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in rice plantations of the Nechi (Antioquia) and Achi (Bolivar). Plant growth promotion was
evaluated in vitro by nitrogen fixation, phosphate solubilization and siderophores production
of endophytic bacteria. Of each tissue isolated from rice plants was carried out isolation in
culture medium for endophytic bacteria, and the soil samples were serially diluted in peptone
water. Each sample was determined the population density by counting in CFU / g of tissue
and morphotypes were separated by shape, color, size and appearance in culture media.
Significant differences were observed for density population of bacteria with respect to tissue,
with higher values in root (4x10" g/root), followed of the stem (3x10'°g/etem), leaf (5x10°
g/ leaf), flag leaf (3x10° g/ flag leaf) and with less density in panicle (4x108 g/panicle). The
results of the identification with kit APl were confirmed the presence of endophytic bacteria
Burkholderia cepaceae and rizospheric bacteria Pseudomona fluorescens With the ability
to tolerate different concentrations of Cd, fix nitrogen, solubilize phosphates and produce
siderophores.
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El presente estudio tuvo como objetivo evaluar in vitro la resistencia de bacterias enddfitas y
rizosféricas a diferentes concentraciones de Cadmio (Cd). Se evalud in vitro la promocién de
crecimiento vegetal mediante la fijacién de nitrégeno, solubilizacion de fosfato y produccion
de siderdforos de bacterias enddfitas aisladas de diferentes tejidos de variedades de
arroz comerciales y de bacterias aisladas de la rizésfera en las plantaciones de arroz de
los corregimientos de Nechi (Antioquia) y Achi (Bolivar). Se colectaron muestras de raiz,
tallos y hojas de plantas de arroz y de muestras de suelo rizosférico. A cada muestra se les
determind la densidad poblacional por medio de conteo en UFC/ g de tejido y se separaron
morfotipos por forma, color, tamarfio y apariencia en medios de cultivos. Se observaron
diferencias significativas para densidad poblacional de bacterias con respecto a tejido, con
mayores valores en raiz (4x10" g/raiz), seguida de tallo (3x10'" g/tallo), hoja (5x10° g/hoja),
hoja bandera (3x10° g/hoja bandera) y menor densidad en panicula (4x10® g/panicula).
Los resultados de la identificacion con kit API20E confirmaron la presencia de la bacteria
endofita Burkholderia cepaceae y la bacteria rizosférica Pseudomona fluorescens con
capacidad de tolerar diferentes concentraciones de Cd, fijar nitrdgeno, solubilizar fosfatos
y producir sideroforos.

ISSN online 2027-4297 2017© http://www.recia.edu.co 281



- REVISTA COLOMBIANA
OE CIENCIA ANIMAL

Introduccién

Existe una gran variedad de contaminantes
ambientales, segun su naturaleza y origen, tal es
el caso de los metales pesados los cuales ejercen
efectos dafiinos sobre la biota y ocasionan un
desequilibrio en los ecosistemas debido a su alta
toxicidad y persistencia. Los suelos contaminados
con metales pesados toxicos, originan riesgo
para la salud de los animales y los humanos, que
consumen alimentos provenientes de plantas
expuestas a altas concentraciones del metal
pesado.

El Cd es un elemento no esencial y poco
abundante en la corteza terrestre y a bajas
concentraciones puede ser toxico para todos los
organismos vivos (WEISBERG et al., 2003). La
contaminacién ambiental por Cd ha aumentado
como consecuencia del incremento de la actividad
industrial que ha tenido lugar a finales del siglo
XXy principios del siglo XXI, afectando de forma
progresiva a los diferentes ecosistemas y a la salud
publica (SHENG et al., 2008). Los efectos toxicos
del Cd sobre las plantas, han sido ampliamente
estudiados, sin embargo los mecanismos de su
toxicidad aun no se conocen completamente. En
general el Cd interfiere en la entrada, transporte
y utilizacién de elementos esenciales (Ca, Mg,
P y K) y del agua, provocando desequilibrios
nutricionales e hidricos en la planta. Este deterioro
ambiental ocasionado por los metales pesados
se fundamenta en su alta toxicidad, lo cual se
agranda por su marcada persistencia en los
ecosistemas y bioacumulacién en los organismos,
puesto que son compuestos no biodegradables
(GUERRA et al., 2014).

