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Resumen

Las investigaciones mas comunes en ecologia microbiana, han sido orientadas
a las interacciones microbio-planta desde el punto de vista simbidtico y de
patogénico. Las bacterias enddfitas colonizan el interior de los tejidos de las
plantas, principalmente espacios intercelulares, raramente en espacios
intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar sintomas de enfermedad
en la planta. La penetracion en la planta puede ocurrir por estomas, heridas,
areas de emergencia de raices laterales, siendo que estas bacterias pueden
producir enzimas hidroliticas capaces de degradar la pared celular de los
vegetales. Estudios moleculares reciente sobre diversidad de bacterias
endofitas han revelado una alta riqgueza de filotipos, que promueven el
crecimiento de las planta, suprimen fitopatbgenos, ayudan a remover
contaminantes, solubilizan fosfato y contribuyen a la asimilacién biologica de
nitrégeno.
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Abstract

Research common in microbial ecology have been directed toward the plant-
microbe interactions from the point of view of symbiotic and pathogenic.
Endophytic bacteria reside in plant tissues mainly in intercellular, rarely in
intracellular spaces and inside vascular tissues without causing symptoms of
disease. The penetration in the plant can by stomates, wounds, areas of
emergence by lateral roots, being that these bacteria can produce
hydrolytic enzymes able to degrade the cell wall of vegetables. Recent
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molecular studies on endophytic diversity bacteria have revealed a large
richness of species, endophytes promote plants growth and vyield,
suppress pathogens, may help to remove contaminants, solubilize
phosphate and contribute assimilation biological nitrogen to plant.

Key word: Bacteria, Endophytes, control, rice

Introduccién

El arroz es el principal cereal utilizado como fuente de alimentacion, mas del
50% de la poblacion a nivel mundial se benefician de este producto. Las
enfermedades constituyen un limitante en el cultivo de arroz y ain mas relevante
es el incremento de la intensidad de las causadas por bacterias que hasta hace
un tiempo presentaban baja importancia.Las primeras epidemias de la
enfermedad aparecieron en los afios 1995, 1998 y 2000, con pérdidas de
rendimiento en algunos campos estimada hasta un 40%. Inicialmente la etiologia
de la enfermedad se atribuyé a factores abiéticos, como las altas temperaturas,
alta tension del agua de riego y/o a los productos quimicos téxicos cerca de la
zona de las raices, pero en 1996-97, la causa de la fue atribuida a la bacteria

fitopatdogena Burkholderia glumae.

Esta bacteria fue descrita por primera vez en 1967 en Japon como la causa de la
pudricion de granos y la quemazén de las plantulas. La enfermedad se notificd
mas tarde en otros paises de Asia y América Latina. Los sintomas de la
enfermedad del afiublo incluyen la pudricion de la vaina y afiublo de la panicula
con las pérdidas de rendimiento importantes. El patégeno forma una lesién lineal
en la vaina de la hoja bandera, se extiende hacia abajo desde el cuello de la
lamina foliar. La lesion es diferente y tiene un borde de color marrdn rojizo a gris
en el centro de la lesion a necrosarse. La bacteria es transmitida por la semilla, y
los cultivos de arroz sembrada con semillas infectadas pueden sufrir graves

pérdidas.

El uso de semillas libres de patdégenos es una practica importante para reducir o
controlar la incidencia de la enfermedad bacterial de la panicula. Varios métodos

de control han sido evaluados como el manejo cultural, control quimico, y la
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resistencia del huésped. El control cultural se ha concentrado en la reduccion de
la aplicacibn de fertilizantes nitrogenados para reducir la gravedad de la
enfermedad, pero no ha tenido mucho éxito. La siembra temprana permite que el
arroz se desarrolle de manera rapida para evitar las altas temperaturas, que son
condiciones optimas para el crecimiento de la bacteria. El control quimico se ha
centrado en el uso de compuestos a base de cobre y &cido oxolinico aplicados
foliarmente. Los compuestos de cobre son pocos efectivo, fitotoxicos y no se
recomiendan por los problemas de contaminacién ambiental. Los productos a
base de acido oxolinico son eficaces cuando la enfermedad es moderada, pero
pocos eficientes en estados avanzados de esta. Debido a la falta de agentes de
control quimico e ineficaces manejos culturales, los esfuerzos de investigacion
se han centrado en el desarrollo de variedades resistentes a enfermedades sin
que hasta la fecha se tenga una variedad completamente resistente
(NANDAKUMAR et al., 2009)

