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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar la diversidad de comunidades cultivables
de bacterias totales y enddfitas asociadas a raices del pasto colosuana en el
departamento de Sucre. La diversidad de comunidades de bacterias totales y endéfitas
fue realizada mediante aislamiento de colonias en medios de cultivos (SAKIYAMA et al.,
2001). La densidad poblacional fue estimada por conteo directo de colonias en placa y
las caracteristicas culturales de cada morfotipo fueron obtenidas mediante observacion de
cada colonia formada. Una vez cuantificadas las comunidades de bacterias totales y
enddfitas, se determiné la riqueza de especie (R), el indice de diversidad de Shannon-
Weaver (H) y la equitabilidad de morfotipos mediante modelos matematicos propuestos
para cada fin. Para establecer diferencias estadisticas entre comunidades de bacterias
totales y enddfitas se realizaron ANOVAS, test paramétricos y no parameétricos utilizando
el programa R. Fueron muestreadas 14 fincas ganaderas, localizadas en la region
fisiografica de Sabanas de Sucre, donde fue reportada la presencia por primera vez de
bacterias enddfitas asociadas a las raices de colosuana. Fueron encontradas diferencias
significativas entre la riqgueza de especies y la equitabilidad de bacterias totales y
enddfitas en raices del pasto. Este es el primer reporte que se tiene sobre la presencia de
bacterias enddfitas en la raices de este pasto a nivel mundial.

Palabras claves: Bacteria totales, bacteria endoéfitas, raices, colosuana.

58


mailto:alexander.perez@unisucre.edu.co

Rev. Colombiana cienc. Anim. 2(1).2010 ORIGINAL

Abstract

The objective of this study was to determine the diversity of total bacterial communities
and cultivable endophytes associated with grass roots colosuana in the department of
Sucre. The diversity of total bacterial communities and endophytes was made by isolation
of colonies in culture media (SAKIYAMA et al., 2001). The population density was
estimated by direct counting of colonies on plate and cultural characteristics of each
morphotype were obtained by observation of each colony made. Once quantified total
bacterial communities and endophytes, we determined the species richness (R), the
diversity index of Shannon-Weaver (H) and equitability of morphotypes with mathematical
models suggested for each purpose. To establish statistical differences between total
bacterial communities and endophytes were conducted ANOVAs, parametric and
nonparametric test using the program R. 14 farms Livestock were sampled, located in the
physiographic region of Sabana de Sucre, where he was reported for the first time the
presence of bacteria associated with endophytes colosuana roots. Significant differences
were detected between species richness and evenness of total bacteria and endophytes in
grass roots. This is the first report that we have about the presence of bacteria endophytes
in grass roots of this worldwide.

Key words: bacteria total, bacteria endophytic, roots, colosuana.

Introduccién

Las primeras evidencias de asociacion entre microorganismos endéfitos y plantas,
se originaron de observaciones en tejidos y hojas fosilizadas, lo que soporta la
inferencia de que la asociacion planta-enddfito pudo haber ocurrido junto con la
aparicion de las primeras plantas en la tierra (STROBEL, 2003; HUA WEI et al.,
2006). Como resultado de esa larga asociacion es posible que algunos de estos
microorganismos enddfitos hayan adquirido un sistema genético para transferir
informacion desde la planta hospedera a ellos, o viceversa. Las bacterias
enddfitas residen en tejidos de las plantas, principalmente espacios intercelulares,
raramente en espacios intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar
sintomas de enfermedad en la planta (HUREK et al., 1994; BELL et al., 1995).

Los estudios sefialan que las bacterias endofitas interactian con patdégenos
(HUANG, 1991; BACON y HINTON, 1997; SESSITCH et al., 2002), promueven el
crecimiento en las plantas (TSAVKELOVA et al., 2007), aumentan la resistencia a
enfermedades (CHANWAY, 1998), contribuyen a la fijacién biolégica de nitrdgeno
(JIMENEZ-SALGADO et al. 1997; ESTRADA et al., 2002) y brindan proteccion
contra patdogenos mediante la produccion y sintesis de metabolitos secundarios
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(BROOKS et al., 1994; 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 sp. 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. BJOO1 como participante de la 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).

