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The present study had as objective to evaluate in vitro antimicrobial activity of
endphytes bacteria associated with Neem (Azadirachta indica) against Burkholderia
glumae. The inhibitory activity of endophytic bacteria against B. glumae was
evaluated by antagonism, using the technique of diffusion in agar with sensitive
records. Once identified the endophytic bacteria inhibitory potential, used discs
medium numbers 3 for production of secondary metabolites, to test their inhibition
against B. glumae by Elisa plate microdilution methods. The results showed an
inhibition of 50% of the growth against B. glumae, the identification with API 20 NE
kit found in 99,55% to the species Pseudomonas aeruginosa.
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El presente estudio tuvo como objetivo evaluar in vitro la actividad antimicrobiana
de bacterias enddfitas asociadas a Neem (Azadirachta indica) contra la bacteria
fitopatdégena Burkholderia glumae. La actividad inhibitoria de bacterias enddfitas
contra B. glumae se evalu6 por antagonismo, mediante la técnica de difusion
en agar con discos sensitivos. Una vez identificadas las bacterias enddfitas con
potencial inhibitorio, se empled medio nimero 3 para produccién de metabolitos
secundarios, para probar su inhibicion contra B. glumae mediante la técnica de
microdilucion en placas de Elisa. Los resultados mostraron, una inhibicion del
50% del crecimiento de B. glumae por parte de la bacteria enddfita asilada. La
identificacion de la bacteria endofita con potencial inhibitorio contra B. glumae se
realizd por medio un kit AP1 20 NE, donde el perfil de identificacién arrojo un 99,5%
para Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCCION

El arroz es uno de los cultivos mas importantes del
mundo, donde su produccion ha jugado un papel
trascendental en el desarrollo econdmico en muchos
paises, ademas por ser un alimento basico en la dieta
alimentaria de mas de la mitad de la poblacién mundial,
ya que aporta un gran valor calorifico y valor nutricional.
En Colombia el arroz representa uno de los cultivos de
mayor interés econémico siendo el tercer pais productor
de América Latina y del Caribe después de Brasil y Peru
(FAO, 2010) y a nivel mundial ocupa el puesto 22 con
una produccion anual de 0,4% (ESPINAL, 2005). Sin
embargo, aunque tenga una extensa area cultiva de
arroz, los valores de rendimiento del cultivo disminuyen
drasticamente en términos de cosecha. Una de las
principales limitaciones del cultivo de arroz en Colombia
es a causa de enfermedades bacterianas, fungicas,
viricas o plagas que tienen un impacto negativo en la
produccién y rendimiento del cultivo. Dentro de estas
enfermedades se encuentra el afublo bacteriano
de la panicula del arroz, causada por B. glumae, la
cual ha aumentado su incidencia en los ultimos afios
provocando pérdidas hasta de un 40% en la produccién
(IWAl et al., 2002; RUSH et al., 2003). Los sintomas de
la enfermedad se pueden presentar en las plantulas, en
la vaina de la hoja y en las espiguillas de las paniculas.
Las paniculas afectadas registran espiguillas de color
pajizo, decoloracion del grano y pudricion. La bacteria
se multiplica rdpidamente y los sintomas aparecen
desde la emergencia de la panicula.

Ademas, esta especie es causante del marchitamiento
en muchos cultivos de campo como tomate, chile,
berenjena, papa, girasol (UEMATSY et al., 1976). La
problematica de dichos cultivos y el gran aumento de
la resistencia de los microorganismos a pesticidas
sintéticos utilizados convencionalmente, los paises
ricos en biodiversidad deben asumir el gran reto
de vincular y utilizar las sustancias provenientes de
los recursos bioldgicos en compuestos, procesos,
herramientas y productos utiles, como aprovechamiento
y la explotacién sostenible de la diversidad biolégica en
beneficio de la sociedad para mejorar la calidad de vida.

En esta busqueda, uno de los mecanismos que se
han encontrado, son los microorganismos llamados
enddfitos, los cuales son capaces de generar multiples
beneficios a las plantas superiores. En estudios
se ha encontrado el uso de las bacterias para el
crecimiento vegetal que logran mejorar la productividad
y rendimiento de los cultivos aprovechando las
propiedades antimicrobiana, antiséptica y antioxidante
para la inhibicién de microorganismos causantes de
enfermedades en cultivos de interés agricola.

