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Resumen

Las bacterias endofitas viven en el interior de las plantas sin causar dafio en ellas.
Su presencia ha sido relacionada con un aumento en la productividad de los
cultivos debido a que produce hormonas de crecimiento, antagonistas de
patdgenos o pueden fijar nitrégeno. En este trabajo se estudié la composicion de
comunidades de bacterias enddfitas cultivables asociadas a diferentes tejidos de
cuatro variedades comerciales de arroz del departamento de Cérdoba. Para el
aislamiento se utilizo técnica de desinfeccion superficial de tejidos, el aislamiento
se llevé a cabo en medio de cultivo agar R,A. La densidad poblacional (UFC/g de
tejido) se realizd por conteo de colonias en placa. Las significancias estadisticas
entre densidad poblacional, con relacion a tejidos y variedad, se hizo mediante
analisis multifactorial y prueba multiple de rango (Tukey). Los resultados muestran
gue existe una densidad poblacional de bacterias endéfitas asociadas a plantas de
arroz; la abundancia esta relacionada con el tejido y la variedad estudiada. Este
estudio preliminar da inicio al conocimiento de esas comunidades bacterianas y la
funcionalidad que puedan estar ejerciendo en esta especie vegetal.

Palabras clave: arroz, variedad, tejidos, bacterias enddfitas, Cérdoba, Colombia.
Abstract

Endophytic bacteria living within the plant without causing damage to them. Their
presence has been linked to increased crop productivity because it produces
growth hormones, pathogens or antagonists can fix nitrogen. This study examined
the composition of communities of cultivable endophytic bacteria associated with
different tissues of four commercial varieties of rice in the department of Cordoba.
For isolation technique used tissue surface disinfection, the isolation was
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performed on R,A agar medium. The population density (CFU / g of tissue) was
performed by counting of colonies on plate. The statistical significance between
population density relative to tissues and variety was made using multivariate
analysis and multiple range test (Tukey). The results show that there is a
population density of endophytic bacteria associated with rice plants, the
abundance is related to the tissue and the variety studied. This preliminary study
initiates the knowledge of these bacterial communities and functionality that might
be carrying in this plant species.

Key words: rice, variety, tissue, endophytic bacteria, Cordoba, Colombia.

Introduccién

En Colombia, el cultivo de arroz ocupa el primer lugar en términos de valor
econdémico entre los cultivos de ciclo corto. Es el tercer pais productor de América
Latina y del Caribe después de Brasil y Pert (FAO, 2010) y ocupa el puesto 22 a
nivel mundial con una participacion de 0.4%(ESPINAL et al., 2005). El arroz es el
tercer producto agricola en extension, después del café y el maiz. Representa el
13% del area cosechada en Colombia y el 30% de los cultivos transitorios. Su
produccién representa el 6% del valor de la produccion agropecuaria y el 10% de
la actividad agricola Colombiana. El valor generado por este producto es
equivalente al 58% del valor constituido por el cultivo del café (ARAMENDIZ et al.,
2011).

Las bacterias enddfitas desarrollan la mayor parte de su ciclo de vida en el interior
de la planta, sin causar sintomas de dafio en ella. Se localizan en pequefios
agregados dispersos en todo el cuerpo de la planta, principalmente en los
alrededores de las células de la epidermis y la exodermis y en las células del
cortex (REINHOLD-HUREK y HUREK, 1998). En este habitat se produce el
intercambio de nutrientes - gases incluidos y se favorece su actividad metabdlica.

Las bacterias endofitas viven asintomaticamente dentro de los tejidos de la planta
y se han encontrado en casi todos los estudios de plantas hasta la fecha (SCHULZ
et al., 1993). Ellas juegan un papel importante en las actividades fisiolégicas de las
plantas hospederas e influyendo en el mejoramiento al estrés y resistencia a
enfermedades, insectos y nematodos (CARROLL, 1988; HALLMANN y SIKORA,
1996; AZEVEDO et al., 2000; STURZ y NOWAK, 2000). Los endoéfitos también
incrementan el crecimiento de la planta y la capacidad de fijar nitrogeno en la
planta hospedera (VERMA et al., 2001; RAHMAN y SAIGA, 2005). Las bacterias
endofitas constituyen una busqueda invaluable de metabolitos secundarios (Li et
al., 2000; STROBEL, 2002) y seria una fuente de nuevos farmacos de importancia
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biotecnolégica y un programa de gestion contra enfermedades de las plantas
(MURRAY et al., 1992; AZEVEDO et al., 2000; BERG et al., 2004).