Esta contaminacion mediada por metales pesados
surge como resultado de la presién antropica que
genera el ser humano sobre los ecosistemas.
Destacandose las actividades industriales y la
agricultura (CANIZARES, 2000). Esta afectacion
al ambiente se intensifica en zonas de alta presién
antropogénica, y la presencia de estos metales
en los diferentes componentes aire, suelo y
agua. Aunque concentraciones minimas, generan
grandes problemas a los seres vivos por su
bioacumulacion a lo largo de la cadena alimentaria
(DI TOPPI et al., 1999).
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En respuesta a toda esta problematica
ambiental SHENG et al., (2008) establece que la
fitorremediacion trae consigo grandes beneficios
en contraposicién a la tecnologia tradicional
de acumular metales pesados del suelo. Tales
ventajas son su bajo costo e insignificante impacto
para los seres humano y los ecosistemas. Sin
embargo, el lento y poco crecimiento de la biomasa
vegetal limita su eficiencia. Como consecuencia
se han explorado otras posibilidades que buscan
optimizar este proceso.

Para dar respuesta a esta necesidad se ha
mejorado la biomasa de plantas acumuladoras
utilizando bacterias endoéfitas que promuevan
el crecimiento vegetal, mediante la sintesis AlA,
sideréforos y ACC desaminasa, son capaces de
estimular el crecimiento de la planta, reducir el
nivel de etileno por consumo de ACC. Es por eso
que una mejor comprension de las caracteristicas
de las bacterias enddfitas resistentes a metales
pesados es un requisito previo fundamental
para el desarrollo de eficaces procesos de
fitorremediacién de suelos contaminados con
metales pesados. Estos microorganismos
enddfitos resultan ser benéficos, se encuentran en
los tejidos internos de las plantas sin generarles
ningun tipo de afectacién negativa, estos tienen la
capacidad de desencadenar cambios fisioloégicos
que promueven el crecimiento y desarrollo de las
plantas (PEREZ Y CHAMORRO, 2013).

En los ultimos afios, el uso de bacterias enddfitas
resistentes, en la fitorremediacion de metales
pesados en suelos contaminados, ha adquirido
mucha importancia, debido a que presentan la
capacidad de tomar esos metales y utilizarlos
como fuente de carbono (SUN et al., 2010).
Esto indica que las bacterias endéfitas han
adquirido la capacidad de ser resistentes a altas
concentraciones de metales pesados y que
pueden conferir a la planta mayor tolerancia al
estrés ocasionado por estos contaminantes.

Entre los microorganismos que intervienen en la
fitorremediacion de metales pesados, las bacterias
de larizésfera merecen especial atencion, porque
pueden facilitar el proceso de fitorremediacion
mediante el cambio de la biodisponibilidad de
los metales a través de la alteracion del pH del
suelo, la liberacion de agentes quelantes como
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por ejemplo acidos organicos y sideréforos entre
otros, y reacciones de oxidacion/reduccién (MA
Y et al., 2011).

La rizésfera proporciona un microambiente
complejo y dinamico en el que microorganismos,
en asociacion con las raices, forman comunidades
Unicas que tienen un potencial considerable
para la promocion del crecimiento de plantas y
la detoxificacién de compuestos de desechos
peligrosos (BELIMOV et al., 2005).

En este trabajo se plantea la evaluacion in vitro de
la capacidad de bacterias enddfitas aisladas de
diferentes tejidos de variedades de arroz comercial
y de bacterias rizosfericas con habilidad de resistir
cadmio a diferentes concentraciones.

Materiales y Métodos

Area de muestreo. El muestreo se realizo en el
segundo semestre del 2016, en lotes cultivados
con variedades comerciales de arroz F67 y F2000,
sembradas en los municipios Nechi (Antioquia)
y Achi (Bolivar).

Muestreo. Los muestreos se realizaron de
forma aleatoria en forma de zig-zag, colectando
en cada sitio 10 plantas completas (incluyendo
raices, macollas y hojas), también se tomaron
10 muestras de suelo rizosférico y muestras de
suelo profundo. Las muestras fueron identificadas
con la variedad respectiva y fecha de colecta.
Estas fueron almacenadas y conservadas para
su transporte al Laboratorio de Investigaciones
Microbioldgicas de la Universidad de Sucre y
procesadas dentro de las siguientes 24 horas
después de colectadas.