Las bacterias enddfitas asociadas a especies vegetales
han sido reportadas como productores de una
diversidad de compuesto bioactivos con multiples
usos farmacoldgicos. Dentro de estos productos se
ha reportado la produccién de compuesto volatil,
los cuales una vez producidos dentro de las plantas
por los enddfitos benefician a estas previéndolas de
defensas contra fitopatogenos (PEREZ et al., 2010).
Nuevos estudios sobre microrganismos endofitos se
han orientado sobre la produccion de estos compuestos
y su potencial uso en la biotecnologia. Grupos
de microorganismos que son de particular interés
biotecnoldgico desde el punto de vista de la produccion
de compuesto volatiles, que por su capacidad de
producir un amplio espectro de compuesto aromaticos,
incluyendo a los volatiles los cuales poseen una
poderosa propiedades para su uso en la agricultura e
industria son ahora motivo de investigacion por parte
de microbidlogos a nivel mundial. (PEREZ et al., 2013).

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Fitopatégeno. B. glumae ATCC 4026-1,
fue facilitada por la Federacion Nacional de Arroceros
-FEDEARROZ.

Obtenciéon del material vegetal. Las muestras
vegetales de Neem se recolectaron en la localidad el
Callo de la Cruz, perteneciente al municipio de San
marcos, departamento de Sucre. De cada sitio se
tomaron muestras de tejido vegetal (hojas y semillas)
de forma aleatoria de 10 plantas, para dicha colecta se
verificd que las plantas en buen estado fitosanitario y sin
ningun sintoma bidtico o abidtico. El material vegetal fue
depositadao en bolsas plasticas rotuladas con el sitio
de muestreo y fecha de recoleccion. Todos los analisis
microbioldgicos de las muestras vegetales se realizaron
en el laboratorio de investigaciones microbioldgicas de
la Universidad de Sucre.

Aislamiento de bacterias endofitas. Las bacterias
enddfitas fueron aisladas a partir del material vegetal de
Neem, empleando la metodologia descrita por PEREZ
et al., (2010), el cual consiste en varios lavados con
hipoclorito de sodio 5%, alcohol 70%, Tween 80, y una
solucion de tampon fosfato que protege el material
vegetal de la rigurosa proceso de desinfeccion. Una vez
desinfectado el material vegetal se procedi6 a tomar 10
ul de la solucion del tejido macerado en agua destilada
estéril y depositar sobre la superficie de agar cetrimida y
agar King B, medios selectivos para especies del genero
Pseudomonas spp. e incubados a 30 °C durante 48
horas. Una vez transcurrido este tiempo cada morfotipo
bacteriano fue aislado y purificado en cultivos axénicos.
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Prueba de actividad antibacteriana de bacterias
endoéfitas de Neem. Para seleccionar las bacterias
enddfitas con actividad inhibitoria contra B. glumae se
realizo la prueba de antagonismo empleando el método
de difusién sobre agar con discos de papel filtro Whatman
de un grado. Para ello, se prepard una solucion de
los diferentes asilados de bacterias enddfitas a una
concentraciéon 102 UFC, donde se sumergieron los discos
de papel filtros y fueron colocados en la parte central de
la superficie de medio King B inoculado previamente con
la bacteria fitopatdgena. Las placas se incubaron a 28°C
por 48 horas (CUELLAR y HUSSEIN 2009). Se utilizd
como control positivo discos de papel filtro impregnados
con acido oxolinico. La seleccion se realizé de acuerdo al
tamafio del halo de inhibicion reflejado para cada aislado
de bacterias enddfitas y comparadas con el control positivo.
(ROJAS et al., 2012).

Preparacion del indculo: se coloco a crecer la cepa
bacteriana en medio King B por 24 horas, se inocularon
10 colonias de la bacteria en 250 mL de caldo King B
y se incubd 8 horas a 30°C por 175 rpm. En un matraz
de 250 mL se preparé 90 ml de King B y se adicion6 10
mL del inéculo por 10 horas a 175 rpm a 3°C. Para el
proceso de fermentacion se utilizé el medio modificado
numero 3 con 10 g de peptona, 8,2 mL de glicerol, 1 g de
KH, PO, y 0,5 g de Mg SO,.7 H,0 por litro a pH 6,8. Se
sembro en el medio nimero 3 en relacion 1:10 de inéculo
y se incubd a temperatura ambiente durante 5 dias a
150 rpm, en el transcurso de los dias se midi6 el pH y
absorbancia de la suspensién bacteriana para realizar la
curva de crecimiento. Para la extraccion de los metabolitos
secundarios, se centrifugd el medio en tubos falcén de 50
ml a 17,000 rpm dos veces durante 30 minutos. Luego se
filtrd el sobrenadante utilizando un filtro con tamafio de
poro 0,2 um. Se recolecté el filtrado para su utilizacion en
ensayo de evaluacion in vitro.

