; Gelvin, 2018); hasta donde sabemos, en México no existe ningun
estudio sobre estas poblaciones bacterianas, ni su potencial como posible agente de control

bioldgico de A. tumefaciens.



1. OBJETIVOS Y HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

e Examinar la densidad bacteriana mediante aislamientos de bacterias nativas en la agalla de
la corona en frambuesa para identificar potenciales bacterias antagonistas contra

Agrobacterium tumefaciens

2.2.1 Objetivos especificos

e Caracterizar e identificar Agrobacterium tumefaciens aislado de tejido de agallas en
frambuesa por amplifcacién del gen VirD2

e Identificar molecularmente mediante la amplificacion del gen 16S rADN las cepas con
mayor frecuencia de aislamiento de agallas y antagonistas contra A. tumefaciens

e ldentificar bacterias nativas en la agalla de la corona antagonistas in vitro e in vivo contra

Agrobacterium tumefaciens

2.2 Hipotesis

En el tejido de la agalla de la corona con especificidad para el crecimiento de A.
tumefaciens, coexisten otras poblaciones bacterianas cultivables; entre estas bacterias se pueden

identificar cepas que son antagonistas y protegen contra la infeccion de A. tumefaciens en planta.

2.2.1 Hipotesis alternativa

En el tejido de la agalla de la corona con especificidad para el crecimiento de A.
tumefaciens, coexisten otras poblaciones bacterianas cultivables; entre estas bacterias no se

encuentran antagonistas que protegen contra la infeccion de A. tumefaciens en planta.



I1l.  REVISION DE LITERATURA
3.1. Género Agrobacterium

El género Agrobacterium se ubica dentro de la familia Rhizobiaceae de las a-
proteobacterias (Cuadro 1). Son principalmente bacterias del suelo que colonizan sustratos y
rizosfera, baciliformes, flageladas, gram negativas que tienen asociaciones con las plantas. Como
habitantes naturales del suelo, pueden establecerse como saprofitas o patdgenas bajo ciertas
condiciones ambientales. Las agrobacterias son causantes de tumoraciones conocidas como
“agalla de la corona”, proliferacion de tejido en la cafia o “agalla de la cana”, y proliferacion
anormal de las raices denominada “raiz de la hilacha”, resultado de la trasferencia de plasmidos Ti
(inductor de tumores) o Ri (inductor de raices) en el genoma de la planta hospedante (Escobar y
Dandekar, 2003; Velazquez et al., 2010; Abrahamovich et al., 2014).

Cuadro 1. Clasificacion del género Agrobacterium.

Dominio Bacteria

Filo Protobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Rhizobiales
Familia Rhizobiaceae
Género Agrobacterium

Fuente: Schoch et al., 2020

Se han determinado tres biovares dentro del género Agrobacterium por sus caracteristicas
metabdlicas; en el biovar 1 se incluyen cepas de A. tumefaciens y A. radiobacter, en el biovar 2
de A. rhizogenes y en el biovar 3 de A. rubi; todas las cepas entre las diferentes especies de
Agrobacterium comparten ciertas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y biogimicas; asi
mismo, la presencia de los plasmidos Ti o Ri entre ellas determinan la capacidad de causar
enfermedad en la planta hospedante; en contraste, las poblaciones saprofitas de Agrobacterium no
albergan ninguno de estos plasmidos (Alippi et al., 2011; Flores-Félix et al., 2020).

El género Agrobacterium es de gran interés para la ingenieria genética debido a su
capacidad de insertar genes de manera horizontal de procariontes a eucariontes por lo cual se

considera una herramienta genética de importancia para la investigacion biotecnoldgica (Krenek



et al., 2015; Lacroix y Citovsky, 2019; Xu et al., 2021). Sin embargo, como fitopatdgeno sigue
siendo relevante; se reportan aproximadamente 90 familias de plantas dicotiledoneas susceptibles
a la infeccion por este patdgeno ocasionando perdidas econdmicas importantes sobre todo en
viveros donde se producen plantas frutales, ornamentales, hortalizas y forestales disminuyendo
drasticamente la produccion (Abrahamovich et al., 2014). Las infecciones por Agrobacterium no
causa la muerte de la planta; sin embargo, afectan el desarrollo y reducen considerablemente la
productividad de frutos por la desviacion de nutrientes y alteraciones en la vascularizacion del
tejido (Escobar y Dandekar, 2003; Yang et al., 2017; Ahmed et al., 2018).

Las especies fitopatdgenas de Agrobacterium requieren de factores de virulencia para
infectar y colonizar el tejido del hospedante susceptible; la virulencia de estas especies se atribuye
a la presencia y expresion de los plasmidos Ti (inductores de tumores) y Ri (inductores de
proliferacion anormal de raices) (Gelvin, 2003; Quispe-Huamanquispe et al., 2017). Las cepas que
carecen de estas regiones genéticas corresponden a especies saprofitas que colonizan tejido vivo y
pueden mantenerse en el suelo por largos periodos de tiempo. También, se ha demostrado que las
especies de Agrobacterium saproéfitas, bajo ciertas circunstancias de competencia, pueden ser
fitopatdgenas por la adquisicion del plaésmido Ti o Ri por transferencia genética horizontal de una
célula donadora y una receptora (Gelvin, 2018). En las infecciones causadas por Agrobacterium
se destaca especialmente el sistema de secrecién tipo 1V, el cual lo utiliza para la transferencia del
plasmido Ti o Ri al cromosoma de las células de la planta hospedante; ademas, le confiere la
capacidad de sobrevivir y evadir los sistemas de defensa de las plantas por la degradacién de
diferentes compuestos fendlicos. Las infecciones causadas por especies de Agrobacterium son
denominadas colonizaciones genéticas al insertar el plasmido Ti o Ri directamente en el genoma
de la planta para modificar la actividad hormonal del hospedante, y promover un microambiente
especifico que favorecen su desarrollo y sobrevivencia, asi como evadir la competencia de otros

microorganismos en el tejido (Gohlke y Deeken, 2014; Gonzalez-Mula et al., 2019).
3.2. Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es un microrganismo habitante natural de los suelos y de la
rizosfera, gram negativa, baciliforme, flagelada; dentro de las a-proteobacterias de la familia

Rhizobiaceae. A. tumefaciens es la especie fitopatdgena mas importante y de mayor rango de



hospedantes dentro del género, causa la enfermedad conocida como “agalla de la corona” (Escobar
y Dandekar, 2003; Velazquez et al., 2010; Yaakov et al., 2017).

A. tumefaciens como especie es una bacteria fitopatdgena agente causal de tumores (agalla
de la corona) mediado por la tranferencia e integracion del plasmido Ti (inductor de tumores) en
el genoma del hospedante alterando el crecimiento y produccion de nutrientes. Por lo anterior, se
considera que la patogenicidad de esta especie se debe a la presencia del plasmido-Ti en las
poblaciones bacterianas. Durante la induccion del tumor, un segmento especifico de ADN del
plasmido Ti, se transfiere y se integra en el genoma de la planta susceptible. Se reporta que A.
tumefaciens es inductora de tumores en mas de 1000 especies de plantas dicotiledoneas y algunas
monocotiledoneas. Su rango de hospedantes incluye cultivos de gran importancia econémica entre
los que se encuentran frutales como la vid, el manzano, perales, nogales, ornamentales como las
rosas, crisantemos y margaritas, y actualmente diversas especies de berries. En la produccion de
plantulas en vivero actualmente se considera un problema fitosanitario de importancia (Escobar y
Dandekar, 2003; Pulawska, 2010; Clarence, 2020). La enfermedad agalla de la corona ocasiona la
muerte en plantas jovenes; en plantas adultas se relaciona directamente con la reduccion del

rendimiento y vigor de los cultivos (Escobar y Dandekar 2003; Barton et al., 2018).
3.3. Plasmido Inductor de tumores Ti

El plasmido Ti en el genoma de A. tumefaciens codifica para el proceso de infeccion y
colonizacion del hospedante, el tamafio se encuentra entre 150 y 250 kb, estd compuesto por una
molécula circular de ADN de doble cadena cerrada; este plasmido alberga un conjunto de genes
que determina la capacidad patogénica de A. tumefaciens. Para que se active la fase virulenta entre
las especies de Agrobacterium se requiere la percepcion quimica de compuestos fendlicos
producidos por la célula vegetal por las poblaciones bacterianas desencadenando la expresion de
los genes de virulencia que alberga el plasmido Ti. Las principales funciones del plasmido Ti estan
asociadas con la replicacion y el mantenimiento de la informacidn genética, la trasferencia de
genes de virulencia, comunicacién celular con las células del hospedante; asi mismo, permite la
modificacion de tejidos por un proceso de hipertrofia mediado por fitohormonas. En este tejido,
ocurre la sintesis de opinas que son aminoacidos para la asimilacion especifica de las poblaciones
de A. tumefaciens (Gordon y Christie, 2014; Lacroix y Citovsky, 2019).



Entre las poblaciones de A. tumefaciens, el plasmido Ti tiene diferencias estructurales y
funcionales; lo anterior promueve la sintesis de diferentes tipos de aminoacidos (opinas) entre las
cuales se han identificado diferentes grupos de octopinas, nopalinas, agropinas, manopinas, entre
otros, que sirven como fuentes de carbono y nitrogeno; por lo tanto, se considera que el plasmido
Ti juega un papel importante en patogenicidad y la colonizacion exitosa del tejido de la planta
hospedante (Chen, 2021).

3.4. Proceso de infeccion por A. tumefaciens

Las cepas de A. tumefaciens albergan un cromosoma circular y material extra cromosomal
donde se incluye el factor de virulencia inductor de tumores (plasmido Ti) capaz de iniciar el
proceso de infeccion a través de la escision y transferencia del plasmido. El plasmido Ti contiene
las instrucciones para el movimiento de ADN hacia el ndcleo de la célula y los factores de
virulencia; asi como la informacion para producir proteinas que intervienen con la transduccion de
sefiales y el transporte de informacién dentro de la célula que finalizan con la modificacién
morfoldgica y fisioldgica del hospedante (Tzfira y Citovsky, 2000; Lacroix y Citovsky, 2019; Xu
etal., 2021).

Para que inicie el proceso de infeccion, primero debe ingresar a una planta susceptible, lo
cual ocurre principalmente a través de heridas causada por insectos, nematodos o por dafios
mecanicos como injertos y podas (Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018). Como respuesta a una
herida, la planta produce compuestos fendlicos y otros quimioatrayentes bacterianos que favorecen
la atraccion, colonizacion e insercion del plasmido Ti (Ahmed et al., 2018; Wang et al., 2019).
Los compuestos fenolicos son fundamentales en el proceso de infeccion, su dualidad como
defensa-atrayente favorece la adhesion bacteriana a la célula vegetal y la consecuente insercion de
genes de virulencia regulados por el plasmido Ti. Entre los compuestos fendlicos que favorecen la
colonizacion se identifican la acetosiringona y el &cido parahidroxibenzoico que atraen y favorecen
la insercién de factores de virulencia como los genes VirA, expresados en A. tumefaciens, A.
rhizogenes y A. rubi (Bhattacharya et al., 2010; Wang et al., 2019).

Al inicio del proceso de infeccidn, la bacteria produce sustancias que le permitan adherirse
a la célula a través de una red de transporte compuesta por las proteinas VirB; esta red induce el

ingreso de los genes bacterianos hacia la célula hospedante y la activacion de pilus, los cuales



inducen la comunicacién de las células bacterianas a las células vegetales formando un canal de
entrada e inicio del proceso de infeccion ( Tzfira y Citovsky, 2000; Barton et al., 2018; Gelvin,
2018). Para que ocurra la enfermedad, se han identificado la interaccion de diversos factores de
patogenicidad por las poblaciones de A. tumefaciens, medio ambiente y manejo (Figura 1).

Mal manejo de residuos nfoctadon.

Condiciones de humedad y temperatura 28-30°C.
(Escobar y Dandekar, 2003 ,Clarence . K., 2020; Gelvin, 2018)

Ambiente

/ENFERMEDs

Hospedante

Patogeno 3
susceptible

Agrobacterium tumefaciens

. L . Hospedante con heridas
Presencia del pldsmido Ti. . '
o ., X “Heridas naturales; causadas por nematodos e insectos.
Activacién de proteinas vir. . I . .
A o . i . i -Heridas artificiales; injerto, manejo mecanico.
Movimiento del plasmido Ti hacia el nucleo de la célula. e ) -
Respuesta de proteccion; produccién de compuestos fendlicos.

hOSDEdame para suinsercion. (Escobar y Dandekar, 2003; Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018)
Sintesis de hormonas y opinas.

Formacién de la agalla de la corona.

(Barton et al., 2018; Lacroix y Citovsky, 2019; Quispe-Huamanquispe et al.,
2017)

Figura 1. Triangulo de la enfermedad de Agrobacterium tumefaciens.