Aislamiento de bacterias endéfitas de
variedades de cultivos de arroz comercial.
Las plantas colectadas de cada variedad de arroz
fueron sometidas a un proceso de desinfeccion
superficial. Raices, macollas y hojas de cada
planta fueron lavadas con agua estéril y cortadas
en segmentos de un 1 cm aproximadamente.
El proceso de desinfeccién superficial para
cada tejido fue realizado de acuerdo con la
metodologia recomendada por PEREZ et al.,
(2010). Después del proceso de desinfeccion,
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cada tejido se deposité en un plato de porcelanay
se macero con nitrégeno liquido hasta formar una
muestra homogénea. De cada homogenizado se
prepararon diluciones seriadas de 10! hasta 10,
de las cuales se tomaron alicuotas de 0,1 ml que
fueron depositadas sobre la superficie del medio
de cultivo agar R2A e incubadas a 32 °C por 72
horas. La densidad poblacional de bacterias por
tejido (UFC/g de tejido) fue determinada mediante
el conteo directo de colonias sobre la superficie
de las placas con agar. Durante el conteo se
observaron y seleccionaron aquellas colonias que
se diferenciaban en cuanto a forma, textura, color
y tamafio (PEREZ et al., 2014).

Aislamiento de bacterias rizosféricas y de
suelo profundo de variedades de cultivos
de arroz comercial. Para el procesamiento
de las diferentes muestras de suelo en el
laboratorio se tomaron 10 g de cada muestra
los cuales se mezclaron en agua peptonada
estéril, se dejaron en agitacioén por 8 horas para
estimular el crecimiento bacteriano. Se realizaron
diluciones seriadas de 102 hasta 10® de las
cuales se tomaron alicuotas de 1000 ul que
fueron depositadas sobre la superficie del medio
de cultivo agar nutritivo e incubadas a 32°C por 7
dias para su crecimiento. La densidad poblacional
de bacterias por gramo de suelo fue determinada
mediante el conteo directo de colonias sobre
la superficie de las placas con agar. Durante el
conteo se observaron y seleccionaron aquellas
colonias que se diferenciaban en cuanto a forma,
textura, color y tamafio (PEREZ et al., 2014).

Evaluacion in vitro de la resistencia a Cd de
bacterias endoéfitas, bacterias rizosféricas
y de suelo profundo. La evaluacién in vitro
de la resistencia de bacterias a diferentes
concentraciones de Cadmio se realizé en medio
minimo trissMMT (RATHNAYAKE et al., 2013) y
se utilizé CdCl, como fuente del metal pesado.
La concentracion inicial de Cd utilizada en el
presente estudio fue de 10 ppmy a partir de estase
prepararon concentraciones del metal hasta 2500
ppm. Alicuotas de suspensiones de bacterias
enddfitas en fase logaritmica fueron inoculadas
sobre el medio MMT. Como control se utilizé
medio MMT sin CdCl, El experimento se realizo
por triplicado, el cual se incubé en agitacién a 150
romy 32 °C por 120 horas (ZHANG et al., 2011).
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El crecimiento de las bacterias fue determinado
mediante turbidimetria a 600 nm cada hora por
cuatro dias.

Evaluacién cualitativa de la promocién de
crecimiento de bacterias resistentes a Cd.
Los aislados que mostraron resistencia a Cd
fueron utilizados para evaluar cualitativamente
in vitro la capacidad de fijacién biolégica de
nitrégeno, solubilizacién de fosfato y produccion
de sideréforos. La evaluaciéon cualitativa de la
fijacion biolégica de los aislamientos se realizd
por la metodologia propuesta por PEREZ et al.,
(2014) en medio selectivo agar ASHBY. Cada uno
de los morfotipos fueron sembrados en forma
directa sobre la superficie del medio e incubados
a 28 °C por 72 horas. Después de este tiempo, se
seleccionaron los morfotipos que fueron capaces
de crecer en el medio, indicando la presencia
de aquellas bacterias que poseen el sistema
enzimatico que les permite reducir el nitrdgeno
atmosférico y utilizarlo en su metabolismo. Para
la evaluacion cualitativa de la solubilizacion de
fosfato de los aislamientos, se realizd, siguiendo la
metodologia propuesta por PEREZ et al., (2014),
sobre medio NBRIP con Ca,PO, como fuente
de fésforo insoluble a pH 7. Cada morfotipo fue
inoculado sobre la superficie del medio e incubado
a 28 °C por 72 horas. La observacion cualitativa
de los aislados se determiné por observacion de
la formacién de halo transparente visible alrededor
y debajo de la colonia.