La enfermedad ha aumentado su incidencia en los ultimos afios. Las causas de
este cambio aun no han sido establecidas, pero se han formulado hipétesis
como reciente introduccion de cepas agresivas, y la presencia de condiciones
para el desarrollo de la enfermedad debidas al cambio climético. Esta bacteria
fue reportada en Colombia a finales de los anos 80’s y los resultados de
investigaciones realizadas sobre ella en diferentes variedades de arroz, sefialan
que la mayoria de las cepas son altamente agresivas sobre las variedad
susceptibles, y que ademas los aislamientos poseen una gran variabilidad
genética. Esta enfermedad es considerada como la de mayor importancia, no
solo por las pérdidas econémicas ocasionadas en el cultivo, sino también, por su
dificil control y manejo en campo. En el primer semestre del 2007, fue reportado
el Afublo bacterial de la panicula del arroz, producida por la bacteria
Burkholderia glumae (Kurita & Tabei) en las zonas de La Doctrina y Monteria
(Cordoba). A partir de alli, Fedearroz - Fondo Nacional del Arroz comenz6 una
serie de monitoreos fitosanitarios confirmando la presencia del afiublo bacterial
en diferentes zonas arroceras de Colombia (PEREZ y SAAVEDRA, 2011).
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Bacterias endéfitas. El concepto de que los endofitos son microorganismos
establecidos en los tejidos internos de la epidermis (KLOEPPER et al., 1992) es
actualmente expreso como la asociacion biolégica en que los microorganismos
colonizan tejidos internos vivos de las plantas, sin causar ningun efecto negativo
inmediato o dafio aparente a la planta. Las bacterias enddfitas son reconocidas
como las aisladas de tejidos de plantas desinfectadas superficialmente o, de su
interior, y que no causan sintomas visibles de enfermedad en la planta
(HALLMANN et al., 1997; SAKIYAMA et al., 2001).

Estudios microscépicos acompafiados de técnicas inmunoldgicas y genes
reportero han claramente explicado que las bacterias endéfitas presentan
patrones de colonizacion similares a las bacterias enddfitas Azospirillum spp.,
Azoarcus sp, Herbaspirillum seropidiacae, Gluconobacter diazotrophicus que
fijan nitrégeno biol6gicamente en diferentes especies de gramineas. Las capas
externa de la célula vegetal (exodermis y esclerénquima) y el cortex radicular
son colonizados inter e intracelularmente después de 2 a 3 semanas. Los
aerénquimas de plantas acuaticas son los principales sitios para la formacién de
un gran numero de microcolonias. Ha sido evidenciada una débil distribucion
sistémica en macollas jévenes de plantas de arroz donde fueron observadas por
analisis de Western blot y PCR. Raramente las bacterias penetran los vasos
xileméticos y el parénquima radicular, sin embargo la deteccion de Azoarcus sp
dentro del parénquima y los vasos xilematicos en pasto Kallar y arroz sugiere
que esta bacteria para diseminarse sistémicamente hacia los tejidos aéreos
utiliza los vasos xilematicos como mecanismo de distribucion. La colonizacion de
macollas de arroz y estolones de pasto es mas frecuente en las bacterias G.
diazotrophicus y H. seropedicae.(HUREK et al., 1994; BELL et al., 1995, HUREK
y REINHOL, 2003).

Uno de los sitios principales de colonizacion son los puntos de emergencia de
raices laterales donde poblaciones de bacterias han sido observadas en las
capas celulares de raices laterales y en el cortex de raices primarias. Otro punto
de entrada es la punta de raices en la zona de elongacion y diferenciacion
celular. Las bacterias enddfitas pueden invadir inter e intracelularmente y

penetrar los tejidos centrales. La entrada de las bacterias dentro de las raices es
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un proceso activo mediados por enzimas (exogluconasas y endogluconasas)
degradadoras de polimeros de la pared celular (McCULLY, 2002).Esta hipotesis
fue derivada del analisis de datos que demuestran la presencia de enzimas
celuliticas y pectinoliticas producidas por bacterias endofiticas, a ejemplo de
Azoarcus sp. (HUREK et al.,, 1994), Azospirillum irakense (KHAMMAS vy
KAISER, 1991) y Pseudomonas fluorescens (QUADT-HALLMANN et al., 1997).
La colonizacién y la distribucion de bacterias enddfitas en la planta pueden ser
influenciadas por la interaccién con otros organismos asociados a la planta, a
ejemplo de nematodos parasitos, o por caracteristicas propias de su hospedero
(HIRANO y HUPPER, 2000). La adherencia de la bacteria en las células
vegetales es esencial para iniciar el proceso de infeccion tanto en patégenos
como microorganismos simbi6ticos. En la bacteria Azoarcus sp BH72, fue
detectado el pili Tipo IV, un factor de virulencia determinante para la adherencia

de estas en las células de las gramineas.

