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Resumen

Introduccion: Las enterobacterias del genero Erwinia spp producen enfermedades en la papa, un tubérculo de
consumo masivo. La regulaciéon de la metilaciéon del DNA puede regular la proliferacién de la Erwinia, de tal modo
que las concentraciones del acido félico, pueden tener un efecto en la capacidad patégena del microorganismo. De
otra parte, el acido félico previene la aparicién de defectos del tubo neural en humanos. Objetivo: Evaluar al acido
félico como un agente bacteriostatico de la Erwinia y que a su vez sea parte de la fortificacion de alimentos de
consumo masivo como la papa. Materiales y métodos: Se llev) a cabo la caracterizacion bioquimica de la Erwinia
chrysanthemi, se estudié su crecimiento frente a diferentes concentraciones de acido félico Resultados: Al aumentar
las concentraciones de la vitamina, desde 0,3 pg/L hasta 6,8 pg/L se inhibe el crecimiento bacteriano de la Erwinia
chrysanthemi. La vitamina inhibe el crecimiento en cultivo de Erwinia chrysanthemi y actia como agente
bacteriostatico, aspecto de gran relevancia dado que tedéricamente, si la papa estuviera fortificada con el
micronutriente, este actuaria contra el agente infeccioso y al mismo tiempo contribuiria al consumo adecuado de la
vitamina en la poblacién general.

Palabras clave: Acido félico; Erwinia; Solanum tuberosum; crecimiento bacteriano; técnicas de tipificacion
bacteriana. (Fuente: DeCS, Bireme).

Abstract

Introduction: The enterobacteria of the Erwinia spp genus produce disease in potatoes, which is a tuber of mass
consumption. The regulation of DNA methylation can regulate the proliferation of Erwinia in such a way that the
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concentrations of folic acid may have an effect on the microorganism pathogenic ability. On the other hand, the folic
acid prevents the appearance of neural tube defects in humans. Objective: To evaluate folic acid as a bacteriostatic
agent of Erwinia and, at the same time, as part of the fortification of mass consumption food such as the potatoes.
Materials and methods: The biochemical characterization of the Erwinia chrysanthemi was carried out and its
growth compared to different concentrations of folic acid was studied. Results: When increasing the concentrations
of the vitamin from 0.3 pg/L up to 6.8 pg/L, the bacterial growth of Erwinia chrysanthemi is inhibited. The vitamin
inhibits the growth in cultivation of Erwinia chrysanthemi and acts as a bacteriostatic agent. This aspect is of great
importance given that, theoretically, if potatoes were fortified with micro-nutrient, this would act against the
infectious agent and, at the same time, contribute to the adequate intake of the vitamin in the general population.

Keywords: Folic acid; Erwinia, Solanum tuberosum; bacterial growth; bacterial typing techniques. (Source: DeCS,

Bireme).

Introduccion

Después de los cultivos de granos como el arroz
y el trigo, la papa (Solanum tuberosum) es el
cultivo alimenticio mas importante del planetat,
En Colombia es una de las actividades agricolas
mas significativas de la economia y es la
principal fuente productiva del piso térmico frio,
especificamente de los altiplanos y los paramosz2.
Se estima que en Colombia, para el afio 2013, se
produjeron alrededor de dos millones doscientos
mil toneladas del tubérculo, siendo el cuarto
cultivo de mayor produccion, después de la cafia
de azucar, el banano y la palma3. El cultivo y la
producciéon de papa se ven afectados por
multiples factores, dentro de los cuales se
destacan, los agentes fitopatégenos que infectan
el tubérculo y se multiplican en el mismo, gracias
a su alto contenido de almidones y azucares*.

Dentro del grupo de bacterias que generan
enfermedades de alto impacto en la papa, se
destacan las enterobacterias del género Erwinia
sp, que producen enfermedades como la
podredumbre blanda y la pierna negras. Las
Erwinias patdégenas se encuentran en las
superficies de las raices y hojas de las plantas e
ingresan al organismo a través de lesiones en los
tallos, hojas o raices o también utilizan a los
lenticelos como canal de ingreso®. Una vez dentro
de la planta, la bacteria se establece en los
espacios intercelulares y sélo inicia su proceso
de infeccién cuando las condiciones ambientales
de oxigeno, disponibilidad de agua 'y
temperatura se lo permitent. El proceso de
infeccion, es mediado por exoenzimas de tipo
pectinasas, celulasas y proteasas que atacan la
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pared celular de la planta y deterioran el tejido®?
Estas bacterias han desarrollado resistencia a
diversos agentes bactericidas, debido al uso
excesivo de plaguicidas®. A pesar de este
fendmeno, la evaluacion de otras sustancias no
toxicas, que puedan llegar a tener un efecto
bactericida o bacteriostatico contra este
microorganismo, ha sido limitada®.