Durante la infeccion, A. tumefaciens activa los genes vir que alberga el plasmido Ti; el
receptor conocido como VirA inicia el proceso infectivo; transfiere un fosfato a la proteina VirG
que estimula y activa las demas proteinas de virulencia iniciando con la formacion de un complejo
de transferencia en el que se involucra el sistema de secrecion tipo IV. Las proteinas VirD1 y
VirD2 inician con la sintesis de un fragmento de ADN monocatenario (cadena T) e instalacién en
el nucleo de la célula hospedante (Escobar y Dandekar, 2003; Gelvin, 2017). El plasmido Ti
adherido a la proteina VirD2, mas un complejo de proteinas efectoras como es VirD5, VirE2, VirE3
y VirF permiten trasportar el material genético fuera de la célula mediante el sistema de secrecion
tipo IV. Una vez integrado el plasmido Ti en el genoma vegetal, se desencadena una serie de
procesos moleculares regulados principalmente por proteinas codificadas en el plasmido Ti, que
inducen a la planta a sintetizar compuestos especificos para su desarrollo y modificar los procesos
normales de sintesis de las fitohormonas, para iniciar con un proceso de crecimiento celular que

dara paso a la formacion de la agalla y de un nicho especifico completamente disefiado para el



desarrollo de A. tumefaciens (Gelvin, 2009; Gordon y Christie, 2014; Ahmed et al., 2018; Xu et
al., 2021).

Los oncogenes presentes en el plasmido Ti son responsables de modificar el
comportamiento de las células del hospedante, el primer grupo de genes envia sefiales para el
aumento en la produccién de auxinas y citosinas, estas inducen la proliferacion celular que da
origen a la formacién de la agalla; el segundo grupo de genes induce la produccion de opinas que
son compuestos de bajo peso molecular utilizados especificamente por Agrobacterium; estas
opinas juegan un papel ecol6gico importante ya que promueven un ambiente altamente especifico
el cual se considera toxico para otras bacterias oportunistas, favorece la expresion de factores de
virulencia aumentando drasticamente las poblaciones de bacterias patdgenas, promueve un
aumento en la comunicacién bacteriana y la futura diseminacion a nuevos hospedantes, asi como

una presencia constante en la rizésfera y suelo (Gelvin, 2018; Gonzalez-Mula et al., 2019).
3.5. Agalla de la corona

La agalla de la corona es el resultado de una serie compleja de transporte de moléculas
hacia el ADN de la planta hospedante; puede definirse como un proceso similar al de los tumores
animales, pero a diferencia de estos no ocurre por un proceso de divisiones celulares
descontroladas sino por la regulacion genética mediada por el plasmido Ti. La formacién de la
agalla tiene como consecuencia un desvio del flujo de agua y nutrientes en la planta que causan
reduccion del crecimiento, deformidades y una baja productividad de frutos (Aloni y Ullrich, 2008;
Tzfira y Citovsky, 2000).

La agalla es la modificacion de tejido y de produccion de nutrientes que permite el
desarrollo de un nicho especifico para el crecimiento de A. tumefaciens. Entre las modificaciones
inducidas esta la produccion de fitohormonas que favorece la modificacion de los haces vasculares
(Gelvin, 2009); el floema y xilema estan conectados a la agalla para mantener un flujo constante
y abundante de agua. Este proceso es la consecuencia del aumento en la produccion de auxinas y
citocinas esenciales para el desarrollo de la agalla. Otra de las consecuencias es la alteracion de la
epidermis y cuticula que permite la transpiracién de la agalla (Aloni y Ullrich, 2008). Las auxinas
se secuestran dentro del tejido de la agalla para favorecer el desarrollo de un sistema vascular hacia

el tejido modificado, que resulta en la produccién excesiva de flavonoides que a su vez mantiene
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altas concentraciones de citocinas. Estas hormonas permiten la concentracion de etileno que
aumenta las concentraciones de &cido abscisico en el tumor y las hojas del hospedante, lo cual
favorece el paso de agua hacia la agalla. El acido abscisico se concentra en la periferia de la agalla
y permite la acumulacion de sacarosa y prolina que evitan la desecacion del tumor; aumenta la
expresion de canales de K+ y una disminucion de los transportadores de aniones por lo que
depende del xilema para importar nutrientes (Aloni y Ullrich, 2008; Gonzalez-Mula et al., 2019).
Otro grupo de genes que alberga el plasmido Ti codifican para la produccién de nutrientes
especificos conocidos como opinas, la cual es la principal fuente de carbono y nitrégeno para el
desarrollo de A. tumefaciens ( Ridé et al., 2000; Aloni y Ullrich, 2008; Gelvin, 2009).

La agalla causada por A. tumefaciens se considera el disefio de un nicho altamente
especifico que le aporta grandes ventajas como colonizador eficiente. A. tumefaciens es un
microorganismo que habita el suelo, pero como patégeno puede colonizar una planta hospedante
e inducir la agalla de la corona el cual es un habitat especifico para su ciclo de vida (Gordon y
Christie, 2014; Ahmed et al., 2018; Wang et al., 2019). La especificidad de este habitat se basa en
la sintesis de opinas que son compuestos de bajo peso molecular que son las fuentes de carbono y
amino&cidos especificos para el metabolismo y colonizacion en altas densidades de las poblaciones
de Agrobacterium. Asi mismo, se ha determinado que en la agalla existen otros compuestos
organicos y minerales producidos por la planta hospedante; se consigna que tanto las opinas
especificas y estos compuestos producidos por la planta podrian permitir el desarrollo en la agalla
de algin otro microrganismo, pero en menor densidad de poblacién. Para A. tumefaciens este nicho
especifico le permite disminuir la capacidad de defensa de la planta hospedante, evadir la
competencia contra otros microorganismos bacterianos y flngicos, promover la comunicacion
entre poblaciones de la especie y finalmente la transferencia horizontal de genes de virulencia
(Deeken et al., 2006; Aloni y Ullrich, 2008). Por lo tanto, la formacion de la agalla de la corona
es el resultado de la transformacién genética en la que ocurren cambios en la expresidn génica,
metabolica y morfologica. Durante el desarrollo de la agalla se estimula genéticamente la
expresion controlada de las fitohormonas auxinas y citocinas, las cuales inducen el crecimiento en
tamafo y cantidad de las células de la agalla; otra de las modificaciones en el tejido es la formacién
de vascularizacion que permite la llegada de nutrientes a la agalla. También, investigaciones

previas demostraron que en la agalla se producen grandes cantidades de acido abscisico y enzimas
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que evita la pérdida de liquidos y la desecacion de la agalla (Deeken et al., 2006; Gohlke y Deeken,
2014).

3.6. Opinas

La colonizacion genética mediada por A. tumefaciens favorece la trasformacion fisioldgica
de la planta, las células se especializan en la produccion de compuestos derivados de aminoécidos
y azUcares llamados opinas, las cuales sirven como fuentes de carbono y energia. Entre las
poblaciones de A. tumefaciens la produccion de opinas es diferente, ya que no todas las especies
inducen la sintesis de las mismas opinas; se conoce que la sintesis de algunos tipos de opinas esta
influenciado por la especie del hospedante y las condiciones ambientales (Szegedi et al., 1988;
Aloni y Ullrich, 2008; Quispe-Huamanquispe et al., 2017;). Se han descrito aproximadamente 20
tipos de opinas con una composicién quimica diferente por el tipo de azicar o aminoacido. Por
ejemplo, las octopinas estan formadas por una reduccion de piruvato con arginina o lisina, nopalina
y manopina; cada tipo de opina esta compuesta por proteinas especialmente reguladas para su
produccion, estas proteinas inducen la trascripcion de los genes necesarios para su asimilacion y
catabolismo. Las opinas no solo cumplen un papel nutricional, sino que también estan involucradas
en el transporte del plasmido Ti; por lo anterior, las opinas se han considerado como moléculas de
sefializacion en este patosistema. Las especies de Agrobacterium que albergan el plasmido Ti
pueden producir nopalinas, agrocipinas y octopinas; estas opinas son quimioatrayentes para otras
poblaciones de bacterias dentro del género Agrobacterium que albergan el plasmido Ti, por lo cual
se consideran especificas (Szegedi et al., 1988; Aloni y Ullrich, 2008; Quispe-Huamanquispe et
al., 2017). Sin embrago, se postula que las opinas también pueden ejercer una presion ambiental
para el desarrollo de especies bacterianas diferentes al género Agrobacterium por bacterias con la
capacidad de transformar estos mismos compuestos y colonizar la agalla de la corona (Brencic y
Winans, 2005).

3.7. Ecologia microbiana en la agalla de la corona

Las interacciones entre microorganismos dependen estrechamente de factores bioticos y
abioticos. Agrobacterium, como parasito facultativo, inicia un proceso de infeccion que modifica
las condiciones micro ambientales bioticas y abidticas que influencian el hospedante; como

resultado de la infeccion en la planta, ocurre una reprogramacion fisioldgica por la insercion del
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plasmido Ti, alterando completamente la dindmica establecida con otros microorganismos
presentes o cercanos al nuevo nicho (agalla). Se sabe que las bacterias con las que convive y
comparte este nicho de forma inter e intra especifica pueden atribuirle o limitar su potencial de
virulencia a Agrobacterium spp. La formacion de la agalla de la corona y la cantidad de
poblaciones bacterianas diferentes al género se consideran limitadas y diferenciadas dependiendo
de los compuestos fendlicos y azucares especificos del hospedante. Se postula que la falta de
nitrégeno y fosforo, y las condiciones hipoxicas de la agalla de la corona pueden limitar el
crecimiento de bacterias fuera del género Agrobacterium y que solo bacterias con la capacidad de
metabolizar opinas podrian convivir y sobrevivir en este nicho altamente especifico. El analisis de
estas poblaciones bacterianas que habitan en la agalla de la corona sigue siendo desconocido
(Barton et al., 2018; Gelvin, 2018). Sin embargo, estas poblaciones de bacterias que crecen en un
nicho altamente especifico, como lo es la agalla de la corona, podrian ser también cepas con alta
capacidad de competir por nutrientes con poblaciones de A. tumefaciens (Faist et al., 2016; Barton
et al., 2018).

3.8. Manejo de A. tumefaciens

A. tumefaciens ha causado pérdidas econémicas considerables en viveros de arboles
frutales, frutillas y plantas ornamentales (Quispe-Huamanquispe et al., 2017). Esta bacteria quizas
es la que incluye un mayor rango de hospedantes dicotiledoneas a diferencia de otras bacterias
fitopatdgenas y su rango de hospedantes continta extendiéndose infectando especies de plantas
anteriormente no identificados como es el caso de Hibiscus sp. (Chen et al., 2022). En diferentes
sistemas de produccidn, el manejo de técnicas de injertos o podas han sido importantes para que
A. tumefaciens colonice con eficiencia los cultivos principalmente en viveros (Escobar y
Dandekar, 2003; Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018). Actualmente, se ha incrementado la
incidencia y severidad de A. tumefaciens en diversas especies de frutillas en Meéxico,
principalmente en plantulas producidas en vivero, ya que el control quimico ha sido ineficiente en

el manejo de este patogeno (Anand et al., 2008; Ahmed et al., 2018).

A. tumefaciens requiere estrictamente de una herida para establecerse y causar infeccion en
su planta hospedante, por lo que las medidas de control son preventivas. Entre las medidas mas
utilizadas para evitar la infeccion esta el uso de material vegetal de propagacion libre del patgeno,

eliminar plantas con sintomas, evitar el uso de suelos contaminados con el patdgeno, deficientes
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técnicas de injerto, heridas mecéanicas en viveros principalmente durante las practicas culturales,
asi como el control de insectos y nematodos que pueden causar heridas en raices. Son pocos los
ingredientes activos eficientes para el manejo de la enfermedad; en algunos casos, el control
bioldgico ha sido eficiente mediado por el uso de cepas avirulentas en formulaciones con la cepa
A. radiobacter K84 la cual se encuentra disponible en el mercado (Escobar y Dandekar, 2003;
Anand et al., 2008; Pefalver et al., 2018). A. tumefaciens se disemina a partir de plantas infectadas,
la bacteria puede sobrevivir en el suelo y diseminarse también a través del agua, 0 manualmente

con herramientas de corte o equipo de labranza infectados. (Barton et al., 2018; Wu et al., 2019).

En los ultimos afios, el desarrollo de investigaciones sobre antagonistas microbianos
nativos en diferentes nichos ecolégicos ha tomado relevancia como una alternativa de manejo
(Agrimundo, 2019). Las comunidades bacterianas nativas en nichos ecologicos especificos se
consideran una fuente importante de nuevos aislamientos para el control biolégico mediado por la
produccion de compuestos antimicrobianos, competencia de nutrientes y espacio, promocion del
crecimiento e induccion de resistencia de plantas ( Silva et al., 2004; Méndez et al., 2007; Gonzélez
y Fuentes, 2017; Barton et al., 2018; Kohl et al., 2019; Saikia et al., 2022).