Estudios también sefialan que las bacterias endéfitas interactian con patdgenos
(HUANG, 1991; SESSITCH et al., 2002), promueven el crecimiento en las
plantas (TSAVKELOVA et al., 2007), aumentan la resistencia a enfermedades
(CHANWAY, 1998), contribuyen a la fijaciéon biolégica de nitrégeno (JIMENEZ-
SALGADO et al. 1997; ESTRADA et al., 2002) y brindan proteccion contra
patdégenos mediante la produccion y sintesis de metabolitos secundarios (BROOKS
et al., 1995; BERG et al., 2005; TAN y ZOU, 2001; LONG et al., 2003; SHIOMI et
al., 2006) y biorremediacion (NEWMAN y REYNOLDS, 2005).

Recientemente, aislados de bacterias endofitas de Populus fueron
caracterizadas por su uso potencial en proceso de fitorremediacion (MOORE et
al., 2006), a ejemplo del uso de Burkholderia cepacia G4 que incrementa la
tolerancia de las plantas al tolueno (VAN DER LELIE, 2005) y de
Methylobacterium populum sp nov. BJO0O1 como participante de Ila
biodegradacion de compuestos, tales como: 2,4,6-trinitrotolueno (TNT),
hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (HMX) y octahidro-1,3,5-7-tetranitro-1,3,5-
7-tetrazocine (RDX) (VAN et al., 2004).
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Bacterias endofitas en plantas de arroz. Las bacterias endodfitas han sido
aisladas desde diferentes tejidos de plantas de arroz. Las investigaciones
realizadas, comunmente han aislado e identificado a Pantoea desde semillas,
Methylobacterium desde macollas, Azospirillum y Herbaspirillum desde tallo y
raices y Burkholderia y Rhizobium desde raiz de diferentes variedades de arroz
(HIRONOBU y MORISAKI, 2008).

Estudios sobre microorganismos enddfitas en el cultivo del arroz a nivel mundial
se han realizados sobre bacterias diazotréficas (VERMA et al., 2001), rizobial
(STURZ y NOWA, 2000; CHAINTREUIL et al., 2000), bacterias fototroficas
anoxica (PAOLINO y SCAVINO, 2004), bacterias enddfitas y poblaciones de
hongos y actinomicetes, relacionado con la promocion del crecimiento, fijacién
potencial de nitrogeno y resistencia a enfermedades (AZEVEDO et al., 2000;
TIAN et al., 2004, FERNANDEZ et al., 2006).

Actualmente ha finalizado el andlisis metanogendmico de bacterias enddfitas
asociados a raices cultivo de arroz en Filipinas, lo que permitié identificar
alrededor de 46.747.680 pares de bases de DNA gendmico extraido de enddfitas
presentes en la rizésfera, y un total de 64.542 genes con funciones especificas
para: genes que codifican proteina (64.087), 455 genes RNA ( 2002 para genes
RNAr, 16 para 5S RNA, 62 de 16SRNA, 124 23SRNA, 254 de tRNA), 27.650
genes codificadora de proteinas con funcién pronosticada, 36429 sin funcién
pronosticada, 8.272 genes que codifican para enzimas, 15175 genes que
codifican para péptidos sefalizadores, 9.372 genes que codifican para proteinas

transmembranales entre otros

Bacterias enddéfitas como control bioldgico. El principal rol de las bacterias
enddfitas en las actividades fisioldgicas de la planta hospedera esta influenciada
por un aumento de la resistencia a condiciones de estrés del ambiente, insecto,
nematodos y enfermedades. Las enddfita pueden también acelerar el
crecimiento de las plantas y las capacidades de fijacion de nitrégeno y la
movilizacion de elementos como el fosforo. Constituyen una fuente incalculable

de metabolitos secundarios y de fuente de nuevas drogas de importancia
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biotecnoldgica y de programas para el manejo de enfermedades de las plantas.
La eficacia de los enddéfitos como agentes de control biolégico depende de
muchos factores: la especificidad del huésped, la dindmica de la poblacion y el
patron de colonizacion, la capacidad de moverse dentro de los tejidos del

huésped, y la capacidad de inducir resistencia sistémica (MELNICK et al., 2008).