Una alternativa a los plaguicidas es la de
estimular en la planta, una respuesta de
resistencia a los patégenos luego de exponer al
vegetal a un inductor de mecanismos de
defensal?. Este agente ambiental inductor, puede
ser bidtico (hongos, virus, bacterias, nematodos)

o abidtico  (proteinas, acidos  grasos,
glicoproteinas, péptidos, glicolipidos, lipidos,
oligosacaridos y polisacaridos)?L. Este

planteamiento se implementa bajo el supuesto
que el inductor, ademas de mejorar la capacidad
de respuesta de la planta ante el patégeno, no
inhibe su crecimiento o desmejora el
rendimiento del cultivo?2.

Se ha planteado para el caso de la Erwinia sp, que
la regulacion de la metilacion del DNA puede
regular su virulencial3. Este fendmeno esta
mediado por diversos grupos de metilasas, como
por ejemplo la DNA metil-transfersa de vy-
proteobacterias, que metila la adenina en la
posicion N6 en las secuencias GATC!4 en
contraste con otras familias de metil trasferasas
que metilan la posicién C-5 or N-4 de la citosina.
Uno de los resultados, de la regulacion de la
expresion, por metilacion de ciertos genes
bacterianos, es la regulacién del ciclo celular,
controlando la proliferacién bacterianal3. A su



vez, los eventos de metilacién, que ejercen sus
efectos regulatorios, tienen intima relacion con el
metabolismo del acido félico!5, lo cual se ha
inferido a través de estudios en los que el
precursor del folato, el 4&cido para aminobenzoico
(PABA) se ha utilizado como agente inductor de
resistencia contra fitopatégenos, como por
ejemplo, en el caso de induccidn de resistencia
adquirida del Capsicum annuum (Pimiento) a la
bacteria Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria,
luego de la exposicion a PABA!6. El proceso de
metilacién estd relacionado con al metabolismo
del acido félico, debido a que esta vitamina es la
fuente del grupo carbono, utilizado para metilar
el DNA17.18 Es asi, como se plantea que diferentes
concentraciones del acido félico, pueden tener
un efecto en la proliferacion y capacidad
patégena del microorganismo Erwinia sp al
metilar genes de regulacion de ciclo celular??, de
tal modo que esta vitamina tendria el potencial
de utilizarse como un elemento que modifique
los mecanismos bacterianos, que afectan los
cultivos de papa, al inducir resistencia a la
infeccion.

El 4cido f6lico (4cido pteroil-L-glutamico) es una
vitamina hidrosoluble del complejo de la
vitamina B, necesaria para diversos procesos
bioquimicos, tales como la formacién de
proteinas estructurales, sintesis de nucleétidos y
regulacion epigenética, entre otros20. El 4cido
folico es de particular interés clinico en seres
humanos, por su relacion con la anemia
megaloblastica y diversos trastornos
neurolégicos relacionados con su carencia?!?2,
ademas de su comprobada eficacia en la
prevencion de (Defectos del Tubo Neural (DTN))
cuando se consume previamente al embarazo?3.

En Colombia, hay un consumo deficitario de
acido félico en mujeres en edad fértil2425 y existe
una escasa percepcion sobre su importancia en la
salud materna fetal26, a pesar que la fortificacion
de alimentos de consumo masivo con acido félico
ha demostrado disminuir la prevalencia de los
DNT?2? y teniendo en cuenta el consumo y
produccién de la papa, este alimento ha sido uno
de los alimentos candidatos para dicha
fortificacionzs,
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De acuerdo a estas consideraciones, el presente
estudio evalud el crecimiento del fitopatégeno
Erwinia sp frente a diferentes concentraciones de
acido félico y se propone a esta sustancia como
un agente abidtico inductor de defensas que,
ademas de tener un potencial en la prevenciéon
de enfermedades de la papa, pueda actuar como
un fortificante nutricional de Solanum tuberosum
que contribuya a la prevencién de los DTN.