3.9. Interaccidn bacteria-planta-ambiente

Las interacciones bioldgicas entre bacterias-planta-ambiente generan micro-ecosistemas
que pueden determinar el equilibrio entre la salud de la planta y la sobrevivencia bacteriana. Las
bacterias pueden tener funciones benéficas en la planta, proteccion contra patdgenos y proteccion
contra el estrés producido por diversos factores abi6ticos. El estudio de estas interacciones puede
generar conocimiento sobre poblaciones bacterianas en nichos ecolégicos especificos que pueden
ser usados como alternativas de biocontrol en el manejo de bacterias fitopatdgenas de importancia
econdmica (Johansson et al., 2004; Brencic y Winans, 2005; Brown et al., 2012; Souza et al.,
2015; Barton et al., 2018; Karimi et al., 2018).

La estructura y la diversidad de poblaciones bacterianas definen gran parte la ecologia
microbiana en diversos ambientes; por ejemplo, la gran biodiversidad de los suelos puede
establecer su funcionalidad para suelos agricolas y el desarrollo de ciertas especies de plantas. Las
poblaciones de microorganismos y la compleja red de comunicacién mediada por compuestos

quimicos pueden favorecer la expresion de genes de virulencia, influir en la efectividad de
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colonizacién y también podria jugar un papel importante en el desarrollo de poblaciones
especificas con alta competencia que favoreceria el control bioldgico de A. tumefaciens ( Loh et
al., 2002; von Bodman et al., 2003; Antunes et al., 2010).

La necesidad de estudiar las poblaciones bacterianas nativas en la agalla de la corona se
basa en el disefio altamente especifico para el desarrollo de esta transformacion de tejido (Antunes
et al., 2010). Aunque el disefio de la agalla de la corona tiene como finalidad formar un nicho
altamente especifico, se conoce que la produccion de opinas y los procesos de fermentacion que
ocurren durante su formacion; pueden promover la colonizacion y establecimiento de otro tipo de
microrganismos con capacidad de asimilar las opinas especificas producidas en la agalla de la
corona. Estas bacterias pudieran ser altamente competitivas como antagonistas contra A.
tumefaciens (Barton et al., 2018; Faist et al., 2016; Gelvin, 2018). Hasta donde sabemos, en
México aln no hay estudios sobre las poblaciones bacterianas nativas en tejido de la agalla de la

corona causado por A. tumefaciens.
3.10. Control biologico

El control bioldgico de fitopatogenos mediado por microorganismos benéficos es una
alternativa que se ha estudiado intensamente en los Gltimos afios, principalmente debido al uso
intensivo de pesticidas quimicos en la agricultura que impactan negativamente el medio ambiente.
El uso de microorganismos eficientes en el control de patdgenos en plantas puede ser una
herramienta eficiente para reducir el uso de agroquimicos e integrar alternativas de manejo de
enfermedades en plantas ecoldégicamente sustentables (Johansson et al., 2004; Landa et al., 2006;
Lenteren et al., 2018).

La interaccion entre un agente de control bioldgico (ACB) — planta — patégeno, implica la
expresion de diferentes mecanismos fisioldgicos de cada componente para que ocurra el control
eficiente; se han estudiado diversos procesos fisiologicos con los ACB relacionados con el control
de patdgenos como la antibiosis por metabolitos primarios y secundarios, induccion de resistencia
y promocion de crecimiento en las plantas, asi como competencia por nutrientes y espacio en un
nicho ecoldgico especifico (Kohl et al., 2019). El control bioldgico con base en la competencia de
espacio y nutrientes ente diversas poblaciones de microorganismos se ha estudiado en diferentes

patosistemas. En nichos ecologicos especificos se han aislado e identificado cepas de bacterias
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cultivables que han mostrado alta eficiencia en la colonizacion y competencia contra
microorganismos fitopatdgenos (Penyalver et al., 2000; Johansson et al., 2004; Khan et al., 2009;
Barton et al., 2018).

En el patosistema de A. tumefaciens durante el desarrollo del tumor (agalla), las células
oncogeénicas sintetizan opinas que son utilizadas como fuente de carbono, nitrégeno y energia por
las poblaciones patdgenas de A. tumefaciens, creando un nicho ecoldgico altamente especifico y
reduciendo la competencia de la mayoria de otros microorganismos que no son capaces de utilizar
estas opinas como fuente de energia (Deeken et al., 2006; Aloni y Ullrich, 2008). Sin embargo, es
posible que algunas poblaciones de microorganismos puedan coexistir con A. tumefaciens por su
habilidad de utilizar las opinas especificas (Gordon y Christie, 2014; Ahmed et al., 2018; Wang et
al., 2019), asi como otros compuestos identificados que se producen en el tejido del tumor (Deeken
et al., 2006; Gohlke y Deeken, 2014). Estas poblaciones bacterianas podrian ser de interés en
estudios de control bioldgico contra A. tumefaciens para evitar la infeccion o reducir la severidad
de los sintomas, asi como otras futuras aplicaciones biotecnoldgicas. En México no existe ningun
estudio sobre estas poblaciones bacterianas, ni su potencial como posible ACB de A. tumefaciens

in vitro e in vivo.
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material vegetal de frambuesa con sintomas de agalla de la corona

En marzo y agosto del 2020, se recibieron seis muestras de agallas desarrolladas en plantas
de frambuesa var. elvira provenientes de viveros de Driscoll’s Tlaxcala, México. Las agallas
recolectadas fueron de diferente tamafio y color blanquecino (tejido no lignificado) y se
mantuvieron en una hielera con bolsas plésticas para su traslado al laboratorio. Las agallas se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 20% durante 2 min; después, se lavaron dos veces con

agua destilada estéril y se secaron en papel absorbente durante 5 min (Figura 2).

Figura 2. Muestras de agalla de la corona de frambuesa var. Elvira con diferentes estados de lignificacion;

el tejido blanco indica que la agalla se encuentra en un estado inicial de desarrollo.
4.2 Aislamiento e identificacion de Agrobacterium tumefaciens

El aislamiento de A. tumefaciens se realizé a partir del tejido de la periferia de la agalla; de
cada agalla se utilizé 1 g de tejido que se colocd en agua destilada estéril durante 30 min para
permitir la difusion bacteriana. Después, se sembraron 20 pl en medio de cultivo D1-M (Schaad
et al., 2000; Alippi et al., 2011) y se incubaron a 28 °C durante 72 h. A partir del crecimiento

bacteriano se reaislaron y purificaron seis colonias (una por agalla de cada planta de frambuesa)
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con morfologia de crecimiento redondas, mucoides, brillantes a la luz, de color azulado en el medio
D1-M, la cual es una caracteristica descrita para A. tumefaciens, a las 48 h de crecimiento a 28 °C
(Alippi et al., 2011). Las cepas aisladas se preservaron en cultivo criogénico en caldo nutritivo y
glicerol (40% v/v).

4.2.1. Caracterizacion bioquimica y determinacion del biovar de A. tumefaciens

La caracterizacion de las cepas aisladas se realiz6 por el método descrito por Schaad et al.,
(2000). La caracterizacion bioquimica incluyo: reduccion de nitratos, hidrdlisis de arginina,
produccién de levana, utilizacion de citrato, eritritol, dulcitol, sacarosa, melezitosa y alcalisis a
partir de 4cido L-tartarico. La utilizacion de fuentes de carbono se realizd en microplaca por el
método descrito por Cubero y Lopez (2001).

4.2.2. Pruebas de patogenicidad in vitro e in vivo de A. tumefaciens

Para evaluar la patogenicidad de las bacterias aisladas a partir de las agallas se utilizaron
rodajas de zanahoria (Schaad et al., 2000); las zanahorias se seleccionaron por su frescura y corto
periodo de almacenamiento; en todas ellas, se elimino el tejido de la epidermis y se lavaron tres
veces con alcohol al 95%, seguido de tres lavados con agua destilada estéril; posteriormente, se
sumergieron en hipoclorito de sodio al 1% durante 15 min y se realizaron tres dltimos lavados con
agua destilada estéril. Las zanahorias se cortaron en rodajas de 5 mm de grosor y se inocularon en
el centro de las mismas con 100 pl de una suspension bacteriana acuosa con 1x10” UFC/mL de
cada cepa bacteriana y se incubaron durante tres semanas en camara hiumeda a 28 °C. Para las
pruebas de patogenicidad in vivo, se utilizaron cinco plantulas de jitomate y girasol, las cuales son
hospedantes naturales de A. tumefaciens, con dos semanas de crecimiento. La inoculacion de cada
cepa (n=6) en las plantas de ambas especies se realizé por dos métodos: 1) inoculacion con masa
bacteriana en una herida en el cuello del tallo producida al momento de la inoculacién con un
palillo de madera estéril, y 2) por inyeccion con jeringa en el cuello del tallo de 100 pl de una
suspension acuosa con 1x107 UFC/mL. Las cepas se inocularon con 48 h de crecimiento en medio
cultivo agar nutritivo incubados a 28 °C. Las plantas inoculadas se cubrieron con una bolsa de
plastico durante 48 h y se mantuvo una humedad constante durante dos meses en condiciones de

laboratorio.
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4.2.3. Secuenciacion directa del gen VirD2

El ADN gendmico de las seis cepas se obtuvo con el kit comercial Qiagen® Alemania. La
concentracion y calidad del ADN se verifico con un NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
USA). Para la amplificacion molecular se utilizaron los iniciadores especificos al gen VirD2 A
(5’-ATG CCC GAT CGAGCT CAAGT-3")yC (5’-TCG TCT GGC TGACTT TCG TCA TAA-
3”) descritos por Haas et al., (1995) que amplifica un fragmento de 224-338 pb. Se utiliz6 master
mix prefabricado de la marca Promega, 12 pl de mastermix, 1 pl de cada primer (0.04 uM), 2 pl
de ADN (concentracion 100 ng/ul) y 8.5 pl de agua libre de nucleasas. La temperatura de
termociclaje fue de 94°C durante 1 min, seguido de 40 ciclos de 94°C, 50°C y 72 °C durante 1 min
cada una para finalizar con un ciclo a 72°C durante 5 min. Se almacend a -4°C hasta su

secuenciacion.

La secuencia obtenida fue editada con el software Chromas, ensamblada con ayuda del
software DNA Star. Adicionalmente, se realiz6 un analisis filogenético, se apoy6 del software
Mega-X Modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones de Boostrap y la base de datos NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Las secuencias se compararon en el banco de genes (Gen
Bank) del Centro Internacional para la Informacién en Biotecnologia (NCBI-National Center of
Biotechnology Information), empleando el algoritmo Blastx (Altschul et al., 1990) del Centro

Nacional de Informacion Biotecnol6gica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).

4.3. Aislamiento de poblaciones bacterianas cultivables totales de la agalla de la corona

De cada agalla (n=6), se cortaron trozos de 1 g de tejido y se colocaron en un matraz con
5 ml de agua destilada estéril; la suspension se mantuvo en reposo durante 30 min para permitir la
difusion bacteriana. De esta suspension, se realizaron diluciones en serie desde 10! hasta 102 de
las seis muestras y se sembraron 100 pl de cada dilucion con tres repeticiones en medio de cultivo
agar nutritivo y agar R2A. Las placas sembradas se incubaron a 28°C durante 48 h. Las colonias
bacterianas totales se observaron a las 48 h de crecimiento en un microscopio estereoscopico con
luz oblicua para identificar diferencias en los morfotipos bacterianos aislados. Los morfotipos se
purificaron y preservaron en cultivo criogénico en caldo nutritivo y glicerol (40% v/v) a -20°C
hasta su uso. Asi mismo, se selecciond la dilucion en serie que permitio el conteo entre 30 y 300

colonias y se calcul6 la densidad bacteriana total expresado en UFC/g de tejido de agalla. La
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densidad de poblaciones bacterianas totales se estimé por conteo directo en placa (Forbes, 2009)

con un crecimiento de 48 h con la formula:

UFCxVSxFD
P

Donde:

UFC= Unidades formadoras de colonias
VS= volumen sembrado

FD= Factor de dilucion utilizado

P= Peso de tejido
4.3.1. Aislamiento de poblaciones de Bacillus y Pseudomonas spp. de la agalla de la corona

Para el aislamiento de poblaciones de Bacillus spp. se utiliz6 la suspension inicial descrita
anteriormente de cada muestra de agalla (1 g de tejido de agalla en 5 ml de agua destilada estéril
y reposo por 30 min). De cada muestra de agalla (n=6), se utilizaron tubos con 2 mL de la
suspension bacteriana y se expusieron en bafio maria a 70 y 80 °C durante 7 y 5 min
respectivamente en tratamientos independientes para inducir la esporulacion y prevalencia de
Bacillus spp. Después, se sembraron 100 pl de la suspension bacteriana de cada tubo en medio
agar R2A y se incubaron a 28°C durante 48 h. Las colonias bacterianas se observaron en un
microscopio estereoscopico con luz oblicua para identificar diferencias entre morfotipos de
Bacillus spp. a las 24 y 48 h después de la siembra. Los diferentes morfotipos de Bacillus spp. se
purificaron y preservaron en cultivo criogénico en caldo nutritivo y glicerol (40% v/v) a -20°C. Se
calcul6 la densidad total y se expres6 en UFC/g de tejido de agalla con el mismo método
anteriormente descrito. Para el aislamiento de poblaciones de Psudomonas spp. se utilizo la técnica
de cultivo en microplaca (96 pozos) con medio caldo B de King (BK) suplementado con
ampicilina, cloranfenicol y cicloheximida (Landa et al., 2006). En cada pozo, se colocaron 200 ul
del medio caldo BK; después, en la primera columna se inocularon 100 pl de la suspension
bacteriana (1 g de tejido de agalla en 5 ml de agua destilada esteril y reposo por 30 min); a partir
de esta columna, se tomaron 100 pl y se realizaron diluciones seriadas hasta la columna 12 de la
microplaca; se utilizé una microplaca por muestra de tejido de agalla (n=6). Las microplacas se
incubaron a 28°C durante 72 h; despues, se observaron bajo luz ultravioleta (260 nm) para la

deteccidn de pigmentos fluorescentes. De los pozos con mayor fluorescencia de cada microplaca,

20



se sembraron 20 pl en medio BK agar suplementado con antibiodticos y se incubaron a 28°C durante
72 h. Los diferentes morfotipos de Pseudomonas spp. se purificaron y preservaron en cultivo
criogénico en caldo nutritivo y glicerol (40% v/v) a -20°C. Se calcul6 la densidad total y se expreso
en UFC/g de tejido de agalla con el mismo método anteriormente descrito.