La capacidad de produccion de sideréforos se
efectué en medio cromo azurol-S (CAS) propuesto
por SCHWYN y NEILANDS (1987). Para ello
se disolvio 60,5 mg de CAS en 50 ml de agua
destilada, lo anterior se combiné con 10 ml de una
solucién de hierro (lll) (1 mM de FeClI3.6 H20 y
10 mM de HCI). Bajo agitacion, esta solucion se
mezcld con 72,9 mg de HDTMA disuelto en 40 ml
de agua. El liquido azul resultante se esterilizé a
121°C por 15 minutos. En otro recipiente también
se esterilizara una mezcla de 750 ml de agua, 15
gr 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 agregaran 4 g de glucosa como
fuente de carbono. Las cepas se incuban durante
7 dias a 30°C. La habilidad de la bacteria para
producir sideréforos se evidencia por la formacion
de un halo.
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Identificacién de bacterias Cd-resistentes con
actividad promotora de crecimiento vegetal.
Las bacterias con actividad positiva para fijacion
bioldgica de nitrégeno, solubilizacién de fosfatos
y produccién de siderodforos, se identificaron por
kit de pruebas bioquimicas AP1 20 E y 20 NE. La
bateria de pruebas API 20 E y APl 20 NE es un
sistema de identificacion rapida para bacterias
de la familia Enterobacteria y otras bacterias
Gram-negativas no entéricas, consta de 21 tests
bioquimicos estandarizados y miniaturizados, y
una base de datos. Este sistema presenta las
ventajas de ser rapido, eficaz y de permitir realizar
numerosas pruebas a la vez.

Analisis estadistico. El analisis de varianza se
realizé por ANOVA multifactorial para determinar
las diferencias entre densidad poblacional (UFC/g
de tejido) de bacterias enddfitas en funcion a
variedad y tipo de tejido, como también de suelo
rizosférico y suelo profundo. Se utilizé la prueba
multiple de rango (Tukey) para determinar si hubo
diferencias entre las densidades poblacionales de
bacterias en (UFC/g de tejidos) aisladas.

Resultados y Discusién

Aislamiento de bacterias endéfitas y
rizosféricas. Un total de 70 aislados de bacterias
enddfitas fueron obtenidos de las variedades de
arroz F67 y F2000. El analisis de varianza mostré
diferencias altamente significativas de la densidad
poblacional en funcion a tipo de tejido y variedad
de arroz analizada. La prueba multiple de rangos
de acuerdo con la media estandar de cada tejido y
variedad analizada, mostré que la mayor densidad
poblacional se observé en la raiz (4x10"), seguida
de tallo (3x10), hoja (5x10°), hoja bandera (3x10°)
y panicula (4x108), respectivamente (Figura 1).

La densidad poblacional de bacterias enddfitas
fue variable y pudo ser afectada por diversos
factores como: época del afio, el tipo de tejido,
especie, variedad de plantas (MOCALI et al,,
2003) y la interaccién de las bacterias endofitas
con otros microorganismos benéficos (ARAUJO
et al., 2002).
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Figura 1. Resultados de prueba multiple de rangos
aplicados a la densidad poblacional de bacterias
enddfitas en funcion del tejido

Trabajos realizados por MANO et al., (2006)
sobre densidad poblacional de bacterias endéfitas
cultivables en semillas de arroz, encontraron
poblaciones de 10%? a 108 UFC/g de peso fresco.
Ademas, estos autores reportaron variaciéon en la
cantidad de estas bacterias con respecto al tipo
de tejido analizado. Se ha reportado presencia de
bacterias enddfitas en semilla, raiz, macollas, hoja
y hoja bandera de diferentes variedades de arroz
(HIRONOBU y HISAU, 2008). Estudios acerca de
poblaciones de bacterias enddfitas sobre 2.400
segmentos de plantas de arroz cultivadas en el
sureste de la India, demostraron que la tasa de
colonizacion de tejidos por bacterias endofitas
varié segun la época del afno (SHANKAR et
al., 2009). Trabajos realizados de la densidad
poblacional de bacterias endofitas, asociadas a
diferentes especies vegetales, concluyeron que
la presencia de estas bacterias es altamente
variable; esta variacién dependié de la especie
de bacteria y el genotipo de la planta hospedera,
ademas del estado de desarrollo de la planta, la
densidad del in6culo y las condiciones ambientales
PILLAY y NORWARK (1997).