Materiales y métodos

Esta es una investigacion cuantitativa de caracter
descriptivo, que evalia los efectos del acido
félico en el crecimiento de la Erwinia sp.

Caracterizacion bioquimica de la cepa de
Erwinia sp

Las enterobacterias utilizadas para este estudio,
se obtuvieron en viales del banco de cepas del
laboratorio: The Mycology and Plant Pathology
Laboratory (LAMFU) de la Universidad de los
Andes?9, rotuladas Unicamente como Erwinia sp.
A partir de los viales se realizaron siembras
masivas por duplicado en agar sangre, agar
nutritivo, agar MacConkey y agar TSA. Se
llevaron a incubar a 37 °C durante 48 horas. A
partir de las colonias obtenidas se realizo
coloracién de Gram y una caracterizaciéon de la
temperatura 6ptima de crecimiento colocando
las bacterias en 10 mL de caldo nutritivo, el cual
se llevd a incubar a temperaturas de 22°C, 30°C,
35°C y 45°C durante 24 horas30. Se realizé la
lectura del crecimiento y se evaluaron pruebas
bioquimicas mediante sistemas de identificacién
multi-pruebas BBL CrystalTM y API 20ETM
ademas de las pruebas de catalasa y oxidasa.
Finalmente se evalué la sensibilidad a Ia
eritromicina mediante siembras por duplicado
en agar Mueller Hinton con sensidiscos de 15 pg
de eritromicina3l.

Curva de crecimiento de Erwinia sp

Se recuper6 un vial con Erwinia sp, conservado
en caldo TSA con glicerol al 20%, en dos cajas de
agar TSA y se incubd durante 24 horas a 35°C.
Posteriormente, se realizé coloracion de Gram



para determinar pureza. Luego, se hizo un
raspado de las dos cajas de agar TSA y se
suspendié en 10 mL de caldo Brucella. Se
prepar6 un pre-in6culo de acuerdo al protocolo
del  British  Society for  Antimicrobial
Chemotherapy (BSAC) en un Erlenmeyer de
500mL con 90mL de caldo Brucella y se
adicionaron 10 mL del caldo con la cepa de
Erwinia sp. Se incub6 en un agitador
ThermoFisher Scientific modelo MaxQ 4000
Benchtop durante 24 horas a 35°Cy a 150 rpm. A
partir del pre-indculo se realizaron 3 réplicas en
Erlenmeyer para realizar los inéculos, en cada
réplica se utilizé6 un Erlenmeyer de 250 mL al
que se le adicionaron 6mL del pre-inoculo y 54
mL de caldo Brucella32. Se incubaron 35°C a 150
rpm y se realizaron muestreos cada dos horas,
durante las primeras 12 horas y a la hora 24
midiendo biomasa por densidad 6ptica a 530 nm
tomado alicuotas de 1,5 mL.

Crecimiento de Erwinia sp frente a diferentes
concentraciones de acido félico

Se utilizé acido félico al 97% (Sigma AldrichTM)
y se preparé una solucién stock de acido félico a
una concentracion de 20mg/L en NaOH 1 M. A
partir de esta soluciéon stock se prepararon
diluciones con agua destilada a concentraciones
desde 0.6pg/L hasta 13.6 pg/L. La concentracién
del in6culo adicionada a cada uno de los caldos
de prueba corresponde a la escala de 0,5 Mac
Farland33. Este indculo se obtuvo después de
detener a las 10 horas de cultivo la curva de
crecimiento de la Erwinia sp y realizar una
dilucién 1/20 con caldo nutritivo. El in6culo se
prepar6 asi para  asegurar que el
microorganismo estaba en su punto maximo de
fase exponencial y asf someterlo a las pruebas de
toxicidad segiin BSAC33.