4.4. Antagonismo de bacterias aisladas de la agalla contra A. tumefaciens
4.4.1. Antagonismo in vitro

De las seis agallas de frambuesa se aislaron 86 cepas bacterianas. Se evalué el antagonismo
in vitro de las bacterias (n=86) contra A. tumefaciens patdgeno identificado por la amplificacion y
secuenciacion del gen VirD2 (No. Acceso LC052332.1). Las bacterias se sembraron en
microplacas de 96 pozos con 200 pL de caldo nutritivo y se incubaron a 28°C durante 48 h. El
antagonismo se evalu6 por cultivo dual in vitro en placas Petri cuadradas (120 x 120 mm) con
medio de cultivo agar nutritivo. Las placas se inocularon por extension en la superficie del medio
con 250 pL de una suspension acuosa de A. tumefaciens con 1x10” UFC/mL y se mantuvieron en
reposo durante 30 min hasta la completa absorcion de la suspension en el medio de cultivo.
Después, las bacterias se inocularon con un inoculador multipunto (Boekel®, microplate replicator
96 puntos) permitiendo la inoculacién simultanea de las 86 bacterias y se incubaron a 28 °C por
72 h. Posteriormente se reaislaron las cepas bacterianas que mostraron algin grado de antagonismo
(halo de inhibicion del crecimiento bacteriano) contra A. tumefaciens. El antagonismo se evalud
con cuatro repeticiones en ensayos independientes para la comparacion de medias ANOVA. Con
los datos del halo de inhibicion (mm) se calcul6 el indice de Eficiencia Antagonista (IEA) por el
método descrito por Abou El-Yazeid et al., (2007):

Area del halo

Area de la colonia

IEA =

4.4.2. Antagonismo in vitro por metabolitos

Las bacterias antagonistas in vitro contra A. tumefaciens se inocularon en matraces con 20
mL de medio caldo-soja-triptona (TSB); de cada cepa bacteriana antagonista se inocularon 10 pl
de una suspension acuosa con 1 x 10" UFC/mL; los matraces se mantuvieron en agitacion constante

durante 48 h a temperatura de laboratorio. Después, 10 mL de cada cultivo en TSB se utilizaron
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filtros bacterioldgicos (.22 um) estériles para eliminar las células bacterianas y obtener inicamente
los metabolitos producidos por cada cepa. El efecto del filtrado contra A. tumefaciens se realizd en
placas Petri cuadradas (120 x 120 mm) con medio agar nutritivo; las placas se inocularon por
extension en la superficie del medio con 250 pL de una suspensién acuosa de A. tumefaciens con
1 x 10" UFC/mL y se mantuvo en reposo durante 30 min hasta la completa absorcion de la
suspension en el medio de cultivo. Después, se colocaron discos (3 mm de didmetro) de papel filtro
embebido en el filtrado de cada cepa antagonista con tres repeticiones. Las placas inoculadas se
incubaron a 28°C durante 48 h. El efecto del filtrado se evalu6 por la formacion de halos de
inhibicion del crecimiento de A. tumefaciens. Asi mismo, se evaluo la actividad proteolitica y

lipolitica de las cepas antagonistas con los protocolos descritos por Slifkin, (2000).
4.4.3. Antagonismo in vivo contra A. tumefaciens

Para las pruebas de antagonismo in vivo se seleccionaron tres cepas bacterianas (AAC2,
AAC5 y AAC9) que fueron aisladas con mayor frecuencia de las agallas y que mostraron algun
grado de antagonismo in vitro contra A. tumefaciens; asi mismo, se seleccionaron ocho cepas
(AACS8, AAC3, AAC4, AAC12, AACL], AACY, AACT7, AAC13) aisladas con mayor frecuencia
e identificadas como Pseudomonas spp. para su inoculacion en consorcio; todas las cepas se
inocularon a partir de un cultivo puro de 48 h incubados a 28 °C en agar nutritivo. Las cepas AA2,
AA5 y AACH9 se inocularon individualmente y las cepas AAC8, AAC3, AAC4, AAC12, AAC1],
AAC9, AAC7, AAC13 de Pseudmonas spp. en conosorcio en 10 plantas de jitomate (Solanum
lycopersicum) var. ramses susceptible a A. tumefaciens 20 dias después de la germinacion en
condiciones de invernadero. La inoculacién individual y en consorcio se realiz6 por inmersion de
la raiz y cuello del tallo de las plantas de jitomate durante 30 minutos en una suspension celular
con 1 x 107 UFC/mL basado en el patron de turbidez de la escala de McFarland. Las plantas
inoculadas se trasplantaron en en bolsas de plastico negro (2 kg) con sustrato tierra-agrolita (75:25)
estéril y se mantuvieron en invernadero por 7 dias para promover la colonizacion bacteriana con

una humedad relativa >70 y temperatura entre 30 y 33 °C.
4.4.4. Colonizacion de raices por los antagonistas

Para verificar la capacidad de colonizacion de raices de los antagonistas, a los 7 dias

después de la inoculacion, se cortaron trozos de 1 g de raiz y se colocaron en un matraz con 5 ml
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de agua destilada estéril por 30 min para permitir la difusion bacteriana. De esta suspension, se
realizaron diluciones seriadas hasta 10 de cada dilucion se sembraron 100 pl con tres
repeticiones en placas Petri con medio de cultivo agar nutritivo y Pseudomonas-agar. Las placas
se incubaron a 28 °C durante 72 h. La densidad de poblaciones bacterianas totales se estimo en

UFC/g de raiz por conteo directo en placa (Forbes, 2009) descrito anteriormente.
4.4.5. Inoculacion de A. tumefaciens

Posterior a los 7 dias de la inmersion de las raices y cuello de las plantas de jitomate en la
suspension bacteriana de los antagonistas, se inoculdé A. tumefaciens por dos métodos en
tratamientos independientes: 1) por heridas en el cuello del tallo con un palillo de madera estéril e
inoculacién con masa bacteriana, y 2) inoculacion diaria en el sustrato durante 7 dias con 150 mL,
de una suspension bacteriana con 1 x 10" UFC/MI (basado en el patron de turbidez de la escala de
McFarland) del patdgeno. Se utilizaron dos testigos, 1) plantas inoculadas por ambos métodos con
A. tumefaciens sin la inmersion de las raices en la suspension de los antagonistas, y 2) plantas
inoculadas con agua destilada estéril en el cuello de la raiz por herida y en el sustrato, sin
antagonistas ni patdgeno. Las plantas se mantuvieron en invernadero bajo las condiciones descritas
anteriormente durante 40 dias. El estudio se realizo en un disefio completamente al azar, con dos
tipos de inoculacion del patdgeno, cuatro tratamientos antagonicos con cinco repeticiones. La

variable analizada fue el &rea del tallo (mm) con desarrollo de tumores causado por A. tumefaciens.
4.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo utilizando el software R-UCA 4.1.1 para el
ANOVA vy prueba Tukey para el andlisis de significancia estadistico. Para los resultados no
paramétricos se utilizo el andlisis de varianza ANOVA de Kruskal-Wallis, finalizando con la
prueba Post-hoc para el analisis de significancia, se consideraron significativos los resultados con
una P<0.05 (Kuehl y Kuehl, 2000; Wong Gonzélez, 2010).

4.6. ldentificacion de cepas antagonistas contra A. tumefaciens

Las 13 cepas mas abundantes se identificaron por la amplificacion parcial del gen 16S
rARN con los iniciadores 8F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3") y 1492R (5°CGG TTA
CCTTGT TAC GAC TT3’) (Baker et al., 2003). Las condiciones de termociclaje fueron de 95°C
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durante 1 min, seguido de 30 ciclos de 95°C, 54°Cy 72°C durante 5, 1, 0.45 y 1 min cada una para
finalizar con un ciclo a 72°C durante 8 min, finalizando 4°C durante 8 min. Se almacen0 a -4°C
hasta su secuenciacion. Las bandas de los amplificados se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa (1.5%) tefiido con bromuro de etidio (500 ng mL™).

4.6.1. Secuenciacion

Los productos de PCR que mostraron fragmentos amplificados de un peso molecular de
1500 pb se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Korea). La secuencia obtenida fue editada con

el software Chromas, ensamblada con ayuda del software DNA Star.
4.6.2 Filogenia de cepas antagonistas

Se realizé el analisis filogenético, con el software Mega-X Modelo Tamura-Nei 1000
repeticiones de Boostrap y la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Las secuencias se compararon en el banco de genes (Gen Bank) del Centro
Internacional para la Informacién en Biotecnologia (NCBI-National Center of Biotechnology
Information), empleando el algoritmo Blastx (Altschul et al., 1990) del Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento de A. tumefaciens

Se ailsaron seis morfotipos bacterianos, de los cuales se identificaron tres potenciales A.
tumefaciens por pruebas de patogenicidad in vitro positivas, la caracterizacion bioquimica arrojo
similitud con los biovares 1y 2, de las cuales mediante la amplificacion del gen virD2 se identifico

a la cepa A1 como A. tumefaciens.
5.1.1 Pruebas de patogenicidad in vitro

Los resultados de las pruebas de patogenicidad in vitro en rodajas de zanahoria mostraron
que tres cepas (AL, A2 y A3) de las seis cepas inoculadas indujeron una proliferacion anormal del
tejido inoculado y la formacion de pequefios tumores; no se observo ningun sintoma en los
controles no inoculados (Figura 3). Los sintomas observados con este modelo de inoculacion in
vitro se han reportado previamente como confirmatorias para identificar cepas tumorogénicas de
A. tumefaciens y A. rhizogenes (Schaad et al., 2000). La cepa Al aislada de agallas de frambuesa
causd mayor severidad de sintomas y se seleccion6 para los ensayos de inoculacion en planta
(Figura 4).

Contr

Figura 3. Cepas Al, A2 y A3 inoculadas en rodajas de zanahoria causando proliferacion anormal
del tejido y desarrollo de pequefios tumores. La cepa Al indujo mayor severidad de tumoracion
con respecto a la cepa A2 y A3.
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5.1.2. Pruebas de patogenicidad in vivo

La inoculacion de la cepa Al en plantas de jitomate y girasol indujo el desarrollo de
pequefios tumores a lo largo del tallo (Figura 4). Las plantas que se inocularon con masa bacteriana
también causaron un abultamiento del tallo que posteriormente dio lugar al desarrollo de un tumor;
asi mismo, en algunas plantas inoculadas se observo el desarrollo de raices laterales. La severidad
del sintoma de tumoracion en el tejido en ambas especies de plantas (tomate y girasol) fue

diferente.

Figura 4. Plantas inoculadas con 1 x 107 UFC/mL y masa bacteriana de la cepa Al. A) y B). Desarrollo de
tumores a lo largo del tallo en plantas de jitomate inoculadas por inyeccion de una suspensién bacteriana
en el tallo. C) y E). Desarrollo de tumores a lo largo del tallo en plantas de jitomate inoculadas por herida
con masa bacteriana en el cuello de la raiz. E). Desarrollo de raices e hinchazon del tallo en plantas de
jitomate. F). Desarrollo de pequefios tumores a lo largo del tallo en plantas de girasol inoculadas por
inyeccion de una suspension bacteriana en el tallo. G). Sintomas de hinchazén de tallo, desarrollo de raices
y tumores.