Estudios recientes han demostrado la eficiencia de las bacterias endofitas como
agentes de control biolégico. Un total de 570, correspondiente al9 especie de
hongos y diferentes aislados de bacterias enddfitas fueron aisladas de varios
tejidos de plantas de arroz cultivado en dos sitios diferentes del Sureste de la
India durante la época seca y lluviosa de ese pais. Los resultados obtenidos
sefialan que el 40.3% de los aislamiento fueron obtenidos de raices y 25.85% de
hoja durante la época lluviosa 'y 20.15 % de raices y 8.66 % en la época seca.
(HIRONOBU y HISAU, 2008.)

Las especies encontradas en el presente estudio correspondientes a:
Acremonium sp., Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceous, Chaetomium
globosum, Chlamydomyces palmarum, Cladosporium cladosporioides,
Coniothyrium fuckelli, Fusarium oxysporum, Humicola fuscoatra, Nigrospora
oryzae, Paecilomyces varioti, Penicillium chrysogenum, Penicillium decumbens,
Phialophora verrucosa, Rhizoctonia solani, Speiropsis pedatospora,
Stemphylium botryosum, Trichoderma viridae, Streptomyces sp. y Pseudomonas
sp. Las especies predominantes en este estudio: Chaetomium globosum,
Penicilium chrysogenum, Cladosporium cladosporioides, Streptomyces sp.
fueron utilizados para probar actividad antimicrobiana in vitro para los
fitopatdgenos de arroz Rhizoctonia solani, Nigrospora oryzae, Macrophomina
phaseolina, Phoma sorghina y Alternaria alternata. Los resultados obtenidos de
prueba de actividad antimicrobiana revelan que C. globosum, P. chrysoy
Streptomyces sp., presentaron los mayores indice de inhibicion para los
patdgenos probados (SHANKAR et al., 2009).

Otro estudio en arroz, demostré la presencia dos especies de bacterianas
endofitas: Corynebacterium avescens y Bacillus pumilus. Mediante técnicas de

barrido por microscopia electronica, fue observado que esta bacteria endodfita se
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localiza en la base de las raices secundarias, entre la epidermis y la capa
mucilaginosa. También fueron observadas en los espacios intercelulares de la
capa mucilaginosa. Semillas de variedades de arroz fueron inoculadas
previamente con estas dos especies de bacteria y sembradas en condiciones
hidroponicas Cuando el experimento se encontraban en estado plantulas fueron
inoculadas con Azospirillum brasilense. Los resultados utilizando de pruebas de
patogenecidad y screening por microscopia electronica demostrd que la especie
de A. brasilense fueron excluido del rizoplano por las bacterias endofitas, lo que
sugiere que los endoéfitos compiten con A. Brasilense e inhiben su crecimiento
dentro las plantas de arroz (BACILO-JIMENEZ et al., 2001).

Perspectivas.

Desde el inicio de la era de la ecogendmica (NELSON et al.,2007), a surgido
en la comunidad cientifica a nivel mundial la busqueda de Informaciones sobre
la funcionalidad de microorganismos in situ. En este contexto, el desarrollo de
investigaciones direccionadas a la expresion de proteinas a partir de microbios
nativos en el ambiente es uno de los desafios que se tiene para entender el
papel de esto organismos en la tierra.

Esta funcionalidad microbiana podra ser elucidada por medio de analisis de

transcripcion de RNA (metranscriptoma) y expresion de proteinas
(metaproteoma) de todas las comunidades bacterianas en el ambiente. Esto es
considerado una etapa fundamental para comprender los mecanismos de
regulacion metabdlica (metaboloma) y la exploracibon de nuevos genes

funcionales asociados ambientes y plantas especificas (MARON et al., 2006).

Las bacterias enddfitas son consideradas como modelo de estudio de
expresion génica en su nicho natural o habitat dentro de las plantas (MARON et
al., 2006). Sin embargo, cuestiones basicas sobre la diversidad microbiana
existente en plantas comerciales, asi como la estructura de esas comunidades y
la funcionalidad en diferentes especies vegetales, localizadas en diversos
ambientes geograficamente definidos, deben ser objeto de investigaciones

modernas en lo referente a bacterias enddfitas y productividad. Proyectos
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genomicos estan siendo desarrollado sobre algunas bacterias endofitas tales
como Azoarcus spp. (BATTISTONI et al, 2005), Herbaspirilum sp.,
Gluconazetobacter diazotrophicus y Klebsiella spp., quienes pueden ser de gran
ayuda para la comprension de las interacciones molecular entre las endofitas y
las plantas (ROSENBLUETH y MARTINEZ-ROMERO, et al., 2006).
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