Para el montaje de la prueba se tomé un volumen
final de 10mL, el cual estaba conformado por
4mL de acido foélico de las diferentes
concentraciones preparadas, 5mL de caldo
Brucella y 1 mL de indculo. Las pruebas se
incubaron a 35°C por 24 horas, al final de las
cuales se leyd absorbancia a 530nm usando
como blanco el caldo Brucella estéril. El disefio
experimental tenfa una finalidad descriptiva
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cuyos factores de estudio eran cuasi
experimentales porque se estaba evaluando el
efecto de una sustancia (acido félico) sin
aleatorizacién. La secuencia temporal era
transversal y la direccionalidad prospectiva. Para
el analisis estadistico se realizaron medidas de
tendencia central (desviacion estandar,
coeficiente de variaciéon y promedios), cada uno
de los ensayos se hicieron por triplicado para
cada concentracién de acido folico. El control
positivo corresponde a caldo Brucella con la
bacteria Erwinia sp a una concentracion segun la
escala de 0,5 Mac Farland y el control negativo
corresponde al caldo Brucela con la
concentraciéon mas alta de acido félico utilizada
en esta investigacion cuyo valor es de 6.8ug/L.

Consideraciones éticas

El estudio se acoge a los lineamientos de la
Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud
de Colombia en sus articulos 63, 64 y 68 donde
se establecen los lineamientos para el trabajo
con microorganismos. El estudio se clasifica, de
acuerdo riesgo de infeccibn de los
microorganismos utilizados como grupo de
riesgo 1. El estudio fue aprobado por el Comité de
curriculum de la carrera de Microbiologia de
Facultad de Ciencias Basicas.

Resultados
Caracterizacion bioquimica de la Erwinia sp

A partir de los diferentes aislamientos en los
medios TSA, Agar sangre y Agar nutritivo se
realizaron los respectivos montajes de pruebas
bioquimicas BBL CrystalTM y API 20ETM. Los
resultados se describen en la tabla 1. Estas
caracteristicas corresponden a las caracteristicas
bioquimicas reportadas para Erwinia sp>34-37. Sin
embargo, no todas las especies y subespecies de
este microorganismo son sensibles a la
eritromicina, como es el caso de Erwinia
carotovora subespecie carotovora y Erwinia
carotovora subespecie atroséptica mientras que
la Erwinia chrysanthemi si es sensible a la
eritromicina3!. Por lo tanto, al reconocer dicha
sensibilidad fue  posible identificar al



microorganismo de los cultivos, como Erwinia
chrysanthemi.

Tabla 1. Caracterizacién de la bacteria Erwinia
chrysanthemi. Pruebas bioquimicas para cepa de
Erwinia sp en BBL CrystalTM y API 20ETM

Resultado
_Pruc’eba_l Reaccién/ Enzimas dela cepa
Bioquimica Erwinia
sp
. Positi
ONPG Beta-galactosidasa ostivo
Positivo
CIT Utilizacién del citrato v
. . Positivo
IND Produccion de indol v
GLU Fermentacion/ oxidacién dela  Positivo
glucosa
L g Positi
MAN Ferrr'lentaaon/ oxidacion del ositivo
manitol
RHA Fermentacion/ oxidacién dela  Positivo
ramnosa
SAC Fermentacion/ oxidacién dela  Positivo
sacarosa
Fermentacion/ oxidaciéon dela  Positivo
MEL .
melobiosa
Fermentacioén/ oxidacion de la  Positivo
AMY . :
amigdalina
Fermentacion / oxidacion de Positivo
ARA :
la arabinosa
NO2 Reduccidn de nitratos Positivo
MOB Movilidad Positivo
McC Crecimiento en agar Positivo
MacConkey
Sensibilidad Forrr_l,aaon de halo_s de 8mm
de didmetro a partir de la .
al5 pg . . iy Sensible
. - siembra masiva de Erwinia sp
eritromicina

en el agar Mueller Hinton.

En la Figura 1 se aprecia la curva de crecimiento de
Erwinia chrysanthemi en caldo Brucella en un periodo
de incubacién de 24 horas con agitacién constante a
150 rpm a 352C a partir de mediciones tomadas cada
2 horas hasta la hora 12 y posteriormente la hora 24.