5.1.3 Caracterizacion e identificacién de A. tumefaciens

De las muestras de la agalla de la corona de frambuesa, se obtuvieron seis cepas con
morfologia similar a la descrita para A. tumefaciens (Schaad et al., 2000). De acuerdo con la

descripcion de biovar por Schaad et al., (2000) y Cubero y Lépez (2001), las seis cepas (A1-A6)
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se incluyen en el biovar 1y 2. Los resultados de la caracterizacion mostraron que la cepa Al tuvo
83.4% de similitud con el biovar 1 (Cuadro 2), las cepas A4-A6 no dieron resultado positivo a las
pruebas de patogenicidad sin embargo si comparten caracteristicas bioquimicas con biovares de

A. tumefaciens.

Cuadro 2. Determinacion del biovar de seis cepas aisladas de agallas de frambuesa

Fuente de carbono Biovar Al A2 A3 Ad A5 A6
1 2 3
Sucrosa + - \V + + + - + -
Eritritol - + - - - - - - -
Melezitosa + - - + + + + + -
Dulcitol + + - - V- + n _ _
L-tartéarico - + + - - - - - -
Utilizacion de citrato V- + + - V+ - V- V- V-

+; Positivo, -; Negativo, V-; Variable con tendencia a negativo, V+; Variable con tendencia a positivo

Caracterizacion e identificacion de A. tumefaciens. Las cepas aisladas de tejido de la agalla de
frambuesa, se evidenciaron como pontenciales A. tumefaciens después de producir crecimiento
anormal en las pruebas de patogenicidad in vivo e in vitro. Mediante la caracterizacion bioquimica
la cepa Al aislada de agallas de frambuesa var. elvira se identific6 como A. tumefaciens biovar 1.
Este resultado es consistente con la relacion que se establece con cepas tumorogénicas de A.
tumefaciens con el biovar 1 el cual es el mas ampliamente estudiado; se sabe que las poblaciones
de A. tumefaciens incluidas en este biovar tienen una gran capacidad de adaptacion para colonizar
nichos ecoldgicos como suelo, agua y plantas ( Cubero y Lopez, 2001; Andrade et al., 2003; Genov
etal., 2015).

En frambuesa, se describe a A. rubi como el agente causal de la agalla de la corona
caracterizadas por metabolizar D-glucosa, D-arabinosa, manitol, malonato, citrato, eritritol, y no

producen 3-cetalosa (Slater et al., 2009; Alippi et al., 2010). En esta investigacion, la cepa aislada
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de tumores de frambuesa e identificada como A. tumefaciens, mostré 83% de similitud con el
biovar 1 descrito por Schaad et al., (2000) y Cubero y Lopez (2001); la cepa Al fue positivo para
metabolizar sacarosa, melezitosa y negativo para dulcitol, eritritol, L-tartarico y citrato; difiere con
la utilizacion de citrato y eritritol con cepas de A. rubi. Diferentes agrobacterias pueden colonizar
un mismo nicho y compartir caracteristicas de virulencia para causar enfermedad; en vid, arandaro
y frambuesa se ha demostrado que pueden ser suscpetibles a diferentes especies de Agrobacterium
(Alippi et al., 2012; Nester, 2015; Barton et al., 2018), lo cual podria explicar la identificacion de
A. tumefaciens en las agallas de frambuesa en este estudio.

La cepa Al caus6 tumores in vitro en rodajas de zanahoria, asi como in vivo en plantas de
jitomate y girasol bajo condiciones de invernadero. Estos tres modelos experimentales se reportan

como pruebas confirmatorias de la patogencidad de cepas de A. tumefaciens (Schaad et al., 2000).
5.1.4. Secuenciacion directa del gen VirD2

Por PCR, la cepa Al amplifico un fragmento aproximado de 450 pb reportado por Haas et
al., (1995) para el del gen VirD2 (Figura 5). La comparacién de la secuencia en el GenBank del
producto amplificado mostr6 98 % de similitud con la secuencia del gen VirD2 de Agrobacterium
tumefaciens 70DZCEMUO016 pldmido Ti VirD2 (Num. de acceso LC05332.1) (Figura 7).
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Figura 5. Amplificacion del gen VirD2 por PCR de la cepa Al aislada de agallas de frambuesa e inoculada
en rodajas de zanahoria, plantas de jitomate y girasol. Linea 1. Marcador de peso molecular 1 Kb Invitrogen
Plus DNA Ladder, 2: cepa Al, 3: cepa A2, 4; cepa A3, 5: control negativo.

5.1.5. Andlisis filogenético de la cepa Al identificada como A. tumefaciens

K.J093488 1 Agrobactenium tumefaciens strain ATCC 23308 VirD2 gene partial cds

% M17989.1 Atumefaciens wirD region DNA

LC052332 1 Agrobactenum tumefaciens plasmid Ti VirD2 gene partial sequence

Al Frambuesa

—
o0

Figura 6. Andlisis filogenético de la cepa Al de Agrobacterium tumefaciens aislada de agalla de la corona
de frambuesa basado en la secuencia del gen VirD2 descrito por Haas et al., (1995), Modelo Tamura-Nei
1000 repeticiones de Boostrap calculado por el software MegaX, el aislamiento Al de frambuesa esta

asociado con clados de A. tumefaciens.
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Identificacion molecular de Agrobacterium tumefaciens. Por amplificacion y secuenciacion del
gen VirD2, la cepa Al aislada de agallas de frambuesa var. elvira se identific6 como A.
tumefaciens. El gen VirD2 es parte de la secuencia del plasmido Ti, se considera fundamental para
el inicio del proceso de infeccion, direccionar el ADN monocatenario a los sistemas de secrecion
tipo IV para integrarse al genoma de la planta hospedante; esta conformado por 25 pb y 424
aminoéacidos, protege el genoma del ADN-T vy evitar la degradacion por endonucleasas, asi como

expresar proteinas de transporte para la colonizacion del hospedante (Nester, 2015).

En esta investigacion, la inoculacion de las cepas A2 y A3 causaron tumores en rodajas de
zanahoria, asi como en plantas de jitomate y girasol con menor severidad que la cepa Al; sin
embrago, por PCR no se obtuvo la amplificacion del gen VirD2 con los iniciadores utilizados. Al
respecto, se conoce que cepas con mutaciones en el gen VirD2 son capaces de infectar y transferir
su genoma al nucleo del hospedante, pero en tasas mas bajas. También se ha relacionado la
influencia de las proteinas del hospedante y las interacciones del ambiente con alteraciones en las
regiones del gen VirD2 (Gelvin, 2012; Tzfira y Citovsky, 2000). Asi mismo, en estudios realizados
por Bravo-Angel et al., (1998) demostraron que existen diferencias entre las secuencias del gen
VirD2 en diversas cepas de A. tumefaciens conservando 90% de la region inicial de 203
aminoacidos; lo anterior podria sugerir que las cepas A2 y A3 aisladas de agallas de plantas de
frambuesa, pudieron haber tenido alteraciones en las secuencias que no permitieron la
compatibilidad con los iniciadores utilizados para su identificacion, pero que en las pruebas de
patogenicidad si mostraron la capacidad de inducir tumores en el tejido aunque con menor
severidad. Se consigna que las especies de Agrobacterium que carece del gen VirD2, pierden su
capacidad tumorogénica (Gordon y Christie, 2014; Gelvin, 2018); por lo anterior, nuestros

resultados confirman que la cepa Al corresponde a una cepa tumorogénica de A. tumefaciens.
5.2. Densidad de poblaciones bacterianas totales en la agalla de la corona en frambuesa

Los resultados de esta investigacion indicaron que en las muestras de agalla (n=6) de
frambuesa existe diferente densidad de poblaciones bacterianas totales entre ellas. Se registrd
mayor densidad de poblaciones de bacterias en el tejido (UFC/g de tejido) méas joven de la agalla
(tejido blanguecino) y menor en las agallas con mayor desarrollo (tejido lignificado); sin embargo,
no hubo diferencia significativa entre ellas, ni con el medio de cultivo utilizado (agar nutritivo o

R2A) (Figura 8). Entre las poblaciones bacterianas totales aisladas de las agallas se observé que la
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diversidad bacteriana fue limitada identificando Unicamente 13 morfotipos con la mayor

frecuencia de aislamiento en las seis agallas analizadas, las cuales se seleccionaron para estudios

posteriores.

Poblacién bacteriana total

2.50E+06

2.00E+06
_ |
2 1.50E+06 I I I
2
(5]
o
S |
Q 1.00E+06
]

5.00E+05

0.00E+00

Al A2 A3 Al A5 AG
Agalla
AN = R2A

Figura 7. Poblaciones bacterianas totales (UFC/g de tejido) en agallas de frambuesa en los medios de
cultivo agar nutritivo (AN) y R2A agar.

5.2.1 Aislamiento de Bacillus y Pseudomonas spp. de la agalla de la corona en frambuesa

Para la densidad de poblaciones de Bacillus spp. en medio de cultivo R2A, la prueba
Kruskal-Wallis (o= 0.05) mostr6 diferencias (P=0.024) entre las temperaturas de 70 y 80 °C a las
48 h de incubacion a 28 °C. Con la comparacion Post-hoc con Mann Whitney test (0=0.05) se
encontraron diferencias significativas entre los grupos (P = 0.03) en el cual la extraccién de UFC/g
de tejido a la temperatura de 70°C es significativamente mayor que a 80 °C. Con la temperatura
de 70 °C por 7 min, la densidad bacteriana estuvo en un promedio de 6.98E+05; en tanto que a 80
°C por 5 min fue en promedio de 1.71E+05 UFC/g de tejido entre las seis agallas evaluadas
(Cuadro 3; Figura 8). Lo anterior sugiere que la exposicién en bafio maria a 70 °C por 7 min de la
suspension acuosa del tejido de la agalla es mas eficiente para la induccion de esporulacion y
prevalencia de especies de Bacillus eliminando otras bacterias asociadas al tejido; la esporulacién
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en altas temperaturas es una caracteristica conocida del género Bacillus. Entre las colonias de
Bacillus, se identificaron cuatro morfotipos diferentes las cuales se preservaron para estudios

posteriores en esta investigacion.

Cuadro 3. Densidad de poblaciones de Bacillus spp. en tejido de la agalla en frambuesa a 70 y 80 °C.

Agallas
Tratamiento Al A2 A3 Ad A5 Ab Promedio
70°C/7 min 1.08E+06* 2.33E+06 1.20E+05 2.20E+05 1.20E+05 3.20E+05 6.98E+05
80°C/5 min 7.00E+05 2.28E+05 5.00E+04 3.00E+04 1.00E+04 1.00E+04 1.71E+05
*UFCl/g de tejido de agalla de frambuesa

Poblaciones totales de Bacillus spp.
3.00E+06
2.50E+06 { *
2.00E+06

1.50E+06

1.00E+06 {
5.00E+05 ! r‘ * [ %*
I -[ T T -[ T T
< 1 + L L

0.00E+00 1 1
Al A2 A3 A4 A5 A6

UFC/g de tejido

-5.00E+05
Agallas

70°C =80°C

Figura 8. Densidad de poblaciones de Bacillus spp. en UFC/g de tejido de agalla de frambuesa a 70 y 80
°C por 7 y 5 minutos respectivamente. *Indica diferencia estadistica significativa (a=0.05)

Los pozos con mayor fluorecencia fueron identificados y seleccionados para aislar las poblaciones
bacterianas de Pseudomonas spp. (Figura 9).
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Figura 9. Pablaciones bacterianas fluorescentes de Pseudomonas en microplacas con medio caldo BK
suplementado con antibiéticos observadas bajo luz ultravioleta (260 nm) a las 72 h de incubacion a 28 °C.
Cada placa corresponde a una muestra de agalla de la corona.

Los resultados de las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes aisladas mostraron que la
densidad bacteriana estuvo en promedio de 2.98E07 UFC/g de tejido entre las seis agallas
evaluadas. Comparado con la densidad de Bacillus en el mejor tratamiento de aislamiento (70 °C/7
min) (Cuadro 3), los resultados indican que las poblaciones de Pseudomonas son méas abundantes
que las de Bacillus colonizando el tejido de la agalla de la corona en frambuesa (Cuadro 4; Figura
10). El analisis de varianza ANOVA (a=0.05) mostré diferencias significativas entre las
poblaciones de Bacillus y Pseudomonas spp. Del crecimiento bacteriano, se identificaron 23
morfotipos diferentes de los cuales se seleccionaron nueve con la mayor frecuencia de aislamiento
para estudios posteriores.

Cuadro 4. Densidad de poblaciones de Bacillus spp. y Pseudomonas fluorescentes (UFC/g de tejido) en
agalla en frambuesa.

Agallas
Poblaciones Al A2 A4 A5 A6 A7 Promedio
Bacillus 1.08E+06* 2.33E+06* 1.20E+05* 2.20E+05* 1.20E+05* 3.20E+05* 6.98E+05

Pseudomonas 3 29E+07  347E+07  3.01E+07 2.79E+07 2.03E+07  3.30E+07 2.98E+07

*; Diferencia estadistica significativa Tukey (a=0.05).
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Poblaciones totales de Bacillus y Pseudomonas
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Figura 10. UFC/g de tejido de poblaciones de Bacillus y Pseudomonas spp. aisladas del tejido de la agalla
de la corona de frambuesa. *Indica diferencia estadistica significativa (¢=0.05).