De acuerdo a los resultados obtenidos en la
densidad poblacional de bacterias rizosféricas y
de suelo profundo se determinaron un total de 93
aislados de bacterias. La prueba de rango multiple
mostroé diferencias para densidad poblacional de
bacterias aisladas de suelo y suelo rizosférico,
mostrando valores de 3.2x10' y 4.5x10"2,
respectivamente.
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Figura 2. Resultados de prueba multiple de rangos
aplicados a la densidad poblacional de bacterias en
funcion del tejido al tipo de suelo

A la fecha no existen reportes en la bibliografia
especializada sobre la comparacion de bacterias
tanto en suelos profundos como en rizosféricos,
razon por la cual estos resultados se convierten
en pioneros de futuras investigaciones. Por lo
tanto, se realizaran estudios posteriores para
determinar con mayor eficacia estas densidades
poblacionales de bacterias en otros tipos de
suelos.

Prueba in vitro de resistencia a Cd de bacterias
endéfitas, de suelo profundo y rizosféricas.
Los resultados mostraron que de los 163, solo
dos morfotipos, crecieron sobre las diferentes
concentraciones de Cadmio. Los resultados
de la prueba in vitro de resistencia mostraron
los aislados M1H1 (M: Muestra 1; H: Hoja 1) y
M6-2 (M6: Muestra 6; morfotipo 2) con diferentes
patrones de crecimiento donde la bacteria enddfita
M1H1, mostré crecimiento hasta 400 ppm 6 0,4
g/l de CdCl,, mientras que la bacteria rizosférica
M6-2 mostrd crecimiento hasta 2500 ppm 6 2,5
g/L de CdCl, con respecto a los tratamientos
controles. EI mayor crecimiento observado a
600 nm fue de M1H1 fue de 0,1g/L del metal, el
cual se mantuvo hasta las 40 horas de iniciado
el experimento. En la figura 3 se observa que a
medida que se aumentaban los valores del metal
pesado la bacteria enddfita presentaba demoras
en su adaptacién y por ende en su crecimiento.
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Figura 3. Prueba in vitro de resistencia a diferentes
concentraciones de Cd en forma de Cd Cl, del aislado
M1H1, proveniente de variedades de arroz comercial.

Lo mismo se observa en la figura 4 donde muestra
que la bacteria rizosférica M6-2 presenta un patrén
de crecimiento alto en 0,5 g/L del metal y a medida
que se aumentaba la concentracion de CdCl, el
crecimiento de la misma se veia afectado. El bajo
crecimiento de los aislados, puede explicarse por
los efectos de toxicidad del metal, que provocaron
alteraciones en las caracteristicas metabdlicas y
fisioldgicas de las bacterias (KAMIKAy MOMBA,
2013).

2,500
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——1,0g/L
1,500 15/
—2,0g/L

1,000 —25¢/t
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Figura 4. Prueba in vitro de resistencia a diferentes
concentraciones de Cd en forma de Cd Cl, del aislado
M6-2, proveniente de suelos rizosféricos de cultivos
de arroz.

Estos resultados demuestran que a medida que
se aumento la concentracion del metal no solo
disminuyd la cantidad de células bacterianas, sino
que también se retardé el crecimiento, necesitando
mas tiempo para que la bacteria se adaptara
y recuperara su capacidad para crecer en un
medio contaminado con Cd, como lo demostraron

trabajos similares realizados por KAMIKA vy
MOMBA (2013). Sin embargo, la interaccion entre
el metal y la bacteria puede ser un mecanismo
clave que contribuye a la biodisponibilidad
y toxicidad del metal (KAMALAKANNAN vy
KRISHNAMOORTHY, 2006). Estudios posteriores
determinaran que factores ecoldgicos in vitro
pueden influir en el crecimiento y resistencia de
bacterias enddfitas a diferentes concentraciones
de Cd.

Actividad promotora de crecimiento vegetal
Actividad fijadora de nitrégeno. Los resultados
obtenidos de la prueba de fijacion de nitrégeno,
mostr611 bacterias enddfitas con esta actividad
(M1H1; M1T4; 6P1; M1H4; M1H3; 1P6; AP1; AT3;
MH1; 7P10; 7P1), asi mismo se observaron 8
bacterias rizosféricas con esta misma capacidad
(M6-2; M6-6; M3R; M13R; M1-8R; M6-5; M10R;
M2-11), (Figura 5).