Método para determinar la actividad antimicrobiana
de los extractos metabdlicos. Una colonia pura de
B. glumae fue transferida a 20 ml de caldo King B en
incubada a 30 °C a 150 rpm durante 24 h, pasado este
tiempo la suspensiéon bacteriana fue ajustada a una
concentracion de 0,5 Macfarland. Por otra parte las
muestras de las suspensiones metabolicas tomadas a
las diferentes horas (24, 48, 72 y 120 h), se prepararon
diluciones a las concentraciones 3, 6, 12, 25 a 50 %. La
actividad bactericida de cada extracto fue evaluada por
separado utilizando la técnica de Microdilucién en placas
de 96 pozos (CARVAJAL et al., 2013). Apartir de la solucion
stock se realizaron 5 diluciones seriadas por triplicado en
medio King B, en relacion 1:1, para un volumen final de 90
pL/pozo de cada dilucion, para obtener las concentraciones
antes mencionadas posteriormente se afiadié a cada
pozo 10ul de la suspension bacteriana para completar
un volumen final de 100 mL por pozo. En cada placa se
incluyeron controles de esterilidad del medio (100 pl de
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caldo King B), control de crecimiento (90 pl medio King B+
10ul de suspension bacteriana) y control de los metabolitos
(100ul), las placas se taparon y sellaron con crista Flex
y se incubaron a 150 rpm a 30° C durante 24 horas en
incubadora Heidolph 1000 (modelo D-91126).

Transcurrido el tiempo de incubacion, se adicionaron 15
pL de una solucion acuosa (0,5 mg/ml) de MTT (bromuro
de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolium) a los
pozos que contenian los tratamientos y los controles.
Después de una incubacion por 45 minutos se descartd
el contenido de los pozos y se adicioné 100 pL/pozo de
DMSO concentrado y se procedi6 a determinar la densidad
Optica en un lector de Chromate Awareness, modelo
4300 utilizando una longitud de onda de 492 nm. Con los
resultados de las lecturas, se determind el porcentaje de
inhibicion empleando la siguiente formula:

%IB= 1-(Aai/Acc)*100

Dénde:

Aai: promedio de crecimiento de cada tratamiento
Acc: promedio de crecimiento prueba control.

Produccién de sideréforos. El medio cromo azurol-S
(CAS) fue preparado segun Schwyny Neilands (1987)
disolviendo 60,5 mg de CAS en 50 ml de agua destilada,
y luego mezclada con 10 ml de una solucion de hierro (l11)
(1 mM de FeCl,.6 H,O y 10 mM de HCI). Bajo agitacion,
esta solucién de mezcla con 72,9 mg de HDTMA disuelto
en 40 ml de agua. Elliquido azul resultante es autoclavado
a 121°C por 15 minutos. Asi, mismo, se autoclavo una
mezcla de 750 ml de agua, 15 g de agar; 30,24 g de pipes
y 12 g de una solucion 50% (w/w) de NaOH para alcanzar
un pH de 6.8. Al medio se le agregaron 4 g de glucosa
como fuente de carbono. Se tomd una colonia utilizando
palitos de madera realizando puntos en el agar y se incubo
durante 7 dias a 30°C. La habilidad de la bacteria para
producir sideréforos se evidencio por la formaciéon de un
halo transparente alrededor de las colonias.

Identificacion de la bacteria endéfita con potencial
inhibitorio contra B. glumae. Se realiz6 la prueba de
oxidasa, observacién de la bacteria con tincion diferencial y
siembra en medios selectivos agar MacConkey, Agar EMB
y cetrimida. La identificacion se llevé a cabo por medio el
sistema miniaturizado API20 NE, y los resultados fueron
analizados mediante el software digital facilitado por https:/
apiweb.biomerieux.com

Anadlisis estadistico. La investigacion se realizd bajo un
disefio factorial 5x3 con un analisis de varianza de doble
via. Se determinaron dos factores experimentales: las
concentraciones con 5 niveles 3, 6, 13, 25y 50 % y el
tiempo de actividad del metabolito secundario bacteriano
con tres niveles (24, 48 y 72 h) y una variable respuesta
que fue el porcentaje de inhibicién sobre el crecimiento
de la bacteria.
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RESULTADOS