5.2.3. Identificacion molecular de antagonsitas

Por PCR se amplificaron fragmentos de aproximadamente 1500 pb del gen 16S rARN en
13 morfotipos con la mayor frecuencia de aislamiento del tejido de agallas. La comparacién de las
secuencias del fragmento amplificado en el banco de genes (Gen Bank) del NCBI identificaron
con un porcentaje de similitud entre el 95.9 y 100 % a 8 (61.5%) cepas en el género Pseudomonas
con la mayor abundancia en el tejido de agallas; entre estas, se identificaron las especies P. putida,
P. citronenllois, y P. plecoglossicida; 2 (15.3%) cepas de Bacillus y las especies B. subtilis y B.
halotolerans y 3 (23%) cepas en otros géneros y especies: Delftia sp. y Alcaligenes faecalis,
(Cuadro 4y 5).
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Cuadro 5. Identificacion molecular por amplificacién parcial del gen 16S rRNA de 13 cepas aisladas con
mayor frecuencia del tejido de agalla de la corona en frambuesa

e Homologia Numero de

ID cepa Muestra agalla Identificacion (%) acceso Genbank
AAC2 A2 Delftia sp 100 MK414965.1
AAC12 A3 Pseudomonas putida 100 CP045551.1
AACS A5 Pseudomonas sp 100 MT397006.1
AAC3 A7 Pseudomonas sp 99.84 MK?281650.1
AAC11 Al Pseudomonas putida 100 CP045551.1
AACO Ad Pseudomonas 100 MT437044.1

citronellolis
AAC1L A4 Alcaligenes faecalis 100 MK603124.1
AAC4 A2 Pseudomonas sp 100 ONO046197.1

Pseudomonas
AACI3 A3 plecoglossicida 100 ON287254.1
AAC10 Al Bacillus subtilis 100 ON102775.1
AACGE A2 Bacillus halotolerans 100 MT539148.1
AAC5 A6 Alcaligenes faecalis 95.95 KY427117.1
AACT A7 Pseudomonas sp 99.77 MT397006.1

Cuadro 6. Ubicacion taxonémica de cepas aisladas con mayor frecuencia del tejido de la agalla de la
corona en frambuesa.

Alcaligenes Delftia Bacillus Pseudomonas
Dominio  Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Filo Proteobacteria Proteobacteria Firmicutes Proteobacteria
Clase B-proteobacteria [B-proteobacteria Bacilli y-proteobacteria
Orden Burkholderiales Burkholderiales Bacillales Pseudomonadales
Familia Alcaligenaceae Comamonadaceae Bacillaceae Pseudomonadaceae
Género Alcaligenes Delftia Bacillus Pseudomonas
Especie Faecalis subtilis Putida

haloterans citronillolis

plecoglossicida

Fuente: Schoch et al., 2020
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON046197.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72UAW3SN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON287254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=72UMG3RY01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON287254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=72UMG3RY01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ON102775.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72UN2B1P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT539148.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72UNN8GE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY427117.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=72USEN7K016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT397006.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=72V3CMS9016

5.2.4. Analisis filogenéticos de cepas nativas en la agalla de la corona

La relacién filogenética de cada cepa se infirié con el software Mega-X y la base de datos
NCBI.

5.2.4.1 Alcaligenes faecalis

Las cepas AACLl y AACS se identificaron como Alcaligenes faecalis (Figura 11). A.
faecalis se caracteriza por colonizar diversos nichos ecologicos, principalmente en suelos, agua y
rizosfera, las especies dentro del género Alcaligenes son ampliamente estudiadas por su capacidad
de bioremediacion entre los que se incluyen fenoles, pesticidas e hidrocarburos (Basharat et al.,

KJ729605.1 Alcaligenes faecalis strain 8DR 16S ribosomal RNA gene partial sequence
93%
MT572474.1 Alcaligenes aquatilis strain RC43 163 ribosomal RNA gene partial sequence
MK598806.1 Alcaligenes faecalis strain 6A3-13 185 ribosomal RNA gene partial sequence
MKE03070.1 Alcaligenes faecalis strain 6B1-BA 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MKB03065.1 Alcaligenes faecalis strain 883-13 163 ribosomal RNA gene partial sequence

56%

LR535763.1 Alcaligenes faecalis partial 165 rRNA gene isolate 5A4-13

MK598805.1 Alcaligenes faecalis strain 6A2-13 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK598803.1 Alcaligenes faecalis strain 5A4-13 163 ribosomal RNA gene partial sequence

MK598803.1 Alcaligenes faecalis strain 5A4-13 188 ribosomal RNA gene partial sequence(2)

MKE03124.1 Alcaligenes faecalis strain 9A4-13 16S ribosomal RNA gene partial sequence

A10 CONSENSO

AAC1

N
AAC5

0.050

Figura 11. Arbol filogenético consenso de Alcaligenes faecalis aislada de la agalla de la corona en
frambuesa, basado en la secuencia del gen 16S rARN descrito por Baker et al., (2003), Modelo Tamura-
Nei 1000 repeticiones de Boostrap calculado por el software MegaX, el aislamiento correspondiente a las
bacterias AAC1 y AACS estan asociadas con clado de Alcaligenes spp.
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5.2.4.2. Delftia sp.

La cepa AAC2 se identifico como Delftia sp. Las especies dentre del género son gram
negativas, movil, flagelada, en forma de varilla y dependiendo de la especie puede ser
completamente recta o ligeramente curva (Wen et al., 1999). La cepa aislada de agallas se relaciona

con dos cepas del género (Figura 12).

MH769484 .1 Delftia sp. strain QW16-2 165 ribosomal RNA gene partial sequence

99%

‘ MH769484.1 Delftia sp. strain QW16-2 165 ribosomal RNA gene partial sequence(2)

82%

MK414884.1 Delftia acidovorans strain IAE185 16S ribosomal RNA gene partial sequence

98%

MFE79148.1 Delftia acidovorans strain B9 165 ribosomal RMNA gene partial sequence

MK459473.1 Delftia sp. strain TC105 165 ribosomal RNA gene partial sequence

——————————— MK332257 1 Delftia sp. strain JY-05 16S ribosomal RNA gene partial sequence

8% LC420057.1 Delftia acidovorans JCM 2784 gene for 165 ribosomal RNA partial sequence

3% MK414965.1 Delftia sp. strain IAE258 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK332301.1 Delftia sp. strain JY-49 165 ribosomal RNA gene partial sequence

0.a0z0

Figura 12. Arbol filogenético consenso de Delftia sp. aislada de la agalla de la corona en frambuesa, basado
en la secuencia del gen 16s descrito por Baker et al., (2003), modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones de
Boostrap calculado por el software MegaX, la cepa aislada de la agalla de la corona AAC2 esta asociada
con el clado de Delftia sp.
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5.2.4.3. Bacillus spp.

En el tejido de la agalla de la corona en frambuesa se aislaron e identificaron con mayor
frecuencia a las especies B. subtilis (cepa AAC10) y B. halotolerans (cepa AAC6) (Figura 13). El
género Bacillus incluye cepas con células en forma de baston, gram postivas, y anaerobias
facultativas, actualmente se han descrito diversas especies de este género como potenciales agentes

de biocontrol contra hongos y bacterias fitopatdgenas (Fira et al., 2018).

MT487705.1 Bacillus halotolerans strain MPF80 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MT487690.1 Bacillus halotolerans strain MPF58 16S ribosomal RNA gene partial sequence

83%
r MT487691.1 Bacillus halotolerans strain MPF59 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AAC6

MT539148.1 Bacillus halotolerans strain HFBPR26 16S ribosomal RNA gene partial sequence

96%

89%

MT538266.1 Bacillus halotolerans strain HFBP 19 18S ribosomal RNA gene partial sequence

789 | - MZ081559.1 Bacillus spizizenii strain HY RZ02 16S ribosomal RNA gene partial sequence

r MW831521.1 Bacillus velezensis strain S1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

4998

E

MZ067804.1 Uncultured Bacillus sp. clone dna 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MW931522 1 Bacillus velezensis strain S6 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MZ080626.1 Bacillus subtilis strain BS3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AAC10

0020

Figura 13. Arbol filogenético consenso de la cepa AAC6 y ACC10 aisladas de la agalla de la corona en
frambuesa, asociadas con el clado de Bacillus spp, basado en la secuencia del gen 16S rARN descrito por
Baker et al., (2003), modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones de Boostrap calculado por el software MegaX.
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5.2.4.4. Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. fueron las poblaciones mas abundantes colonizando el tejido de la agalla
en frambuesa. Pseudomonas spp. son bacterias baciliformes rectas y curvadas dependiendo la
especie, gram negativas que colonizan una amplia diversidad de nichos ecoldgicos (Hesse et al.,
2018). Las Pseudomonas spp. identificadas en este estudio se relacionan filogenéticamente con las

especies P. putida, P. citronillolis y P. plecoglossicida (Figura 13).
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MN747135.1 Pseudomonas sp. strain DMU3 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MK788753 1 Pseudomonas sp. strain DOP-1a 16S ribosomal RNA gene partial sequence

——| AAC7

MT397006.1 Pseudomonas sp. strain KFWK 165 ribosomal RNA gene partial sequence(2)

AAC4

AAC3
90%

—— MT084588.1 Pseudomonas sp. strain 1AP-CY 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AAC8

MT397006.1 Pseudomonas sp. strain KFWEK 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AAC12

@
Ed

— MKB680517.1 Pseudomonas putida strain A1 16S ribosomal RMA gene partial sequence

AAC11

ON287256.1 Pseudomonas plecoglossicida strain H13032002 168 ribosomal RNA gene partial sequence

AAC13

8
2

MW811611.1 Pseudomonas sp. strain CLX-5 165 ribosomal RNA gene partial sequence

KF030897.1 Pseudomonas putida strain DNSL02 16S ribosomal RNA gene partial sequence

‘ AACY

MT437044 1 Pseudomonas citronellolis strain A13 165 ribosomal RNA gene partial sequence

81%

0.00s0

Figura 14. Arbol filogenético consenso de Pseudomonas spp. aisladas de la agalla de la corona en
frambuesa, basado en la secuencia del gen 16S rARN descrito por Baker et al., (2003), asociadas con el
clado de P. putida, P. citronillolis y P. plecoglossicida basadas en el modelo Tamura-Nei 1000 repeticiones
de Boostrap calculado por el software MegaX.

40



Densidad de poblaciones bacterianas totales en la agalla de la corona en frambuesa. Se
evidencid que en el tejido de la agalla en frambuesa colonizan en diferente densidad otras
poblaciones bacterianas fuera del género Agrobacterium, pero con limitada diversidad. La
bacterias que colonizan un mismo nicho pueden establecer relaciones benéficas o de competencia
(Diaz y Sen, 2011; Platt et al., 2012). Se conoce que A. tumefaciens puede convivir con un gran
numero de bacterias en el suelo y la rizésfera; sin embargo, la coexistencia en el tumor con otros
microorgansimos es aun poco explorado. Durante el desarrollo de la agalla, A. tumefaciens puede
inducir la produccién de diversas clases de opinas como nopalina, agrocipina y octopina las cuales
son utilizadas por este patdgeno como fuentes de carbono y energia creando un nicho altamente
especifico para su ciclo de vida (Szegedi et al., 1988; Aloni y Ullrich, 2008; Quispe-Huamanquispe
etal., 2017).

El estudio de las opinas especificas utilizadas por A. tumefaciens, postula que podrian ser
también quimioatrayentes para otras especies bacterianas diferentes al género Agrobacterium
(Brencic y Winans, 2005; Barton et al., 2018; Nester, 2015), capaces de utilizar estos mismos
compuestos como fuentes de carbono, colonizar el tejido de la agalla y establecer posiblemente
una relacién de competencia (Tzfira y Citovsky, 2000; Nester, 2015; Lacroix y Citovsky, 2019).
Por lo anterior, los resultados de esta investigacion podrian sugerir que las opinas y otros
compuestos sintetizados en el tumor influencian la densidad y diversidad de otros
microorganismos que colonizan el tejido del tumor ya que entre las poblaciones bacterianas totales
aisladas de las agallas se observé una limitada diversidad bacteriana identificando Gnicamente 13

morfotipos con la mayor frecuencia de aislamiento en las seis agallas analizadas.
5.3. Pruebas de antagonismo in vitro e in vivo
5.3.1. Antagonismo in vitro contra A. tumefaciens

De seis muestras de agalla de la corona en frambuesa var. elvira se aislaron 13 cepas
bacterianas asociados con mayor frecuencia al tejido de las agallas. Entre estos, la prueba de
antagonismo in vitro identifico a las cepas AAC2, AA5 y AAC9 con algun grado de inhibicion del
crecimiento contra A. tumefaciens (Figura 14). La amplificacidon y secuenciacion del gen 16S

rARN identificaron estas cepas antagonistas con 100% de similitud con Delftia sp. (AAC2);
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Alcaligenes faecalis (AAC5) y Pseudomonas citronenollis (AAC9) (Cuadro 4). Las tres cepas se

seleccionaron para las pruebas de antagonismo in vivo.

Figura 15.Antagonismo in vitro de bacterias aisladas del tejido de la agalla de la corona en frambuesa
contra A. tumefaciens. Delftia spp. (AAC2), Alcaligenes faecalis (AA5) y Pseudomonas citronenollis
(AAC9). 4 repeticiones (R1-R4).