La Figura 2 presenta la curva de crecimiento de E.
chrysanthemi en diferentes condiciones de 4acido
félico; en cada una de las quince mediciones a las 24
horas de exposicién, se aprecié una inhibicién del
crecimiento bacteriano que se incrementaba con la
exposicion a concentraciones mayores de acido félico
(Desde 0.3pg/L a 6.8ug/L). El cultivo de control
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(0.0pg/L) se mantuvo constante en cada una de las
mediciones.
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Figura 1. Curva de crecimiento de Erwinia
chrysanthemi en caldo Brucella
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Figura 2. Curva de crecimiento de Erwinia

cryzanthemi en diferentes condiciones de acido f6lico

Discusion

El presente estudio permitié caracterizar e
identificar a la Erwinia chrysanthemi, a través de
pruebas bioquimicas, establecer su cinética de
crecimiento en cultivo y verificar la inhibicion de
su proliferacion con concentraciones
incrementales de acido félico. Su crecimiento
exponencial empieza a las 2 horas de iniciado el
cultivo, por lo tanto, su fase de adaptacién es
corta. Esto se debe a que Erwinia sp se adapta
facilmente a las condiciones de cultivo cuando el
medio es altamente nutritivo38-40, Por lo tanto, a



la bacteria le toma muy poco tiempo multiplicar
el nimero de células en un medio como el caldo
Brucella que se compone de digestivos
pancreaticos de caseina y de tejido animal los
que actian como una fuente importante de
carbono y nitrégeno, ademés de vitaminas que
favorecen el crecimiento bacteriano.
Adicionalmente, se observa una fase estacionaria
larga. Esto se debe a que la fase de muerte de la
Erwinia sp inicia a las 48 horas de cultivo3841,

En relacién al crecimiento de la E. chrysanthemi
frente a diferentes concentraciones de acido
félico, se puede observar que a medida que se
aumenta las concentraciones de la vitamina,
desde 0,3 pg/L hasta 6,8 pg/L se inhibe el
crecimiento bacteriano. Una posible explicacion
a este comportamiento es que la molécula en su
forma de cadena larga ingresa directamente al
metabolismo del carbono, lo que implica un alto
gasto energético para su transporte, de tal modo
que, al estar expuesta a concentraciones en
exceso, el micronutriente se convierte en un
limitante del crecimiento3942, De otra parte, una
explicacion alterna es que el exceso de acido
félico en el medio de cultivo podria conducir a
una hipermetilacion del ADN. Proceso que
ocasiona la inducciéon de heterocromatina que
desencadena un silenciamiento de genes
relacionados con el crecimiento celular3-45. Este
proceso de silenciamiento  también se ha
verificado en células cancerosas de colon, en las
cuales el incremento de las concentraciones
séricas de acido folico reversa la hipometilacidn,
inhibiendo su proliferaciéon#647. Sin embargo, no
es un efecto absoluto en todo tipo de células
eucariotas, dado que el acido félico también ha
sido considerado como un factor de riesgo para
el crecimiento de ciertos carcinomas#8.

De otra parte, se debe tener en cuenta al menos
dos aspectos importantes en relacién a la
biomasa de E. chrysanthemi, en el montaje de la
prueba de citotoxicidad en los controles, estos
son la agitacién y el volumen del contenedor
donde se realiza la fermentacion*®. Durante la
prueba, el experimento se realizé en tubo, no en
Erlenmeyer y no se utilizé agitacion de acuerdo a
lo establecido por el BSAC para pruebas de
citotoxicidad en medios de cultivo liquidos. La
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agitacion permite la difusiéon del oxigeno a lo
largo del medio de cultivo y en consecuencia un
aumento de la biomasa®?. Sin embargo, como en
el presente experimento no se involucraron estas
variables y los datos presentados no estdn en
funcién del tiempo sino en funcion de la
concentracion del acido félico, esto explica por
qué los controles no aumentaron su biomasa, al
menos no en un rango significativo en
comparacion con las otras pruebas.

Estos hallazgos indican que el acido f6lico actia
principalmente como agente bacteriostatico de E.
chrysanthemi, impidiendo su divisibn e
inhibiendo el crecimiento bacteriano. Como se
menciond, este efecto puede estar mediado por
hipermetilacion, tal como como sucede en la E.
coli, bacteria en la cual, sitios especificos del
DNA (secuencias GATC) localizados en los sitios
de origen de la replicacién (oriC)5!, estan
usualmente hemi-metilados. Sin embargo, un
incremento en la metilacién ocultaria los oriC
inhibiendo consecuentemente la replicacién y la
divisiéon celular52. Este aspecto es de gran
relevancia dado que tedricamente, si la papa
estuviera fortificada con el micronutriente, este
actuaria contra el agente infeccioso, inhibiendo
su proliferacién y al mismo tiempo contribuiria
al consumo adecuado de la vitamina en la
poblacién general.

