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RESUMEN: El objetivo del presente trabajo consistié en reportar los avances del aislamiento y caracterizacion de bacterias presentes
en el cultivo de tejidos de Cenchrus purpureus CT-608. El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Agraria de la Habana. Se empled fragmentos de colonias de bacterias provenientes de microplantas contaminadas y se aislaron en tubos
de ensayos con medio Agar Nutriente. Las colonias se describieron segun sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas mediante
tinciéon de Gram y microscopio Optico con aumento 1000X. Se evaluaron los descriptores: forma celular, forma de agrupacion, tamafio,
reaccion a la tincion de Gram, produccion de quistes, produccion de capsula, produccion de endosporas. Se determiné la sensibilidad
bacteriana al set de antibidticos: Pencillina, Amoxacillina, Ampicillina, Cefalexina, Cefixime, Ceftrioxima, Acido nalidixico,
Gentamicina y Cloranfenicol. La respuesta a los antibidticos se realiz6 mediante la técnica de Kirby-Bauer. Se aislaron dos colonias
bacterianas, donde se obtuvo un morfotipo Gram positivo (MF1) y dos morfotipos Gram negativo (MF2 y MF3) en una de las colonias.
Predominé la forma celular bacilar, con tamafio de 3-4 mm y la forma de agrupacion varié de bacilo a irregular arrocelada. Los
morfotipos mostraron sensibilidad al Acido nalidixico y la Cefalexina, y resistencia a Penicillina, Amoxacillina y Ampicillina. Se
aislaron tres morfotipos bacterianos en microplantas de C. purpureus CT-608 con caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas diversas. Su
aparicion tardia en el medio de cultivo y su circunscripcion alrededor del explante indican que pueden tratarse de microorganismos
endofitos, aspecto que debe ser comprobado mediante quimiotaxis.

Palabras clave: caracteristicas macroscopicas y microscopicas, colonias, endéfitos, morfotipos.

ABSTRACT: The objective of the present work consisted of reporting advances in the isolation and characterization of bacteria present
in the tissue culture of Cenchrus purpureus CT-608. The study was developed in the Biotechnology Laboratory of the Agrarian
University of Havana. Fragments of bacterial colonies from contaminated microplants were used and isolated in test tubes with Nutrient
Agar medium. The colonies were described according to their macroscopic and microscopic characteristics through Gram staining and
optical microscopy at 1000x magnification. The following descriptors were evaluated: cellular shape, size, grouping arrangement,
reaction to Gram staining, cyst production, capsule production, endospore production. Bacterial sensitivity to the set of antibiotics was
determined: Penicillin, Amoxicillin, Ampicillin, Cephalexin, Cefixime, Ceftriaxone, Nalidixic Acid, Gentamicin, and Chloramphenicol.
Antibiotic response was assessed using the Kirby-Bauer technique. Two bacterial colonies were isolated, where one Gram-positive
morphotype (MF1) and two Gram-negative morphotypes (MF2 and MF3) were obtained from one colony. The bacillary cellular form
predominated, with a size of 3-4 mm, and the grouping arrangement varied from bacillus to irregular rosette-shaped. The morphotypes
showed sensitivity to Nalidixic Acid and Cephalexin, and resistance to Penicillin, Amoxicillin, and Ampicillin. Three bacterial
morphotypes with diverse morphological and physiological characteristics were isolated from C. purpureus CT-608 microplants. Their
late appearance in the culture medium and their confinement around the explant indicate they may be endophytic microorganisms, an
aspect that should be verified through chemotaxis.
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INTRODUCCION

El cultivo de tejidos vegetal es un método biotecnoldgico
que permite producir plantas completas a partir de
fragmentos de 6rganos y tejidos vegetales establecidos
en condiciones ambientales controladas, con ausencia
de microorganismos asociados, nutricion heterotréfica y
recipientes de plastico o vidrio (1). Generalmente, la técnica
de micropropagacion se realiza en condiciones totalmente
asépticas, por lo tanto, las bacterias se han descrito a
menudo como contaminantes que pueden provocar la
muerte de los tejidos vegetales, ya que compiten por los
nutrientes y modifican el medio de cultivo (2,3). Sin embargo,
debido al conocimiento actual sobre los beneficios de los
microorganismos enddfitos y las bacterias asociativas en la
promocion del crecimiento y la induccion de tolerancia al
estrés, ha aumentado el interés en su uso en algunas etapas
de la micropropagacion (4).

Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone, llamado
hierba elefante, se cultiva en toda la regién tropical y
subtropical, debido a su alto potencial de acumulaciéon
de biomasa, valor nutritivo, vigor y persistencia, lo que
la convierte en un forraje de elevada demanda para la
alimentacién de especies rumiantes (5). Se ha reportado
que esta planta tiene el potencial de asociarse con
microorganismos promotores del crecimiento, incluyendo
las bacterias diazotréficas enddfitas (6). En este sentido,
se han aislado de las raices de esta especie cuatro
géneros bacterianos: Sphingomonas, Bacillus, Pantoea y
Enterobacter, asociados a la disminucion del estrés salino y
promocion del crecimiento vegetal (7).

En la actualidad se desarrollan ensayos para optimizar
la micropropagacién de C. purpureus CT-608 mediante
segmentos de plantas cultivadas in vitro. Como primer paso
se realizaron experimentos de desinfeccion y estableciendo
in vitro, y seguido se efectuaron estudios para regenerar
plantulas por organogénesis directa en el cual se encontraron
bacterias asociadas a las microplantas. En la literatura
consultada son escasas las investigaciones en las que se
describan los géneros y especies de bacterias presentes en
el cultivo de tejidos de C. purpureus. Por lo que, el objetivo del
siguiente estudio es reportar los avances en el aislamiento y
caracterizacion de bacterias presentes en el cultivo de tejidos
de C. purpureus CT-608.

MATERIALES Y METODOS

El siguiente estudio se desarrollé en las instalaciones de
cultivo de tejidos vegetales pertenecientes al Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Agraria de la Habana (UNAH), San José de las Lajas,
Mayabeque, Cuba.

Material biolégico

Consisti6 en bacterias detectadas en plantulas de
C. purpureus CT-608 cultivadas in vitro, obtenidas del
segundo subcultivo en experimentos de regeneracioén. Las
plantas se encontraban establecidas en tubos de ensayo
con 15 mL de medio de cultivo, en condiciones controladas

en camara de crecimiento con fotoperiodo de 16 h de
iluminacion y 8 h de oscuridad, humedad relativa de 70 £ 5 %,
intensidad luminica de 45 pmol m? s y temperatura de 25 +
2 °C.

Aislamiento de bacterias

Se extrajo un fragmento de la colonia directamente del tubo
de ensayo contaminado y se cultivé en tubos de ensayos con
15 mL de medio Agar Nutriente compuesto por 5,0 g L de
peptona bacteriolégica, 1,0 g L de extracto nutritivo, 2,0 gL
de extracto de levadura, 5,0 g L de cloruro de sodioy 15,0 g
L de agar, y se le ajusté el pH a 5,7. Después de realizada la
siembra se colocaron los tubos en incubacion durante 48 h a
30+2°C.

Descripcion de las colonias bacterianas

Posterior al aislamiento se procedié con la descripcion
macroscoépica de forma visual, para ello se determind la
forma, color, superficie y borde de las colonias de bacterias
segun lo propuesto en el Manual de Bacteriologia de Bergey
(8). Seguido se realiz6é la descripcidon microscopica para
determinar la morfologia de las colonias mediante tincion de
Gram. Para ello se evaluaron los siguientes descriptores:
forma celular, forma de agrupacién, tamafio, reaccion a
la tincién de Gram, producciéon de quistes, producciéon de
capsula, produccion de endosporas. Las observaciones se
realizaron en microscopio 6ptico con aumento 1000X.

Antibiograma

se determin6 la sensibilidad bacteriana al set
de antibidticos: Penicillina, Amoxacillina, Ampicillina,
Cefalexina, Cefixime, Ceftrioxima, Acido nalidixico,
Gentamicina y Cloranfenicol. La respuesta a los antibiéticos
se realizd6 mediante la técnica de Kirby-Bauer o difusion en
disco (9). Para ello, las colonias bacterianas subcultivadas en
placa de Petri con medio Agar Nutriente se suspendieron
hasta lograr una turbidez estandar de 0,5 en la escala
de Mc Farland y se incubaron durante 24 h. Pasado este
tiempo se colocaron cinco discos, por placa, impregnados
en antibidticos con una separacién minima de 24 mm para
evitar interferencias y se incubaron durante 24 h a 35 + 2 °C.
Se evaluo el ancho del halo de inhibicién incluyendo el disco
en milimetros (mm) y se comparé con la tabla de puntos
de corte Eucast para clasificarlas en sensibles, indiferentes
o resistentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron dos colonias bacterianas que aparecieron
alrededor de los 30 dias de la fase de multiplicaciéon en
multiples réplicas del cultivo in vitro de C. purpureum.
Siempre se presentaron por separado en los tubos de
ensayo y se circunscribia su crecimiento a la zona inmediata
al explante sin colonizar el resto del medio, no obstante,
su presencia no afectaba el desarrollo y crecimiento de
las microplantas. Este resultado podria indicar que los
microorganismos presentes son enddfitos y por eso resisten
los tratamientos de desinfeccion aplicados al explante.
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Las bacterias en estudio se muestran en la (Figura 1A
y 1B), al inicio se aislaron dos colonias (Figura 1C y 1D),
las cuales se diferencian entre si por sus caracteristicas
macroscopicas (Tabla 1). Al realizar la observacion
microscopica de los aislados se comprobd la existencia
de dos morfotipos (MF) bacterianos en la colonia 1 y un
morfotipo en la colonia 2. En la colonia 1 se procedid
a su purificaciéon mediante técnica de agotamiento para
separar los morfotipos bacterianos aislados los cuales se
identificaron como MF1 y MF2, y MF3 en la colonia 2.