Pseudomonas citronenollis (cepa AAC9) indujo la formacion de un halo blanquecino
alrededor de la colonia, lo anterior podria indicar potencial de antagonismo mediado por la

formacion de biopeliculas (D’aes et al., 2014).

42



5.3.2. Indice de Eficiencia de Antagonismo (IEA)

Los resultados del analisis estadistico del IEA in vitro (Tukey a= 0.05) mostraron
diferencias entre las tres cepas antagonistas (P= 0.00002023). El el mayor grado de antagonismo
se observo con Alcaligenes faecalis (AA5), seguido de Delftia sp. (AA2) y Pseudomonas
citronenollis (AAC9) (Cuadro 6, Figura 15).

Cuadro 7. indice de eficiencia de antagonismo (IEA) de bacterias aisladas de la agalla en frambuesa.
*Diferencia significativa entre medias ANOVA(a=0.05), P=0.00002023. El mayor indice de antagonismo

se registrd con Alcaligenes faecalis (AA5), seguido de Delftia sp. (AA2) y Pseudomonas citronenollis
(AAC9).

IEA
(mm)
1.56

Alcaligenes faecalis o 1% 1.63*

Antagonista Promedio

1.44
1.56
0.73

Delftia sp. L4 0. 02275*

0.73
1
0.01
) . 0.015
P. citronellolis o004 0. 9825

0.042
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Indice de eficiencia de antagonismo IEA (mm) inducidos
por bacterias antagonicas

Indice de eficiencia de antagonismo IEA (mum)

2. E

Alcaltgenes faecalls Deiftia sp P. citronellolis

Antagonista

Figura 16. indice de eficiencia de antagonismo in vitro de Alcaligenes faecalis, Delftia sp. y Pseudomonas
citronellolis. *Diferencia significativa (Tukey a=0.05) (P=0 N1104).

5.3.3. Antagonismo in vitro por metabolitos

Los resultados del antagonismo in vitro mediante el filtrado de metabolitos de las tres cepas
bacterianas: Alcaligenes faecalis (AA5), Delftia sp. (AA2) y Pseudomonas citronenollis (AAC9)
no inhibieron el crecimiento de A. tumefaciens; asi mismo, las tres cepas no mostraron actividad

proteolitica ni lipolitica en la caracterizacion enzimatica in vitro.
5.3.4. Antagonismo in vivo contra A. tumefaciens

Las plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) var. ramsés fueron susceptibles a la
infeccion por A. tumefaciens. A los 40 dias después de la inoculacion (ddi), en todos los
tratamientos se desarrollaron tumores de diferente tamafio en el cuello y tallo de las plantas
inoculadas tanto por herida con masa bacteriana como por suspension celular en el sustrato con A.
tumefaciens. Se observé mayor severidad en los tratamientos inoculados por herida que en el
sustrato. Con la inoculacion por herida, se desarrollaron tumores de diferente tamafio en una mayor

area del tallo.

Con la interaccion de los antagonistas + A. tumefaciens ningln tratamiento suprimié la
infeccion y el desarrollo de tumores; sin embargo, se observaron diferencias en la severidad y area

del tallo afectado entre los diferentes tratamientos con los antagonistas inoculados individualmente
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como con el consorcio con Pseudomonas spp. Con la inoculacion de Alcaligenes fecalis (AAC5)
se observo menor severidad en general que el resto de los tratamientos. Con este tratamiento, los
tumores desarrollados en las plantas se distribuyeron en éareas del tallo mas distantes del cuello y
corona de la raiz aun con la inoculacion por herida y masa bacteriana de A. tumefaciens en esa
zona. Los tumores en el tallo fueron de menor tamafio, blanquecino y no lignificado. El area de
tallo de las plantas de jitomate con tumores fue menor cuando se inoculd A. tumefacies en el

sustrato con suspension celular que con masa bacteriana.

Las plantas inoculadas con Delftia sp. (AAC2) mostraron el desarrollo de agallas de
diferentes tamafios en areas dispersas del tallo de las plantas. Asi mismo, este tratamiento se
caracterizo por un ensanchamiento del tallo, lo cual puede ser una respuesta a la infeccion por A.

tumefaciens.

El tratamiento con Pseudomonas citronellolis (AAC9) mostro mayor severidad que con las
cepas Alcaligenes faecalis (AAC5) y Delftia sp. (AAC2); los tumores fueron de mayor tamarfio y

en mayor area del tallo de las plantas infectadas.

Con lainoculacion del consorcio de Pseudomonas spp. se observo la mayor severidad entre
todos los tratamientos (Figura 17), se desarrollaron tumores en una mayor area del tallo; en algunas
zonas del tallo los tumores méas pequefios coalescieron formando amplia area con protuberancias
del tejido. Ademas, hubo una reduccion del crecimiento de las plantas con los tallos ensanchados
(Figura 16).
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A. tumefaciens + antagonista A. tumefaciens - antagonista

Antagonista Testigo

Herida Sustrato Herida Sustrato

CPS

Figura 17. Severidad de tumores en plantas de jitomate var. ramsés a los 40 ddi con los antagonistas AAC5
(Alcaligenes faecalis), AAC2 (Delftia spp.), AAC9 (Pseudomonas citronenollis), CPS (Consorcio de
Pseudomomas spp.) y A. tumefaciens. Inoculacién de A. tumefaciens A y C) herida en el cuello del tallo
con masa bacteriana, B y D) suspension con 1 x 107 UFC/mL en el sustrato. D) testigo sin inoculacion.

En los testigos, las plantas inoculadas con A. tumefaciens (testigo 1) desarrollaron distintas
protuberancias a lo largo del tallo y diferentes areas; en algunas plantas se observé ensanchamiento
del tallo que dara lugar a la formacion de la agalla. Las plantas del testigo negativo no desarrollaron

ningun sintoma (Figura 16).
5.3.5. Analisis estadistico

Con los datos del area (mm) infectada (desarrollo de tumores) del tallo, los resultados del
andlisis estadistico (Tukey, o= 0.05) mostraron diferencias entre los tratamientos. Con la

inoculacion de Alcaligenes faecalis (AAC5), el area del tallo con tumores fue menor que el resto
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de los antagonistas, seguido de Delftia sp. (AAC2) y Pseudomonas citronellolis (AAC9). Con la
inoculacion de consorcio de Pseudomonas spp. (CPS) no hubo diferencia con el testigo (Cuadro
7). En todos los tratamientos con los antagonistas, no hubo diferencia entre el método de
inoculacién de A. tumefaciens tanto por herida y masa bacteriana en el cuello del tallo como por
suspension bacteriana en el sustrato y el area infectada del tallo (Figura 18).

Cuadro 8. Area infectada del tallo (mm) con la inoculacion de A. tumefaciens por herida y suspension
bacteriana en el sustrato y la interaccion con los antagonistas.

Inoculacién A. . Promedio de Anova Tukey
Tratamiento

tumefaciens area infectada (a=0.05) (a=0.05)
Control positivo 106
A. faecalis 28.92 0.0000163*
Sustrato P. citronellolis 47.74 0.000015 0.00056*
Delftia sp. 39.06 0.0001064
CPS 76.7 0.06
Control positivo 129
A. faecalis 18.66 0.0000086*
Herida P. citronellolis 44,78 0.0000087  0.00029*
Delftia sp. 43.66 0.00025*
CPS 84.42 0.07
A B
. R
L ]
‘g 4 ;‘f ® —
L ]
,. : = .
A laecals  Conbrol postvo CcPs Delfia sp P cironeliols A laecals Contiol porsitig CPS Dl 5p P citronedlols
Tratamiento Tratamiento

Figura 18. Area infectada del tallo (mm) con la inoculacion de A. tumefaciens + antagonistas. A)
Suspension bacteriana con 1x107 en el sustrato. B) Herida y masa bacteriana en el cuello de la raiz.
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5.3.6. Colonizacion de raices por los antagonistas

A los 7 dias después de la inoculacién (inmersién) en la raiz de las plantas de jitomate var.
ramsés, todos los antagonistas incluyendo el consorcién de Pseudomonas spp. (CPS) fueron
reaislados de la raiz; lo cual demostrd la eficiente colonizacion in vivo de los antagonistas en las
raices de las plantas de jitomate utilizados en esta investigacion (Figura 19). No se observaron
diferencias significativas en la densidad (UFC/g raiz) entre los antagonistas; sin embargo, se
reaislé6 una mayor densidad promedio del consorcio de Pseudomonas spp. seguido de las cepas

Delftia sp., P. citronenollis y A. faecalis (Figura 19).

Bacterias antagonistas

3.00E+06
2.50E+06
2.00E+06

1.50E+06

UFC/g de tejido

1.00E+06

5.00E+05

R1 R2 R3 R4 R5 Promedio

0.00E+00
Raiz

H A. faecalis P. citronellolis Delftia spp. CPS

Figura 19. Densidad de poblaciones en unidades formadoras de colonias (UFC/g raiz) de antagonistas

reaislados a los 7 ddi en la raiz de jitomate var. ramses.

Antagonismo in vitro e in vivo. En esta investigacion se aislaron e identificaron con mayor
frecuencia a Alcaligenes faecalis, Delftia sp., Pseudomonas citronenollis y Pseudomonas spp. del
tejido de tumores en frambuesa causado por A. tumefaciens y se evaluaron como potenciales

antagonistas in vitro e in vivo en plantas de jitomate contra este patgeno.

Alcaligenes faecalis fue la cepa con mayor grado de antagonismo in vitro y proteccion in

vivo contra A. tumefaciens. A. faecalis pertenece a la clase de las B-proteobacterias, gram negativa,
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baciliforme, crece Optimamente a 37°C y puede sobrevivir en ambientales alcalinos, de lo cual
deriva la nomenclatura del género. Genéticamente esta relacionada con Pseudomonas, su genoma
alberga genes que le permiten catalizar fenoles y metabolizar diversos compuestos aromaticos por
lo cual se ha utilizado en biorremediacién ( Klem, 1999; Basharat et al., 2018).

Cepas de A. faecalis se han estudiado como antagonistas y eficientes agentes de biocontrol
contra patdgenos causantes de enfermedades bacterianas y fungicas. El antagonismo de A. faecalis
se relaciona con su actividad bacteriostatica y fungistatica (Yokoyama et al., 2013). Poblaciones
de A. faecalis se han identificado como enddfitas en diversas especies vegetales, asi como
habitantes naturales del suelo. Como enddfito se asocia con la sintesis de fitohormonas, promocién
del crecimiento en plantas y proteccién contra la infeccion de patogenos (Saikia et al., 2022). Se
reporta que A. faecalis estimula las vias de defensa de la planta hospedante ante el estrés ambiental
y la resistencia a la lisis celular, asi como la induccién para la produccion de compuestos fendélicos

y antioxidantes en plantas (Ray et al., 2020).

La eficiente metabolizacion de componentes fenolicos y aminoacidos podria sugerir la
capacidad de colonizar el tejido de la agalla de la corona. Asi mismo, se ha identificado como
enddfita en diferentes especies de plantas como promotora del crecimiento, y con capacidad de
biotransformar compuestos tdxicos ( Basharat et al., 2018; Ray et al., 2020). En tejidos animales,
A. faecalis muestra actividad antagénica mediada por la produccion de compuestos
antimicrobianos resistentes a temperaturas y actividad enzimatica, los cuales se sintetizan en la
fase de crecimiento exponencial inhibiendo con éxito bacterias gram negativas y positivas (Ilham
et al., 2013); lo anterior puede explicar que en esta investigacion no fue posible evidenciar la
produccion de metabolitos y enzimas involucrados en el antagonismo de A. tumefaciens de todas
las cepas aisladas del tejido del tumor; es posible que el tiempo de 48 h de crecimiento establecido
no fue suficiente para alcanzar la fase exponencial relacionada con la sintesis de metabolitos

involucrados en el antagonismo contra A. tumefaciens.

En esta investigacion, A. faecalis no suprimid la infeccion por A. tumefaciens en plantas de
jitomate; sin embargo, redujo significativamente la severidad de tumores. Cepas de A. faecalis se
han utilizado como agentes de biocontrol, su genoma alberga genes para producir compuestos
antimicrobianos de origen proteico, péptidos antimicrobianos y sideroforos; su utilizacion en la

agricultura es amplia y funcional considerandose una especie de importancia ecoldgica (Sayyed y
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Chincholkar, 2009; Liu et al., 2016; Lahlali et al., 2020). Asi mismo, Odesa et al., (2019) analizo
la comunidad bacteriana en flores y bayas de uva de plantas infectadas por Agrobacterium spp., y
demostré que A. faecalis y Agrobacterium coexisten en este nicho, resaltando la capacidad de
convivencia de Agrobacterium con bacterias antagénicas. Lo anterior sugiere que la presencia de
A. faecalis en la agalla de la corona de frambuesa tienen una relacién con la convivencia con A.
tumefaciens y que estudios futuros se deben enfocar en dilucidar los factores que determinan esta
relacion de convivencia para entender con mayor profundidad su potencial como agente de control

contra este patégeno.