Figura 5. Actividad de fijacion bioldgica de nitrégeno
in vitro de bacterias endodfitas aisladas de plantas de
variedades de arroz comercial y bacterias rizosféricas
de los municipios de Nechi (Antioquia) y Achi (Bolivar).
Fuente: Chamorro, Ayubb, cerra

Las bacterias aerdébicas dependen fuertemente de
las condiciones de humedad, oxigeno y materia
organica, y las anaerdbicas son predominantes en
suelos anegados donde existen las condiciones de
humedad y materia organica, pero el suministro
de oxigeno esta restringido. La fijacién biologica
de nitrégeno en los suelos tropicales con las
condiciones requeridas de humedad, temperatura
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y materia orgdnica es generalmente alta. Se
reporta que el nimero de bacterias fijadoras
de nitrégeno es particularmente elevado en la
zona adyacente a la raiz (rizosfera), debido a la
liberacién de compuestos organicos que le sirven
como nutrimento (DUGAN, 2004).

Actividad solubilizadora de fosfato. Los
resultados de la actividad in vitro de solubilizacion
de fosfato, mostré 3 bacterias endodfitas con esta
actividad (M1H1: M1H4; M1H3), al igual que 6
bacterias rizosféricas (M6-2; M6-6; M3R; M13R;
M1-8R; M6-5), (Figura 6). El fésforo aunque es
uno de los principales macronutrientes esencial
para cualquier organismo vivo, se encuentra poco
disponible en especial para las plantas, debido a
que la mayor parte del fésforo se encuentra en el
suelo en forma mineral, lo cual lo hace insoluble y
no disponible; solo las formas solubles de este, lo
convierten en disponibles tanto para plantas como
para microorganismos (BEHERA et al., 2014). Una
de las caracteristicas de las bacterias enddfitas
es la habilidad de incrementar la movilizacién
del fosfato, por el desarrollo de mecanismos que
permiten captar las formas de fosfato insoluble,
liberarlo y haciéndolo disponible para la planta
(RYAN et al., 2008).

Figura 6. Actividad solubilizadora de fosfato in
vitro de bacterias endodfitas aisladas de plantas de
variedades de arroz comercial y bacterias rizosféricas
de los municipios de Nechi (Antioquia) y Achi (Bolivar).
Fuente: Chamorro, Ayubb, cerra

Uno de los mecanismos que usan las bacterias para
solubilizar fosfato es a través de acidos organicos.
La gran mayoria de los acidos producidos
por estas bacterias ya ha sido previamente

identificados, entre ellos encontramos los acidos
malico, oxalico, citrato, gluconatos entre otros, los
cuales forman complejos con fosfatos de aluminio,
hierro o en este caso calcio, presentandose un
aumento en cationes (H+) lo cual reduce el pH
dandose, la liberaciéon de fosfato disponible o
soluble (JONES y OBURGER, 2011).

Produccion de sideréforos. De acuerdo a los
resultados se observaron 4 bacterias enddfitas con
la capacidad de producir sideréforos (M1H; 6P1;
M1H4; MH1), al igual que 8 bacterias rizosféricas
con esta misma actividad (M6-2; M6-6; M3R;
M13R; M1-8R; M6-5; M10R; M2-11), (Figura 7).

Figura 7. Actividad productora de sideroforos in
vitro de bacterias endodfitas aisladas de plantas de
variedades de arroz comercial y bacterias rizosféricas
de los municipios de Nechi (Antioquia) y Achi (Bolivar).
Fuente: Chamorro, Ayubb, cerra

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal
que poseen la capacidad de producir sideréforos
secuestran el hierro al formar un complejo Fe3+
sideroforo, mediante un receptor especifico
localizado en la membrana bacteriana, lo cual
ocasiona que este metal no se encuentre
disponible para otros microorganismos que
carezcan del sistema de asimilacion especifico
para reconocer dicho complejo. De esta manera,
al utilizar todo o la mayoria del hierro disponible
en el suelo suprime o inhibe el crecimiento de
otros microorganismos patégenos (o benéficos)
presentes en la rizésfera (COMPANT et al., 2005).
Las plantas no se ven afectadas por el secuestro
de hierro por parte de las rizobacterias, ya que la
mayoria de ellas son capaces de crecer en medios
con concentraciones de Fe3+ mucho menores que
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los microorganismos (O'SULLIVAN y O’GARA,
1992), ademas de que algunas son capaces de
utilizar los complejos Fe3+-siderdforo bacterianos.