De acuerdo a los diferentes estadios de la papa
en el cultivo, es posible realizar la fortificacion
con acido félico desde la fase del crecimiento del
follaje hasta la tuberizacion. Esto se debe a que
en la etapa del crecimiento del follaje, el
tubérculo toma nutrientes provenientes del
suelo porque ya ha gastado todas sus reservas>3.
De esta manera, al incluir el acido folico desde
ese momento del crecimiento, se aseguraria su
presencia en el tubérculo hasta el estadio de
maduracién y posterior cosecha. Adicionalmente,
desde la tuberizacién hasta la senescencia,
sucede la acumulacion de  vitaminas,
carbohidratos y otros nutrientes dentro del
tubérculo y cerca de las raicesS3, por lo tanto, en
un eventual proceso de fortificaciéon, si la
presencia del acido félico fuera constante en
cualquiera de las dos zonas de la planta (fruto y
raices), se estaria acumulado, al igual que los



demas nutrientes absorbidos, ademas el acido
félico no es utilizado por la planta como fuente
importante a nivel nutricional, lo que
garantizaria en cierta forma una concentraciéon
relativamente constante. De otra parte, se podria
aprovechar el riego por goteo para hacer llegar el
micronutriente a la planta, dado que es un
método facil y econdmico que aseguraria el
contacto directo de la vitamina con las raices y
yemas en formacion de la planta.

Aunque se concluy6 que la vitamina inhibe el
crecimiento en cultivo de E. chrysanthemi, se
debe ser cauteloso frente a estos resultados,
dado que el estudio tiene varias limitaciones. En
primer lugar se clasificé a la bacteria mediante
prueba bioquimicas y seria necesario realizar
pruebas moleculares confirmativas
(Amplificacién de la porcién 16S del ribosoma o
de oligonucledtidos de los genes recA y gpd) para
alcanzar a una identificacion plena3” y luego
establecer si la inhibicién con acido félico
también afecta a otras subespecies de Erwinia sp
que a su vez también sean fitopatdégenas para la
papa. Ademas, si se quiere aprovechar las
caracteristicas del 4cido  félico  como
bacteriostatico y micronutriente necesario para
la prevencion de defectos del tubo neural, se
deberan  establecer las  concentraciones
adecuadas de suministro del micronutriente,
para que el tubérculo en crecimiento acumule lo
suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano
y mantenerse en la concentracidn suficiente para
que la papa sea un alimento fortificado, desde su
etapa de crecimiento.

El fortalecimiento de otros tipos de cultivo, como
el tomate, con precursores del acido félico como
el para-amino benzoato, ha sido demostrado, sin
embargo, existen limitaciones en la fortificacion
con acido foélico en vegetales como Arabidopsis
thaliana y tubérculos como la papa5455. Estas
limitaciones se deben a que los pasos del
metabolismo de sintesis del acido félico, que han
sido introducidos de manera exitosa en el tomate
o el arroz, no son suficientes para alcanzar
concentraciones significativas y uniformes en el
almidén de la papass. La regulacion de esta
sintesis depende en parte de la diversidad
genética de las especies de Solanum, lo que
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puede ser una alternativa a la produccion del
acido félico en la planta, dado que especies como
la Solanum vernei y Solanum boliviense tiene el
potencial de producir mas del doble de acido
félico que el Solanum tuberosumse.

El trabajo futuro se debe encaminar a la
fortificacion del tubérculo con el acido félico, de
tal modo que su aprovechamiento como alimento
basico se amplié hacia la prevencion de
enfermedades humanas como los DTN y a su vez
se fortalezca la planta frente a las agresiones de
bacterias como la Erwinia sp. Este trabajo es un
primer paso en verificar la capacidad del acido
félico de inhibir a este patégeno.

Conflicto de intereses: Ninguno declarado.
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