Delftia spp. es un género que se ha considerado con potencial para la biorremediacion, son
bacterias gram negativas, aerobias obligadas, con una amplia capacidad metabdlica; se asocia
colonizando diversos nichos como rizosfera, suelos, agua dulce, salada y lodos activados con
capacidad de adquirir nutrientes primarios como fructosa, manitol y aminoacidos (Wen et al.,
1999; Jorgensen et al., 2009; Brafia et al., 2016). Especies dentro este género también se reportan
como promotoras de crecimiento mediado por la fijacion de nitrogeno, la produccion de
fitohormonas que aumentan el tamafio de las raices y sideroforos para la captacién de hierro, lo
cual se relaciona con la competencia por espacio y nutrientes; algunas especies producen
compuestos antimicrobianos y tienen la capacidad de biotransformar compuestos organicos e
inorganicos; como biofertilizante han demostrado mejorar la produccion de biomasa vegetal por
lo cual ha sido de interés su aplicacion en la agricultura (Brafia et al., 2016; Morel et al., 2016;
Cagide et al., 2018).

Otras investigaciones reportan su eficiencia como agente de biocontrol contra bacterias
fitopatogenas como el caso de Pectobacterium carotovorum (Ubalde et al., 2012; Maisuria y
Nerurkar, 2015). Se han descrito diversas especies dentro del género Delftia con mecanismos de
accion diferentes pero eficientes para inhibir a bacterias fitopatdgenas; una de las estrategias mas
estudiadas se relaciona con la produccion de enzimas que interfieren en los sistemas de Quorum

Sensing (QS) en procariontes (Jorgensen et al., 2009; Maisuria y Nerurkar, 2015).

Entre las especies en este género capaces de inhibir las sefiales QS mediado por la
produccion de enzimas, se han identificado a Delftia tsuruhatensis, D. lacustris y D. acidovorans.
D. tsuruhatensis fue la primera especie caracterizada como antagonista y promotora del

crecimiento dentro del género; esta especie se aislo de la rizosfera de plantas de arroz 'y mostrd
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antagonismo  eficiente  contra los  patdgenos  Xanthomonas  oryzae, Rhizoctonia
solani y Pyricularia oryzae (Han et al., 2005). Delftia sp. al igual que las otras especies
identificadas y aisladas a partir de tejido de la agalla de la corona en frambuesa, son
microorganismos que en otras investigaciones mostraron una amplia adaptacion metabdlica y
resistencia a condiciones ambientales adversas, manteniendo una relacion estrecha con el
hospedante principalmente como bacterias promotoras de crecimiento (Agafonova et al., 2017;
Hesse et al., 2018; Sansinenea et al., 2019; Ray et al., 2020).

En este estudio, la identificacion mediante la amplificacion del gen 16S rARN evidencid
la presencia de bacterias del género Delftia en el tejido de la agalla de la corona en frambuesa, el
analisis filogenético mostrd que esta cepa se encuentra dentro del clado de este género y se
relaciond filogenéticamente con la especie D. acidovorans, la cual ha sido comprobada como

promotora de crecimiento de plantas (Agafonova et al., 2017; Khalifa y AlMalki, 2019).

Peudomonas citronellolis es una bacteria gram negativa dentro de la familia
Pseudomonadaceae. Esta especie se ha estudiado por su capacidad para degradar hidrocarburos y
su potencial para reducir contaminantes como agente de biorremediacion. Es eficiente colonizador
de diversos nichos como suelos; se reconoce como habitante natural de la filésfera en plantas en
donde establece una interaccion de competencia por la produccion de sideroforos y degradacion
de terpenoides, desplazando otras bacterias en este nicho ecolégico (Remus-Emsermann et al.,
2016).

Cepas de P. citronellolis se relacionan como antagonistas en suelos agricolas, eficientes
para suprimir enfermedades fungicas y bacterianas (Haas y Keel, 2003). En este estudio, la cepa
P. citronenollis aislada de tumores mostré el menor indice de Eficiencia Antagonista in vitro
contra A. tumefaciens; sin embargo, fue considerada para las pruebas in vivo por inducir in vitro la
formacién de un halo de crecimiento bacteriano, relacionado con la motilidad, formacion de
biopeliculas y potencial produccidn de antimicrobianos y estimulantes promotores de crecimiento
(Khan et al., 2009; D’aes et al., 2014;). En las pruebas in vivo, la severidad de tumores fue
significativamente menor con respecto al testigo. Este resultado se podria atribuir a su capacidad
de colonizacion de raices; en esta investigacion se utilizoé una densidad de indculo de 1 x 10’
UFC/mL. Otros estudios demostraron que la eficiente proteccién contra fitopatégenos por P.

citronenollis depende de altas densidades de in6culo (Haas y Keel, 2003; Remus-Emsermann et
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al., 2016). Lo anterior sugiere que estudios futuros se deben enfocar en la evaluacion de
densidades mas altas de indculo de esta y las otras cepas para una probable mejor proteccion contra

A. tumefaciens.

Antagonismo de Pseudomonas sp en consorcio. El género Pseudomonas ha sido ampliamente
estudiado como agente de biocontrol (Haas y Keel, 2003; Remus-Emsermann et al., 2016; Sun et
al., 2017). Se conoce que la dinamica cooperativa entre especies bacterianas favorece la
colonizacién de un nicho determinado. El establecimiento de un consorcio bacteriano demanda la
competencia por nutrientes con base en una densidad poblacional 6ptima entre las bacterias que
actlian en consorcio; sin embrago, también se ha demostrado que la funcionalidad de un consorcio
bacteriano puede afectarse cuando algun factor de la interaccién incrementa o disminuye la

densidad de una o mas especies involucradas en el consorcio (Platt et al., 2012).

En esta investigacion, la inoculacion en la raiz de plantas de jitomate variedad ramsés con
un consorcio de ocho cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la agalla de la corona en frambuesa,
no tuvo efecto en el desarrollo de tumores siendo estadisticamente igual que el testigo inoculado

unicamente por A. tumefaciens.

El control biolégico de A. tumefaciens es dificil de alcanzar en condiciones de campo.
Existen estudios que evidencian que Pseudomonas sp. muestran alta actividad de antagonismo in
vitro contra A. tumefaciens, pero ineficiente antagonismo con la inoculacién in vivo en plantas; por
ejemplo, Barton et al., (2018) observé que una cepa de Pseudomonas aeruginosa mostro fuerte
antagonismo in vitro contra A. tumefaciens pero fue ineficiente en inoculaciones in vivo contra el
desarrollo de tumores causados por A. tumefaciens, atribuyendo este efecto a la mayor capacidad
de A. tumefaciens de contrarrestar el efecto antagonista y retomar el control celular y colonizacion
del tumor. Lo anterior podria explicar el nulo efecto de la inoculacién en consorcio de
Pseudomonas spp. contra la infeccion y desarrollo de tumores por A. tumefaciens en este estudio.
Asi mismo, podria evidenciar que la interaccion con el ambiente altamente especifico en el tejido
del tumor juega un papel fundamental en la interaccién bacteriana (Akiyoshi et al., 1987;
MccCarthy et al., 2019).

En esta investigacion se identificaron las especies P. citronellolis, P. putida. y P.

plecoglossicida con la mayor frecuencia de aislamiento en el tejido de la agalla de frambuesa.
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Especies de este género han sido ampliamente estudiadas como habitantes naturales en diversos
nichos ecoldgicos por su capacidad de utilizar una amplia gama de compuestos organicos como
fuentes de energia, producir compuestos antimicrobianos, actividad como promotoras de
crecimiento vegetal, competencia por la adquisicion de hierro y por su eficiencia para evadir
compuestos antimicrobianos; lo anterior los caracteriza como microorganismos con una amplia

aptitud ecologica para el control biologico ( Berendsen et al., 2015; Hesse et al., 2018).

Otras investigaciones destacan que el medio ambiente que rodea a la plantas hospedantes
influye en la interaccion entre bacterias de multiples taxones; se ha comprobado que especies de
Pseudomonas y Agrobacterium pueden establecer una comunicacion estrecha mas alld de la
coexistencia, ya que mantienen una comunicacion activa mediante la produccion de citocinas para
la colonizacién endoéfita, formacion de biopeliculas, aumento de poblaciones bacterianas y la
capacidad de Pseudomonas de adquirir genes para la biotranformacién de las opinas producidas
por A. tumefaciens (Yamada et al., 1985; Akiyoshi et al., 1987; An et al., 2006). Asi mismo,
Pseudomonas spp. naturalmente son colonizadoras de la raiz, principalmente habitan en la
epidermis, y sitios de exudacion; en la agalla de la corona ocurre abundante exudacion de agua y

nutrientes lo cual pudiera explicar el éxito para colonizar este tejido (An et al., 2006).

Los patdgenos de plantas puede desarrollar diferentes estrategias de colonizacion; entre
estos, A. tumefaciens, agente causal de la agalla de la corona, se caracteriza por inducir el desarrollo
de tumores mediado por la insercién del plasmido Ti en el genoma de la planta hospedante. Este
tumor se considera un nicho de colonizacién altamente especifico ya que durante su desarrollo
(tumorogénesis) se producen fuentes de carbono exclusivos para las poblaciones de A.
tumefaciens; sin embargo, es posible que también colonicen otras poblaciones bacterianas que
compitan por la asimilacion de los mismos nutrientes en este nicho especifico. En esta
investigacion, se evidencié que A. faecalis, Delftia sp. aislados con mayor frecuencia del tejido de
tumores en frambuesa, reducen la severidad de tumores en plantas de jitomate inoculados con A.

tumefaciens en condiciones de invernadero.
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VI. CONCLUSIONES

A. tumefaciens biovar 1 es el agente causal de la agalla de la corona de frambuesa. La cepa Al
identificada como A. tumefaciens mediante PCR por la amplificacion y secuenciacion del gen
VirD2 causé tumores con la inoculacudn in vitro en rodajas de zanahoria, asi como in vivo en
plantas de jitomate y girasol en invernadero. Lo anterior sugiere que la amplificacion y
secuenciacion de este gen puede ser una estrategia Util para identificar cepas tumorogenicas de A.

tumefaciens.

En el tejido de la agalla de la corona en frambuesa colonizan otras bacterias fuera del género
Agrobacterium en diferente densidad poblacional; sin embargo, la diversidad de estas poblaciones
es limitada. Pseudomonas spp. son mas abundantes y frecuentes colonizadoras de la agalla,
seguido de Bacillus spp. Otros géneros aislados con alta frecuencia fueron Alcaligenes y Delftia.
La sintesis de nutrientes especificos en la agalla podria estar influenciando la prevalencia de estos

géneros y la relacion comun de convivencia con A. tumefaciens.

La agalla de la corona en frambuesa alberga bacterias antagonistas in vitro e in vivo contra A.
tumefaciens. La secuenciacion del gen 16S rARN identifico a Alcaligenes faecalis, Delftia sp. y
Peudomonas citronellolis como antagonistas in vitro de A. tumefaciens. La inoculacion in vivo de
Alcaligenes faecalis en la raiz de tomate produjo significativamente la mayor proteccion y menor
severidad de sintomas, seguido de Delftia sp. y Peudomonas citronellolis.

La inoculacién del consorcio de Pseudomonas spp. no tiene ningun efecto en el desarrollo de
tumores causados por A. tumfaciens. Los resultados de otras investigaciones indican que la
densidad de indculo de los mismos antagonistas aqui evaluados, es un factor importante en la
eficiencia antagonista in planta; lo anterior sugiere que estudios futuros podrian enfocarse en la
evaluacion de densidades de in6culo mayores de los antagonistas utilizados en esta investigacion
para inducir probablemente una mayor proteccion contra la infeccién y desarrollo de tumores por

A. tumefaciens.

La inoculacién de las bacterias antagonistas Alcaligenes faecalis, Delftia sp. y Peudomonas
citronellolis y consorcio de Pseudomonas spp. en la raiz de jitomate mostraron una colonizacion
eficiente de la raiz. Todos los antagonistas fueron reaislados 7 dias después de la inoculacion en

condiciones de invernadero. Este modelo de estudio podria ser util para futuras investigaciones
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sobre la interaccion de antagonistas de diversos nichos ecologicos para el control de A.

tumefaciens.

Las bacterias antagonistas aisladas del tejido de tumores no suprimieron la infeccion in vivo de A.
tumefaciens en plantas de jitomate; sin embargo, redujeron la severidad de tumores en el tallo de
las plantas inoculadas. La inoculacién de Alcaligenes faecalis produjo la menor area de infeccion
del tallo y severidad de sintomas. Principalmente las cepas A. faecalis y Delftia sp. aisladas en esta
investigacion pueden ser Utiles para futuras aplicaciones biotecnoldgicas como agentes de
biocontrol contra este patogeno; otros estudios deberan enfocarse en dilucidar con mayor
profundidad las bases fisiologicas y metabdlicas que estan involucrados con la interaccion y

antagonismo de estas cepas contra A. tumefaciens.
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