Identificacion de bacterias resistentes a Cd.
De acuerdo al sistema de identificacion API 20E
y 20 NE se identificaron dos especies y/o grupo
de bacterias aisladas siguiendo la metodologia
descrita, y presentaron actividad promotora de
crecimiento. Se confirmé la identificacion de
Burkholderia cepaceae y Pseudomona fluorescens
con capacidades de tolerar altas concentraciones
de Cadmio y promocién de crecimiento vegetal.
Entre los resultados obtenidos se identificd
la bacteria Burkholderia cepaceae, como un
aislado obtenido de la rizésfera. Es una bacteria
gram negativa de forma bacilar y anaerdbica
facultativa, capaz de solubilizar fésforo y estimular
notablemente el crecimiento de las partes verdes y
raiz de las plantas (RIERA, 2003). En los ultimos
afos, esta especie adquiere vital importancia en
estudios relacionados con la agricultura, debido
fundamentalmente a la produccién de una
amplia gama de metabolitos activos, que influyen
positivamente en el crecimiento y desarrollo
saludable de las plantas. (BEVIVINO, 2000).

En este estudio se determiné el crecimiento
ante la presencia de Cadmio que es un metal
pesado y se evidencié su capacidad de promover
el crecimiento vegetal. Estudios realizados por
MADHAIYAN et al.; (2007), demostré que la
bacteria Burkholderia sp reduce la acumulacién de
cadmio y plomo en raices y brotes en plantulas de
tomate como también del metal que estéa disponible
en el suelo y estos es debido a la absorcion y
bioacumulacion del metal por parte de la bacteria.
(LODEWYCKX et al., 2001) encontré Burkholderia
cepaceae como una bacteria enddfita de Lupinus
luteus el cual tiene la capacidad de resistir altas
concentraciones de Niquel.

También en investigaciones realizadas por PEREZ
et al., (2016) demostraron la capacidad que tiene
Burkholderia cepaceae de tolerar concentraciones
elevadas del metal Plomo. Con lo anteriormente
expuesto cabe destacar la importancia que tiene
esta especie de bacteria en la biorremediacion de
sitios contaminados con metales pesados. Por otro
lado esta bacteria ha presentado la capacidad de
promover crecimiento vegetal como lo demuestra
CABALLERO et al., (2007) donde establecen
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la presencia de esta bacteria como fijadora de
nitrégeno, estudiando la rizésfera y el rizoplano en
cultivos de tomate en México. Ellos determinaron
su capacidad de fijar nitrdgeno mediante la prueba
de reduccién de acetileno y la deteccion de los
genes nifH. MOHAMMAD (1998), determind
bacterias del genero Burkholderia sp promotoras
del crecimiento vegetal por su capacidad de
solubilizar fosfatos.

Estudios realizados en cultivos de arroz han
identificado una diversidad de poblaciones de
especies de bacterias endéfitas en rizésfera
como en diferentes tejidos vegetales. En la
rizésfera de esta especie vegetal principalmente
se ha reportado el género de bacterias enddfitas
Pseudomonas, Burkholderia, Azetobacter y
Bacillus (HERNANDEZ et al., 2004), como
promotoras de crecimiento vegetal. Otros estudios
in vitro sobre resistencia de bacterias enddfitas
a cadmio (Cd) mostraron que especies de
bacterias del grupo de Burkholderia sp. poseen
la capacidad de solubilizar in vitro metales como
Pb y Cd en diferentes concentraciones y de
acumular estos dos metales en tejidos de plantas
de maiz y tomate, y la subsecuente estimulacion
del crecimiento de estas plantas in vivo (CHUN
et al., 2008).

El género de bacteria Burkholderia representa a
un grupo de dieciocho especies relacionadas que
actualmente tienen interés por la extraordinaria
versatilidad como patégenos de plantas,
saprofitos, agentes de biocontrol, biorremediacion
y patégeno de humanos. Estas bacterias abundan
naturalmente en el suelo, agua y en la superficie
de distintas especies vegetales, poseen capacidad
de metabolizar un amplio rango de compuestos
organicos como fuente de carbono y energia.
Una cualidad que ha despertado interés en este
grupo de bacterias es su uso en biorremediacién
de suelos y agua subterranea contaminadas con
hidrocarburos y herbicidas (ORELIO et al., 2014).

Otra especie identificada en este estudio fue
la bacteria Pseudomona fluorescens, Las
bacterias del género Pseudomona presentan gran
capacidad para utilizar diversidad de nutrientes,
razén por la que se explica su ubicuidad. Su
actividad enzimatica las convierte en un grupo
de microorganismos importante, debido a que
son responsables de la degradacion aerdbica
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de muchos compuestos en diversos ecosistemas
(NAVA, 2012). De acuerdo a la literatura no existen
evidencias que demuestren a esta bacteria como
degradadora de Cadmio en plantas de arroz. Sin
embargo, muchos estudios se han realizado en
cuanto al género Pseudomona en la degradacion
de metales pesados ya que poseen la habilidad de
utilizar diversos sustratos.