La diversidad de bacterias endofitas representa apenas una pequefa fraccion de
la diversidad total existente en la naturaleza. Informaciones derivadas de estudios
comparativos indican, que apenas una pequefia fraccion de los microorganismos
en la naturaleza (entre 0,1% a 10%, dependiendo del habitat) es cultivable
mediante empleo de métodos microbiolégicos convencionales (RANJARD et al.,
2000; GREEN y BOHANNAN, 2006). Comunidades de bacterias endofitas han
sido aisladas de plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas comerciales, en
especies de arboles forestales (BROOKS et al., 1994, CANKAR et al., 2005),
frutales (WHITESIDES y SPOTTS, 1991; VEGA et al.,, 2005; LACAVA et al.,
2006), plantas herbaceas como cafia de azucar (JACOBS et al., 1985), soya
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004) y orquideas (TSAVKELOVA et al., 2007).

Las pasturas del Caribe colombiano estan constituidas por gramineas de alto
potencial productivo como guinea (Panicum maximum), angletén (Dichanthium
aristatum), puntero (Hyparrhenia rufa) y para (Brachiaria mutica), algunas especies
naturalizadas como Colosuana o kikuyina (Bothriochloa pertusa). Esta ultima ha
colonizado en forma rapida y progresiva la region, invadiendo las especies
cultivadas de tal forma que en la actualidad cubre extensas areas de la zonas de
vidas de bosques secos tropical(bs-T) y bosque muy seco tropical (bms-T) en los
departamentos de Cdordoba, Sucre, Bolivar y Magdalena (SIERRA et al., 1997).

El pasto colosuana, alcanza un total de 274,005 ha, distribuidas en 19 municipios
del departamento de Sucre (AGUILERA, 2005). En este departamento, la
ganaderia de doble propésito representa un 84,9% de su territorio (VILORIA,
2002). Una de las limitantes en la productividad animal es la escasez o falta total
de forraje durante la época seca debido a la estacionalidad de las lluvias. Esta
escasez se incrementa por los diferentes grados de compactacion, problemas
erosivos, bajos niveles de fertilidad, la falta de abonamientos y el pastoreo
extensivo, generando la degradacion de las praderas (AGUILERA, 2005).
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A nivel nacional e internacional no existen evidencias de la presencia de
bacterias enddfitas asociadas a diferentes tejidos del pasto colosuana y mas aun
se desconoce la ecologia funcional que estas bacterias cumple dentro de las
praderas. El objetivo del presente trabajo fue determinar la diversidad de
comunidades cultivables de bacterias totales y endéfitas asociadas a raices del
pasto colosuana en el departamento de Sucre.

Metodologia

Muestreo: Las zonas estudiadas fueron previamente identificadas, las fincas de
cada zona se seleccionaron en forma aleatoria. En las fincas ganaderas se realiz6
un muestreo, representativo, tomando entre 15 y 20 submuestras al azar a una
profundidad de 0-20 cm, recolectando al tiempo suelo y raices. Las submuestras
se homogenizaron para conformar una muestra por finca con un peso aproximado
de 2.000 gr, las cuales se depositaron en bolsas plasticas rotuladas con el nimero
de la finca, corregimiento, area sembrada con el pasto y fecha de recoleccién. La
muestra tomada de cada finca ganadera fue utilizada para el analisis
microbiolégico.

Las muestras de suelos fueron tamizadas para separar suelos (piedras, cascajos)
y raices. Una vez tamizadas se procedi6 a los andlisis microbiolégicos de
comunidades totales y enddfitas en las raices.

Aislamiento y cuantificacién de bacterias totales y endofitas: diez raices por
muestras, fueron individualmente colocadas en 10 frascos Erlenmeyer de 50 mL
para la desinfeccion superficial por lavado en agua destilada y detergente neutro,
por un minuto, seguida de cuatro enjuagues en agua destilada esterilizada. Las
raices lavadas fueron transferidas a nuevos frascos conteniendo agua esterilizada,
para el aislamiento de comunidades de bacterias totales y endofitas (SAKIYAMA
et al., 2001).