La caracterizacion microscopica muestra un morfotipo
Gram positivo (MF1) y dos morfotipos Gram negativo (MF2 y
MF3) (Figura 1E y 1F). Predomina la forma bacilar, aunque
MF3 presenta una tipica forma irregular y arrocelada, tipica
del Phylum Firmicutes. No hay indicios de presencia de
quistes, endosporas o capsulas en ninguno de los morfotipos
aislados. Los tres morfotipos son catalasa + con un marcado
metabolismo aerobio (Tabla 2).

El antibiograma mostré sensibilidad al Acido nalidixico y
la Cefalexina (Rocephin) para los morfotipos MF1 y MF2,

y resistencia a Penicillina, Amoxacillina y Ampicillina. El
ensayo no se pudo realizar en el MF3, ya que no crecio
después del primer subcultivo, lo que implico no poder aplicar
los discos con antibidticos.

Algunos autores plantean que los microorganismos
endofitos desarrollan parte de su ciclo de vida dentro de una
planta (10). La mayoria colonizan diferentes compartimentos
de la misma como el apoplasto, incluyendo los espacios
intercelulares de las paredes y los vasos del xilema. Por
otra parte, algunos investigadores refieren que los métodos
de desinfeccidon no siempre eliminan las poblaciones de
microorganismos en los tejidos in vitro, muchos son capaces
de permanecer latentes en haces conductores y quedan
protegidos de los agentes quimicos (11). Ademas, existen
factores que pueden incidir en la contaminaciéon como son: la
desinfeccion deficiente de los explantes, los problemas con
la esterilizacion de los medios de cultivo, los contaminantes
ambientales y las deficiencias en la manipulaciéon de las
areas estériles.

Figura 1. A. Microplantas de C. purpureus CT-608 con crecimiento de las colonias de bacterianas (MF1-MF2). B. Microplantas
de C. purpureus CT-608 con crecimiento de la colonia de bacteriana MF3. C. Bacterias aisladas en medio Agar Nutriente
(MF1-MF2). D. Bacterias aisladas en medio Agar Nutriente (MF3). E. Caracteristicas microscopicas de los morfotipos MF1y MF2. F.

Caracteristicas microscopicas del morfotipo MF3.

Tabla 1. Descripcion macroscopica de los morfotipos presentes en las colonias bacterianas aisladas en medio Agar Nutriente

Caracteristicas

Colonias bacterianas

macroscopicas MF1

MF2 MF3

Comunes

Tamafio mediano en 48 horas de crecimiento. Forma circular con

tendencia a la irregularidad. Elevacion difusa. Textura cremosa. Catalasa positiva.

Diferentes Borde ligeramente ondulado.

Color amarillo intenso

Borde ligeramente ondulado.

Borde entero.

Color amarillo tenue Color naranja intenso

Fuente: Elaborada por los autores

Tabla 2. Caracteristicas microscopicas de los morfotipos bacterianos aislados en medio Agar Nutriente

Caracteristicas microscépicas

Morfotipos de bacterias

MF1 MF2 MF3
Forma celular bacilar bacilar bacilar
Tamaro 3-4 mm 3-4 mm 3-4 mm
Forma de agrupacion bacilo bacilo Irregular, arrocelada
Gram + - -

Fuente: Elaborada por los autores
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Los analisis macro y microscopicos realizados para
caracterizar los tres morfotipos bacterianos hallados
son de gran importancia, ya que, en el caso del
andlisis macroscopico, permite determinar caracteristicas
especificas de las cepas, y constituye el método primario
mas comun para la identificacion de los fenotipos de las
colonias (12). De esta forma algunos autores expresan que
este método se basa en las caracteristicas macroscopicas
observables de las colonias como su tamafo, tipo de
colonia, textura, color y apariencia (13). Por otra parte,
el analisis microscopico evidencia caracteristicas claves
para la identificacion bacteriana como son el tipo de pared
celular que presenta el microorganismo o la presencia de
estructuras distintivas.