Estudios sobre microorganismos endoéfitas en el cultivo del arroz a nivel mundial
se han centrado sobre bacterias diazotréficos (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, fijacion
potencial de nitrégeno y resistencia a enfermedades (AZEVEDO et al., 2000; TIAN
et al., 2004, FERNANDEZ et al., 2006).

En la actualidad se carece un inventario de diversidad de bacterias enddfitas
asociadas al cultivo del arroz en diferentes agroecosistema del Caribe
Colombiano, razon por lo cual el presente estudio tuvo como objetivo aislar
bacterias enddfitas asociadas a cuatro variedades comerciales de arroz en el
departamento de Cordoba para establecer significancia entre diversidad de
bacterias enddfitas (UFC/ g de tejido) con respecto a variedades y tejidos.

Materiales y métodos

Las plantas de arroz fueron colectadas en la granja experimental La Victoria
perteneciente al Fondo Nacional del arroz- Fedearroz, ubicada en el municipio de
Mocari-Cérdoba-Colombia, situada en la margen izquierda de la carretera que une
a Monteria con Cereté, entre 8°47'25" Norte 75°51'38" Oeste con respecto al
Meridiano de Greenwich, con una temperatura promedia de 29°C, humedad
relativa de 80 por ciento, precipitacion anual promedia de 1200 mm y altura de 20
m.s.n.m.

Cuatro variedades diferente de arroz fueron utilizadas en este estudio designado
como Fedearroz 2000 (F2000), Fedearroz 273 (F273), Fedearroz Mocari
(Fmocari) y Fedearroz 733 (F733). 10 plantas completas (incluyendo raices) de
cada variedad fueron colectadas en etapa de inflorescencia y transportadas al
laboratorio de investigaciones microbiolégicas de la Universidad de Sucre y
procesada dentro de las 24 horas después de colectadas. De cada planta se
separaron raiz, tallo, hojas bajeras, hojas banderas y paniculas.

Aislamiento de enddéfitas: Las raiz, tallo, hojas, hojas banderas y paniculas de
cada planta de arroz se lavaron con agua estéril y se cortaron en segmento de 1
cm aproximadamente. La desinfeccion superficial de cada tejido fue realizada de
la siguiente manera lavados de cada tejido por separado en agua destilada
esterilizada, seguida de agitaciéon por 15 min en solucién tampén de fosfato de
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potasio 0,05 mol L-1, pH 7,0; inmersion por 1 min en alcohol 70%; agitacion por 5
min en solucion de hipoclorito de sodio 5% y Tween 80%; nuevamente inmersion
por 1 min en alcohol 70% seguida de agitacion por 15 min en solucion tampon
fosfato de potasio 0,05 mol L-1, pH 7,0 y, finalmente, el lavado por cuatro veces en
agua destilada esterilizada. Para confirmar la esterilizacion de la superficie de las
raices, alicuota del ultimo lavado fue esparcida en placa conteniendo medio agar
R2A e incubada a 28 °C por 72 horas. La ausencia de crecimiento de bacteria en
el medio R2A confirmo6 que el procedimiento de desinfeccidén superficial fue eficaz
en la eliminacion de bacterias de la superficie (PEREZ et al., 2010).

Después del proceso de desinfeccion, cada tejido fue colocado en plato de
porcelana y macerado con nitrégeno liquido hasta obtener una mezcla
homogénea. De cada homogenizado fue preparado diluciones seriadas las cuales
fueron sembradas por difusion sobre la superficie de agar R,A e incubada a 28 °C
por 72 horas. La densidad poblacional de bacterias por tejido (UFC/g de tejido),
fue estimada por conteo directo de colonias en placas. Durante el conteo fueron
observadas y seleccionadas las colonias que se distinguian en cuanto a forma,
aspecto de la superficie, color y tamafio. Los morfotipos seleccionados fueron
purificados y mantenidos en agar R,A para evaluaciones sobre actividad biol6gica
de estas bacterias en cultivo de arroz.

Andlisis estadisticos: Diferencias entre la densidad poblacional (UFC/g de tejido)
de bacterias endodfitas en funcion a variedades y tipo de tejido fue analizada por
ANOVA multifactorial. Asimismo se utilizé la prueba mudltiple de rango (Tukey)
paras establecer diferencias por separado entre comunidades de bacterias
enddfitas (UFC/ g de tejidos) con relacidn a variedad y tipo de tejido colonizado.