La densidad de bacterias totales por raices, en UFC.raices™, fue estimada por
contaje directo de colonias en placas. Durante el contaje fueron observadas y
seleccionadas las colonias que se distinguian en cuanto a forma, aspecto de la
superficie, color y tamafo. Los morfotipos seleccionados fueron purificados y
mantenidos en agar nutritivo.

Para el aislamiento de bacterias endofitas, cada raiz fue sometida a proceso de
esterilizacion superficial (SAKIYAMA et al., 2001). El proceso consistio de: dos
lavados de la raiz en agua destilada esterilizada, seguida de agitacion por 15 min
en solucién tampén de fosfato de potasio 0,05 mol L™, pH 7,0; inmersién por 1
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min en alcohol 70%; agitacion por 5 min en solucién de hipoclorito de sodio 5 % vy
Tween 80%; nuevamente inmersion por 1 min en alcohol 70 % seguida de
agitacién por 15 min en solucién tampén fosfato de potasio 0,05 mol L™, pH 7,0 y,
finalmente, el lavado por cuatro veces en agua destilada esterilizada. El proceso
fue repetido por dos veces. Para confirmar la esterilizacién de la superficie de las
raices, alicuota del ultimo lavado fue esparcida en placa conteniendo medio de
cultivo agar nutritivo e incubada a 28°C por 72 horas. Seguidamente, las raices
fueron transferida para tubo conteniendo caldo nutritivo e incubado a 28°C por 72
horas, para la certificacion de la no presencia de microorganismos en la superficie
de las raices a ser utilizadas para o aislamiento de bacterias enddfitas cultivables.

Para cuantificar el total de bacterias enddfitas, cada raiz desinfectada
superficialmente fue colocado en tubo con 10 mL de solucion estéril de tampon
fosfato de potasio 0,05 mM L™, pH 7,0 y triturado. La suspensién obtenida fue
filtrada a través de malla de gaza y el filtrado fue recogido en tubo de ensayo
estéril, seguidamente se prepararén diluciones de 10" a 10 en solucién tampén
de fosfato de potasio, en replicas de tres por muestra y por dilucion. Alicuotas de
100 uL fueron transferidas para medio sélido de agar nutritivo y esparcidas con el
uso de espatula de Drigalsky, seguidamente fueron incubadas las placas a 28°C
por 72 horas.

Para el aislamiento y cuantificacion de comunidades de bacterias totales (epifiticas
y enddfitas), se sigui6 el mismo procedimiento para bacterias enddfitas
exceptuando el proceso de desinfeccidn de raices.

Comunidades de bacterias totales y endéfitas: una vez cuantificada las
comunidades de bacterias totales y endofitas, se determiné la riqueza de especie
(R), el indice de diversidad de Shannon-Weaver (H) y la equitabilidad de
individuos mediantes los siguientes modelos mateméaticos propuesto para tal fin
(TOTOLA y CHAER, 2002).

s-1
log(n)

Riqueza de especie por Margalef: R =

indice de diversidad de Shannon-Weaver: H ==S(N log N — X (ni log ni))
Donde:

S: numero total de especies en la comunidad
ni: namero total de individuos en la enésima poblacion
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N: nimero total de individuos en la comunidad

Equitabilidad (E): E=-—"
log R

Andlisis estadisticos: Para establecer diferencias significativas entre riqueza y
equitabilidad de especies de comunidades de bacterias totales y enddfitas, se
realizaron ANOVAS vy test paramétricos y no paramétricos a los datos de UFC/gr
de raiz mediante el programa estadistico R.

Resultados

La densidad poblacional para bacterias totales aisladas de raices del pasto
colosuana oscil6 entre 5,4 x 10° a 1,14 x 10° UFC.raiz® y para enddfitas de 3,4 x
10% a 5,3 x 10* UFC.raiz’. En la Fig. 1 se puede observar la diversidad de
bacterias totales y endofitas con diferentes aspectos morfolégicos.