La bacteria enddfita seleccionada F3N4 obtenida de
tejidos vegetales de Neem, corresponde a un bacilo gram-
negativo, la cual se sembré en medio Cetrimida y King B
e incuba a 37 °C por 24 h. Después de este tiempo se
observé la presencia de colonias con pigmentacion verdosa
y fluorescencia en UV, colonias redondas, de borde liso,
superficie lisa y actividad bioquimica de no fermentar
lactosa. La identificacion de la bacteria enddfita con
potencial inhibitorio contra B. glumae se realiz6é por medio
un kitAP1 20 NE, permitiendo identificar con un porcentaje
de similitud de un 99,5% a Ps. aeruginosa.

Al observar el comportamiento cinético en medio de cultivo
inductor de la produccién de metabdlitos secundarios
bacterianos tipo antibidtico (medio N 3), se pudo establecer
que a las condiciones de crecimiento establecidas (T,
rpm, Medio de cultivo, pH), la fase exponencial de la
bacteria tiene una duracion de ocho horas para entrar a
fase estacionaria, momento en el cual, teéricamente la
bacteria empieza a producir metabdlitos secundarios. Por
tanto, el tiempo en el que la bacteria demora en entrar en
fase estacionaria fue de 11 horas contadas a partir de la
inoculacién en el medio Figura 1.
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Figura 1. Curva de crecimiento de, bacteria enddfita asilada de
tejidos de Neem F3N4 identificada como Ps. aeruginosa

Elmedio N3 empleado, es un medio comercial utilizado para
llevar a las bacterias a la producciéon de metabdlitos tipo
antibidtico. Para este ensayo se realizé una modificacion
a la fuente de carbono, determinando por ensayos que
la bacteria enddfita consumia rapidamente el glicerol,
disminuyendo el tiempo para entrar a fase estacionaria.

Prueba de inhibicion de suspension metabolica de
bacteria enddfita contra B. glumae. Los mismos montajes
empleados para la cinética de crecimiento en medio N3,
fueron empleados para la obtencién de metabolitos.
Una de las inquietudes que se tenia con respecto a la
produccion de metabolitos con posible actividad inhibitoria,
era en que tiempo de la fase estacionaria se producian los
metabolitos. Debido a esto los resultados de la inhibicién

arrojaron que las muestras colectadas a las 24 horas
de crecimiento bacteriano (tiempo en el que la bacteria
tenia 13 horas en fase estacionaria) se obtuvieron los
mayores valores de porcentajes de inhibicion contra B.
glumae, comparados con los resultados de inhibicién de
las muestras correspondientes a las 48 y 72 (P>valor:
0,0002) (Figura 3).
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Figura 2: Porcentajes de inhibicion de la bacteria endofita F3N4
contra B. glumae de las muestras colectadas a las 13 horas (24 h),
37 horas (48h) y 61 horas (72 H) de duracion en fase estacionaria.

Adicionalmente, de las muestras tomadas a diferentes
tiempos de la fase estacionaria, se realizaron diluciones
obteniéndose para cada tiempo cinco concentraciones. Los
resultados estadisticos arrojaron diferencias significativas
entre las concentraciones de las muestras tomadas a
24,48 y 72 h. Se observa que los mejores resultados de
inhibicion estuvieron en las concentraciones 50% v/v. Asi
que a esta concentracion el porcentaje de inhibicion para
las muestras de 24, 48 y 72 horas fue 85, 68 y 50,67%
respectivamente (Figura 3), observandose una vez mas
que los valores de las concentraciones evaluadas con
muestras recolectadas a las 24 h tienen mejor resultados
de inhibicion.
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Figura 3. La grafica muestra el porcentaje de inhibicion de
la bacteria enddfita contra B. glumae a las concentraciones
establecidas para las muestras de suspension metabdlica
tomadas a las 24 h, 48 hy 72 h en fase estacionaria.