Resultados y discusion

Un total de 89 aislados de bacterias enddfitas pertenecientes a las cuatro
variedades fueron obtenidas de los diferentes tejidos de la planta de arroz. El
namero de aislados y la colonizacion de bacterias endoéfitas variaron
significativamente para variedad y tipo de tejido analizado. El andlisis de varianza
multifactorial (UFC/ g de tejido) de bacterias endofitas mostrd diferencias
significativas tanto para tejido como variedad (Tabla 1).

La prueba mdultiple de rango (Tukey) para comunidades de bacterias endofitas
(UFC/ g de tejidos) mostré significancia en cuanto a colonizacion entre las
variedades de arroz estudiadas. Las variedades de arroz con mayor densidad de
bacterias enddfitas asociadas a ella fue F733 (1.77 x 10*° UFC/g de tejido) y
FMocari (1.7 x 10 UFC/g de tejido) con respecto a las que mostraron menor
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densidad de bacterias endofitas, correspondiendo a F273 y F2000, las cuales
tuvieron densidades de 2.0 x 10"y 1.56 x 107, respectivamente (Fig. 1).

Tabla 1. Anova multifactorial de UFC/g de tejido de bacterias enddfitas en tejidos y
variedades de arroz de Mocari-Cordoba-Colombia

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos principales

A:tejido 9.10001E21 4 2.275E21 8.60 0.0000***
B:variedad 4.58909E21 3 1.5297E21 5.78 0.0017***
Residuos 1.37524E22 52 2.64469E20
Total (corregido) 2.74415E22 59

*** Altamente significativo a intervalos de confianza del 95.0%.
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Figura 1. Densidad poblacional promedia de bacterias enddfitas asociadas a
variedades de arroz. F: Fedearroz, S: variedad susceptible a Burkholderia glumae,
R: variedad tolerante a Burkholderia glumae

La colonizacion de bacterias endofitas difiere significativamente (Fig. 1) entre las
variedades de arroz y grado de susceptibilidad y tolerancia a B. glumae. Las
variedades con mayor densidad de bacterias endofitas asociadas corresponden a
las variedades tolerantes Fmocari y F733 en comparacion con las variedades
susceptibles F2000 y F273. Las bacterias enddfitas son reconocidas como
aquellas 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). Estudios indican que las bacterias enddfitas interactian
con patégenos (SESSITCH et al., 2002), promueven el crecimiento en las plantas
hospederas (TSAVKELOVA et al., 2007), aumentan la resistencia a enfermedades
(CHANWAY, 1998), contribuyen a la fijacion biolégica de nitrogeno (JIMENEZ-
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ESTRADA et al.,, 2002) y brindan protecciébn contra patégenos mediante la
produccion y sintesis de metabolitos secundarios (BERG et al., 2005).

La prueba mdultiple de rango para densidad de bacterias endofitas (UFC/ g de
tejidos) en funcion a tipo de tejido muestra mayor colonizaciébn de bacterias
enddfitas en raices 3.2 x 10'° UFC/g de tejido con respecto a tallo, hojas, hoja
bandera y panicula (Fig. 2). La densidad poblacional de bacterias en tejido de
arroz varié desde 1.06 x 10" en hoja bandera a 3.2 x 10% en raiz. MANO et al.
(2006) y OKUNISHI et al. (2005) encontraron densidad poblacional de bacterias
enddfitas cultivables en semillas de arroz en un rango de 10° a 10%g de peso
fresco. La diversidad de bacterias endéfitas varia de acuerdo al tejido de la planta
de arroz. Bacterias enddfitas han sido aisladas de semilla, raiz, tallo, hoja y vaina
de la hoja de diferentes variedades de arroz (HIRONOBU y HISAU, 2008).
Poblaciones de bacterias endéfitas fueron aisladas de 2400 segmentos de arroz
colectadas del Sureste de la India en dos épocas del afio. La tasa de colonizacién
de tejidos por bacterias endofitas a partir de superficies desinfestadas varidé en
cuanto a la época del afio, con 40.3% en raices y 25.83% en hojas durante el
invierno y 20.15% en raices y 8.66% en hojas durante el verano (SHANKAR et al.,
2009).
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Figura 2. Densidad poblacional promedia de bacterias enddfitas asociadas a
tejidos de arroz

Perspectivas

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
diferentes variedades comerciales de arroz, asi como la estructura de esas
comunidades y la funcionalidad en estas especies vegetales, localizadas en
diversos ambientes geograficamente definidos, deben ser objeto de
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investigaciones modernas en lo referente a bacterias enddfitas, productividad y
alternativa biolégica frente a fitopatdgenos en este cultivo.
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