Figura 1. Aspectos morfolégicos de bacterias totales (A) y endoéfitas (B) aisladas
de raices de pasto colosuana

Al realizar muestreos en diferentes localidades (fincas) se pudo observar que
existe una riqueza de morfotipos tanto de bacterias totales como de enddfitos
asociadas a la raiz del pasto colosuana (Fig.2).

El ANOVA para riqueza de especies de bacterias en UFC/gr de raiz del pasto
colosuana, muestra diferencias altamente significativas (p-value = 0,000001311)
entre el numero de bacterias totales y enddfitas. La abundancia de bacterias en
raices, mediante analisis de boxplot sefiala diferencias altamente significativa
entre numero de bacterias totales con relacion a bacterias enddfitas (Fig. 3).

El indice de diversidad mediante Shannon-Weaver de comunidades de bacterias
totales y endéfitas se muestra en Fig. 4. Los resultados obtenidos muestran un

mayor indice de diversidad para comunidades de bacterias totales. Similarmente
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se observa en la Fig. 5 una mayor equitabilidad para bacterias totales. EIl ANOVA
para equitabilidad mostro un valor (p-value 0,05863) cercano al valor critico de
0,05, por tal razén se procedié a realizar una prueba de normalidad utilizando el
test de Shapiro Wilk, mostrando un p-value = 0,00142 y finalmente se procedi6 a
realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, quien mostré diferencias
significativas entre comunidades de bacterias totales y enddfitas (p-value =
0,04306). La Fig. 6 muestra un boxplot entre las comunidades de bacterias totales
y enddfitas.

120 4
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60 M Bacterias Totales

M Bacterias Endaofitas
40 1

UFC/gde Raiz

20

1 2 3 45 6 7 8 91011121314

Numero de fincas ganaderas
Figura 2. Riqueza de morfotipos (R) de comunidades de bacterias totales y
endofitas en raices de pasto colosuana en fincas ganaderas del Departamento de
Sucre
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Figura 3. Boxplot del nimero de bacterias totales y enddfitas aisladas de raices
del pasto colosuana
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Figura 4. indice de diversidad de Shannon-Weaver (H) de comunidades de
bacterias totales y endodfitas en raices de pasto colosuana en fincas ganaderas del
Departamento de Sucre
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Figura 5. Equitabilidad (E) de comunidades bacterias totales y enddfitas en raices
de pasto colosuana en fincas ganaderas del Departamento de Sucre
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Figura 6. Boxplot de equitabilidad de comunidades de bacterias totales y endoéfitas
en raices de pasto colosuana

Discusién

Existe una baja densidad poblacional de bacterias endofitas con relacion a
comunidades totales (Fig. 3). Ha sido demostrada que la densidad poblacional de
bacterias enddfitas es menor que las patogénicas. Evolutivamente, los endéfitos
aparecen como microorganismos intermediarios entre bacterias saprofitas y
patogénicas de plantas (HALLMMAN et al.,, 1997). Los valores de densidad
poblacional de bacterias endodfitas nativas en tejido de la mayoria de las especies
vegetales sitliense en torno de 10°a 10° UFC.g-" de tejido fresco (HALLMANN et
al., 1997). Las mayores densidades poblacionales, nativas o introducidas, son
normalmente observadas en la raiz y en la parte inferior del tallo, presentandose
decrecimiento del tallo hasta la hoja de bacterias enddfitas (LAMB et al., 1996).
Las variaciones estacidonales, el tipo de tejido vegetal (MOCALI et al., 2003),
especie y cultivares de hospedero y la interaccion con otros microorganismos
benéficos (PILLAY y NORWAK, 1997; ARAUJO et al., 2002), también pueden
influenciar el patron de colonizacion de las bacterias endofitas.