Una posible explicacion del porque el descenso de
la inhibicién a mayor tiempo de incubacién en fase
estacionaria, se puede establecer con base a que
la bacteria empez6 una nueva fase exponencial
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pasadas las 48 horas de incubacion; en este periodo
se observo un nuevo crecimiento bacteriano (aumento
de la OD), aumento de pH del medio (Tabla 1)y
cambio de coloracion en el medio (viraje de verde
a café). Los datos de porcentaje de inhibicion, los
cambios en el pH y coloracién pueden indicar una
posible activacion metabdlica, a partir del consumo
de productos sintetizados, muy probablemente en la
fase estacionaria, lo cual reduciria la concentracion
del metabolito inhibidor en el tiempo y por ende el
porcentaje de inhibicién bacteriano.

Tabla 1. Valores de pH, en los diferentes tiempos de muestreo
en el proceso de produccion de metabolitos de la bacteria
endofita F3N4.

Tiempo pH
24 h 7,37
48h 8,7
72h 8,86
102h 8,96

Produccion de sideroforos de la bacteria endéfita
F3N4. La produccion de sideroforos es una caracteristica
que presenta esta bacteria, la cual secreta pioverdina
(fluoresceina), un siderdforo fluorescente de color
amarillo verdoso cuya funcion es la de captar el
hierro del medio necesario para el metabolismo del
microorganismo y esto se da bajo condiciones limitadas
de hierro. El obtener sidero6foros mediante cultivo
sumergido permite contar con un metabolito efectivo
en el control de patégenos en plantas, La bacteria
enddfita F3N4, muestra una gran capacidad de producir
sideroforos en medio de cultivo CAS, observado por
la formacién de un halo transparente alrededor de las
colonias (Figura 4).

Figura 4. Habilidad de la bacteria endéfita F3N4 in vitro para
producir sideréforos. Fuente: Bravo, 2016

DISCUSION

Actualmente la tendencia mundial es hacia la
disminucion del uso de plaguicidas quimicos, en el
control de plagas y enfermedades que atacan los
cultivos agricolas; por lo que se buscan métodos
alternativos, entre los que se encuentran los biolégicos,
con el empleo de microorganismos y/o sus metabolitos
para el tratamiento de enfermedades provocadas por
fitopatégenos, con vistas a la proteccién ambiental y
aumentar la productividad en la agricultura. Entre los
microorganismos empleados en el control bioldgico, se
destacan las especies del género Pseudomonas, por su
gran versatilidad de producir metabolitos secundarios
antimicrobianos, como: sideréforos y antibidticos,
los cuales pertenecen a grupos de compuestos
quimicamente definidos y con funciones bioldgicas
especificas, contra hongos fitopatégeno y bacterias
patégenas. La inhibicion del patdgeno por la produccion
de metabolitos antimicrobianos o quelantes de hierro
(sideroforos), son considerados como los principales
mecanismos de biocontrol. La produccion de metabolitos
secundarios le ha permitido a las plantas protegerse
del ataque de diversos microorganismos patégenos.
(ROJAS et al., 2012). La Pseudomonas fluorescens
ha sido utilizada como agente de biocontrol, producen
diferentes metabolitos efectivos contra bacterias y
hongos fitopatégenos, entre ellos sideréforos (ALANIS
y GUERRERO 2007). La cepa de Pseudomona sp.
PsJN una bacteria enddfita identificada en plantas de
cebolla, inhibe el crecimiento del hongo Botritis cinérea
reduciendo su crecimiento para luego colonizar los
tejidos de estas plantas (PEREZ et al., 2013). Segun
ERNESTO, (2007) el género Pseudomona incluye
un sin nimero de bacterias Gram negativas con gran
versatilidad metabdlica, por que presenta la capacidad
de producir metabolitos secundarios utiles, los cuales
actuan como agentes de control bioldgicos, evidenciado
por los resultados encontrados en este estudio.

CONCLUSION

La bacteria Ps. aeruginosa aislada a partir de Neem, se
convierte en potencial bioldgico para el control in vitro
de la bacteria B.glumae causante del afiublo bacteriano
de la panicula del arroz en el departamento de Sucre.
Ademas, podria ser una alternativa para disminuir el
uso continuo de fungicidas y se convierte a futuro en un
recurso natural para reducirla contaminacion del medio
ambiente debido al uso indiscriminado de pesticida para
el manejo de la enfermedad en campo. Asi mismo,
existe una diversidad incalculable de bacterias enddfitas
que presentan actividad antimicrobiana al menos sobre
algun fitopatdgeno, lo que representa la oportunidad de
encontrar nuevos productos naturales que puedan ser
utilizados como antibidticos eficaces en el futuro para
el control y erradicacién de enfermedades en cultivos
de interés comercial en Colombia 118
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