Dentro de estos métodos, la tincion de Gram, permite
clasificar las bacterias basado en las diferencias en la
composicion de la pared celular. Al conocer si las bacterias
son Gram positivo o negativo posibilita la toma de medidas
adecuadas para identificar o incluso combatir bacterias en el
caso de ser patogenas (14).

Los resultados de la observacién al microscopio 6ptico
determinaron el predominio de la forma bacilar en los
morfotipos bacterianos. Las células bacterianas pueden
variar en forma, y de acuerdo a ello se pueden clasificar en
cocos (esféricos), bacilos (cilindricos, forma varilla), espirilos
(espirales o helicales), y filamentos (formas complejas).
Conocer la forma de la célula nos brinda informacion sobre
Su supervivencia, actividad en el ambiente, y motilidad. En
el caso de los bacilos, poseen un area superficial mayor a la
tasa de volumen, y pueden obtener nutrientes mas eficientes
de soluciones diluidas (15). Ademas, produceny liberan agua
oxigenada (H202) y acido lactico lo cual impide el desarrollo
de otras formas bacterianas y de hongos (16).

El antibiograma mostré sensibilidad al Acido nalidixico y la
Cefalexina para los morfotipos MF1 y MF2, y resistencia
a Penicillina, Amoxacillina y Ampicillina. Las respuestas
halladas es este ensayo son de gran importancia para
trazar estrategias de desinfeccion combinadas con el Acido
nalidixico o la Cefalexina. Los antibidticos son un subgrupo
de antimicrobianos con actividad antibacteriana que causan
la muerte o inhiben el crecimiento de bacterias y hongos
en los medios de cultivo y plantas cultivadas in vitro
(17). Sin embargo, es importante tener en cuenta que el
inadecuado uso de los antibidticos es el principal impulsor de
la resistencia bacteriana (18), por lo que, es importante usar
los antibiéticos de manera responsable y en combinacion con
otras medidas de control, como la esterilizacién adecuada de
los medios de cultivo, herramientas y equipos.

Antibidticos como el Acido nalidixico y la Ampicillina
tienen actividad eficaz frente a un amplio espectro de
bacterias Gram negativas (19). El Acido nalidixico es una
quinolona que actua en el interior de las bacterias y de la
girasa del DNA, enzima esencial para el enrollamiento y
superenrollamiento del DNA bacteriano, acciéon que impide
su duplicaciéon y favorece su rompimiento (20). Por otra
parte, la Penicillina, la Amoxacillina y la Ampicillina inhiben la
reproduccion, crecimiento, y provoca alargamiento vy lisis de
las bacterias susceptibles (21).

Existen un grupo de bacilos Gram negativos que poseen
enzimas que le confiere resistencia a Amoxacillina vy
Ampicillina, y algunas cefalosporinas de primera generacion.
Las cefalosporinas de segunda o tercera generacion son
estables a estas enzimas y pueden, por lo tanto, ser utilizadas
como alternativa de tratamiento. Ademas, la resistencia de
algunos bacilos Gram positivos esta predominantemente
asociada a cambios estructurales en la pared celular
0 en componentes citosolicos como los ribosomas vy
no a mecanismos enzimaticos, haciéndolos resistentes a
Penicillina o cefalosporina (22).

CONCLUSIONES

Se aislaron tres morfotipos bacterianos en microplantas
de C. purpureus CT-608 con caracteristicas morfologicas y
fisiologicas diversas, donde se determind un morfotipo Gram
positivo (MF1) y dos morfotipos Gram negativo (MF2 y MF3).

En los morfotipos MF1 y MF2 predomina la forma bacilar,
aunque MF3 presenta una tipica formairregular y arrocelada,
no hay indicios de presencia de quistes, endosporas o
capsulas en ninguno de los casos. Los tres morfotipos
son catalasa + con un marcado metabolismo aerobio. El
antibiograma mostré sensibilidad al Acido nalidixico y la
Cefalexina (Rocephin) para los morfotipos MF1 y MF2, y
resistencia a Penicillina, Amoxacillina y Ampicillina.

La aparicion tardia de los morfotipos bacterianos en
el medio de cultivo y su circunscripcion alrededor del
explante indican que pueden tratarse de microorganismos
endofitos, aspecto que debe comprobarse mediante técnicas
de quimiotaxis en ensayos posteriores.
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