Algunos estudios han demostrado Pseudomonas
fluorescens como degradadora de naftaleno
y fenantreno, ventaja que tiene frente a otras
Pseudomonas, que solo metabolizan naftaleno
y asfaltenos (ROCKNE, 2000), también es de
destacar que esta bacteria tiene la capacidad de
sintetizar ramnolipidos cuando se encuentra en la
fase estacionaria de su crecimiento, por tal razén
esto solo se puede realizar en la primera fase del
proceso de biorremediacion y contribuyendo asi con
la movilizacion y solubilizacion de los contaminantes
durante la fase siguiente de mineralizacién. Al mismo
tiempo que pueden transformarse bajo microcosmos
en el suelo con un tratamiento fisico o quimico
especifico (DEMANECHE, 2001).

También en este estudio se determiné la capacidad
que tiene Pseudomonas fluorescens en la promocion
del crecimiento vegetal, mediante las pruebas de
fijacion de nitrogeno, solubilizacién de fosfato y
produccién de sideroforos. Una de las caracteristicas
de esta bacteria es su alta capacidad de solubilizar
fosforo organico e inorganico del suelo. La bacteria
produce acidos organicos como acido citrico, acido
oxalico y acido gluconico, que actian sobre el pH;
estos acidos rompen las uniones entre los cationes
(Ca?*, Mg?*) unidos a las arcillas y los aniones
fosfatos, liberando estos ultimos a la solucién del
suelo, favoreciendo asi la solubilizacion del fésforo
inorganico (ADHYA et al., 2015).

Por otra parte, la bacteria puede producir fosfatasas,
que son enzimas hidrolasas (monoesterasas
y diesterasas fosféricas) que actuan sobre las
uniones ésteres, liberando los grupos fosfatos de
la materia organica a la solucion del suelo. Ambas
vias generan una mayor cantidad de fosfato para
ser absorbido por las raices de las plantas (LOPEZ
et al., 2014). Lo anterior ha permitido el desarrollo
de productos solubilizadores de fosforo, los cuales
se emplean en cultivos agricolas como trigo, arroz
y maiz, para poner a disposicion de las plantas el
fosforo del suelo (GONZALEZ, 2006). También se
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destaca por parte de Pseudomonas fluorescens,
la produccién de siderdforos como las pioverdinas
y quinolabactinas, implicados en la actividad de
promocion de crecimiento y biocontrol en plantas
(MOSSIALQOS et al., 2000), como se evidencia en
trabajos realizados por Pérez et al., 2000, que evalu6
el papel de los sideréforos de esta bacteria tanto en
el crecimiento como en la reduccion de danos por
patégenos en plantaciones de Lotus corniculatus.
También existen otros estudios donde demuestran
que Pseudomonas fluorescens (VIKRAM, 2007),
tienen la capacidad de solubilizar fosfatos a partir
de fuentes inorganicas insolubles (ALARCON vy
FERRERA, 2012).

En diferentes estudios, se ha determinado el efecto
positivo de bacterias del género Pseudomonas sp.
en Lactuca sativa sobre la promocion de crecimiento
de esta especie (SOMEYA et al., 2008). De acuerdo
alas investigaciones realizadas por SANCHEZ et al.,
(2014), demuestran que Pseudomonas fluorescens
es una bacteria que tiene la capacidad de producir
indoles, sideréforos y ademas solubilizar fésforo de
fuentes muy poco solubles como la roca fosférica
y estimuld el crecimiento en las plantas de Lactuca
sativa cultivar White Boston.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio
muestran a las bacterias Burkholderia cepaceae
y Pseudomonas fluorescens, como bacterias
capaces de tolerar altas concentraciones de
Cadmio, como también promotoras de crecimiento
vegetal en plantaciones de arroz. Esto nos permite
concluir que estos morfotipos bacterianos se
convierten en una alternativa bioldgica en la
remocion de metales en ambientes contaminados
con los mismos.

Estas bacterias se consideran que podrian
convertirse en posibles recursos biolégicos para
ser utilizadas para mejorar el crecimiento en
cultivo de arroz y consecuentemente incrementar
la toma y resistencia de Cd en estas variedades.
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