Las bacterias estan indisolublemente asociadas a las plantas como patogénicas,

epifitas, endodfitas, simbibticas y antagoOnicas. Las bacterias asociadas a las
plantas tipicamente intercambian sefiales con su hospedero y poseen diversos
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mecanismos para adaptacion y colonizacion (PRESTON et al., 1998). Aspectos
importantes de la diversidad de bacterias en el ecosistema incluyen los diferentes
procesos que estos realizan, la complejidad de la interaccion y el niamero de
niveles troficos que los componen. En los dltimos afios, ha despertado intereses
cada vez mayor aspectos relacionados con la composicion, estructura y funcién de
comunidades bacterianas y, en particular las unidades fundamentales de las
cuales estan compuestas (WARD, 2006).

Uno de los indices mas utilizados para cuantificar la biodiversidad especifica es el
de Shannon, también conocido como Shannon-Weaver (SHANNON y WEAVER,
1949), derivado de la teoria de informacion como una medida de la entropia. El
indice refleja la heterogeneidad de una comunidad sobre la base de dos factores:
el nimero de especies presentes y su abundancia relativa. Conceptualmente es
una medida del grado de incertidumbre asociada a la seleccion aleatoria de un
individuo en la comunidad. El valor de este indice aumenta al aumentar la
complejidad del sistema, aunque en sistemas naturales, la diversidad especifica
suele ser inferior. La equitabilidad (E) es una medida del grado de similitud de la
abundancia de especies diferentes. Cuando hay proporciones similares de todas
las subespecies entonces la uniformidad es uno, pero cuando las abundancias son
muy diferentes (algunas poco comunes y algunas especies comunes), entonces el
valor es mayor a uno, indicando heterogeneidad en las especies dentro de la
poblaciéon microbianas. Para las poblaciones de bacterias totales se encontraron
valores superiores a uno, lo que indica que existe una heterogeneidad de
morfotipos aislados, esto es debido probablemente a que las comunidades de
bacterias totales estan representadas por bacterias epifitas y endofitas.

Existen evidencias sobre la presencia de bacterias enddfitas en pasturas; HUREK
y REINHOLD-HUREK (2003) aislaron e identificaron a Azoarcus BH72 como una
bacteria enddfita de tejidos de raices en la especie de pasto Leptochloa fusca L.
Kunth, presente en Pakistan, con capacidad de fijar nitrdgeno biolégicamente. De
otra parte, SCOTT (2003) aisl6 y encontré6 a Epichlog, un hongo enddfito
asociado con varias especies de pastos de la subfamilia y la posterior
demostracion de este microorganismo como un posible agente de control biolégico
en estas especies de plantas. Estudios moleculares reciente sobre diversidad de
bacterias enddfitas han revelado una alta riqueza de filotipos, que promueven el
crecimiento de las planta, suprimen fitopatbgenos, ayudan a remover
contaminantes, solubilizan fosfato y contribuyen a la asimilacion biolégica de
nitrogeno. No existe evidencias sobre la diversidad, ni la funcionalidad de
bacterias enddfitas asociadas tejidos del pasto colosuana en condiciones
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climaticas, edaficas y de manejo de este pasto en agroecosistemas a nivel
mundial, de Colombia y costa Caribe, razén por lo cual se hace necesario
desarrollar investigaciones basicas y aplicadas para el conocimiento de este
recurso biolégico y su posible papel en la sostenibilidad y produccion de esta
especie de pasto.

El monitoreo de la diversidad biolégica en un ecosistema puede servir de criterio
para detectar alteraciones ambientales. Estas informaciones pueden servir para el
establecimiento de una relacibn mas confiable entre diversidad y sustentabilidad,
en la medida que se pueda definir el minimo de diversidad capaz de permitir el
funcionamiento de los ciclos dentro del ecosistema. El uso de indices de
diversidad contribuye para una mejor comprension del funcionamiento de una
comunidad compleja. Es importante considerar la comunidad en funcién de
componentes, el nUmero de especies que componen la comunidad y el nUmero de
individuos en cada poblacion. Los indicies de diversidad de especies cuando son
aplicados al estudio de comunidades microbianas, requieren la evaluacion de un
namero grande de microorganismos (TOTOLA y CHAER, 2002).

Las bacterias endofitas 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 endofitas y productividad.
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