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RESUMEN

Las bacterias endéfitas son ubicuas de todos los tejidos vegetales terrestres y son
conocidas por influenciar directa o indirectamente el desarrollo de las plantas. Sin
embargo, el repertorio endofitico capaz de promover el crecimiento de las plantas es
ampliamente inexplorado, incluso en cultivos de importancia estratégica como el arroz. Es
por ello que nos planteamos el objetivo de obtener aislados bacterianos endofitos
prometedores para la formulacion de biofertilizantes. Para ello se obtuvieron muestras de
raices de dos cultivares venezolanos de arroz, Pionero210FL y SD20A, de cuyas raices
se lograron aislar en total 112 bacterias enddfitas. Se determinaron para todos los
aislados algunas actividades promotoras del crecimiento vegetal como: produccion de
acido indol acético y crecimiento en medios de cultivos sin nitrégeno. Ello permitié
seleccionar algunos aislados para proceder con la identificacion molecular. Los resultados
preliminares arrojan que los aislados autoctonos pertenecen a los géneros:
Pseudomonas, Flavobacterium, Chryseobacterium, Agrobacterium y Bacillus. Estos
aislados resultan atractivos para aplicaciones agrobiotecnolégicas como el desarrollo de
biofertilizantes, cuyo uso tiene un aumento sostenido del 10 % a nivel mundial. El
desarrollo de esta biotecnologia basada en bacterias enddfitas permitira avanzar hacia
una agricultura mas ecoldégica y sustentable.
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1. INTRODUCCION el mejoramiento  sustentable  del
rendimiento de los cultivos, sino que
ademas incrementan los costos de
producciébn y suelen tener impactos
negativos sobre el medio ambiente y la

La habilidad de las plantas terrestres de
colonizar y crecer en un ambiente
particular estd influenciada por las

condiciones de sus alrededores. Ademas
de sus requerimientos de irrigacion,
también limitan su crecimiento bajos
contenidos de nitrégeno y fésforo, alta
salinidad, presencia de parasitos
nocivos y contaminacion del suelo por
actividades antrépicas [1]. Las practicas
agricolas convencionales buscan
compensar alguna de estas limitaciones
mediante la adicién de fertilizantes y el
uso de pesticidas para controlar las
malezas y los microorganismos
patdgenos [2]. Sin embargo, estas

practicas no solo son insuficientes para

salud [3]. En vista de ello, actualmente se
estan explorando diferentes
aproximaciones para potenciar el
crecimiento vegetal sin las desventajas
antes mencionadas. Tales estrategias se
concentran en incrementar el potencial
natural de la adquisiciéon de nutrientes en
el suelo agricola [4], en el fortalecimiento
del control biolégico de enfermedades y
malezas y en la blsqueda de
estimuladores bioldgicos (bioinoculantes)
del crecimiento vegetal y de tolerancia al
estrés [5].
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Los microorganismos que viven en
estrecha interaccibn con las plantas
pueden ejercer distintas clases de
efectos positivos sobre su crecimiento
[6]. Los efectos de la microbiota que
coloniza los tejidos de las plantas
incluyen un aumento en la disponibilidad
de nutrientes  (biofertilizacion), la
capacidad de competir, eliminar o
disminuir el efecto de potenciales
organismos patégenos (biocontrol), la
capacidad de estimular quimicamente el
crecimiento del hospedero y/o su
tolerancia al estrés abidtico
(fitoestimulacién) y también la capacidad
de inactivar o degradar sustancias
toxicas existentes en el suelo
(biorremediacién) [7]. Las bacterias que
habitan el suelo que estd en contacto
intimo con las raices, la rizésfera, son
capaces de realizar alguna o varias de
estas funciones. Estas son habitualmente
conocidas como rizobacterias
promotoras del crecimiento o PGPR [8].
Dentro de este grupo, merecen especial
atencion aquellas bacterias capaces de
atravesar la superficie de las raices y
colonizar sus tejidos internos (nicho
conocido como endorizGsfera) para
ejercer su efecto beneficioso [9]. Se ha
reportado que estas bacterias son
capaces de prevalecer en la competencia
por los recursos con el resto de la

comunidad microbiana rizosférica,
superar las defensas de la planta y
establecerse como habitantes

permanentes de los tejidos internos sin
generar efectos adversos para el
hospedero [10]. Las bacterias endofitas
son._ capaces de disparar cambios
fisiologicos drasticos que modulan el
crecimiento y. el desarrollo de la planta
[14]. Se cree que las bacterias que
colonizan los tejidos interiores de las
plantas podrian interactuar mas de cerca
con su huésped vegetal, tendrian menos
competencia por los nutrientes y vivirian
en un entorno mas protegido [11]. Estas

caracteristicas hacen de los endofitos
bacterianos unos candidatos atractivos
para el desarrollo de bioinoculantes [12]
[13] [14]. Mas de la mitad de la poblacion
mundial utiliza el arroz como un alimento
basico. Para mantener la seguridad
alimentaria, el Instituto Internacional de
Investigacion del Arroz estima que la
produccibn anual de arroz se debe
aumentar en hasta 10 millones de
toneladas de con menos tierra y menos
agua, en sistemas mas amigable con el
medio ambiente [15] [16]. En este
trabajo, se aislaron bacterias enddfitas
de dos cultivares de Venezuela. Los
aislados han sido caracterizados segun
su capacidad de producir hormonas
vegetales, crecer en medios carentes de
nitrogeno y de solubilizar fosfatos
inorganicos; principales rasgos
bacterianos promotores del crecimiento
vegetal.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo e aislamiento de bacterias.

Plantas de dos cultivares de arroz (Oryza
sativa cv. PioneroFL210 y Oryza sativa
cv. SD20A) fueron colectadas en
Acarigua, Estado Portuguesa,
Venezuela. La superficie de las raices
fue esterilizada con etanol 70% por 1
minuto y agitadas en una solucién de
hipoclorito de sodio 1.2% durante 15
minutos. Las muestras luego fueron
lavadas tres veces con agua destilada
estéril. Cinco gramos de las muestras
estériles fueron maceradas en un
mortero estéril con 5 mililitros de solucion
salina estéril (NaCl 0.85%). El macerado
se diluy6é serialmente hasta 1038. Cien
microlitros de cada dilucién fueron
sembrados en medio rico YEM
compuesto por: manitol 10 g, extracto de
levadura 1 g, K2HPO4 0.5 g, MgSO4-7H.0
0.2g,NaCl 0.1 g, CaxCOz1gyagarl5
g por litro. El crecimiento se llevo a cabo
durante 48 horas a 30 °C.
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2.2 Fijacién de nitrégeno.

Los aislados obtenidos fueron crecidos
en 3 mL del medio de cultivo respectivo,
luego se sedimentaron las células
mediante centrifugacion (2000 x g, 5 min)
y se realizaron 3 levados con solucién
salina estéril. Finalmente se
resuspendieron las células en 100 pL de
solucion salina estéril y se sembraron
gotas de 10 pL de cada cultivo sobre
placas con medio de cultivo Burk. Este
medio carece de nitrégeno y comprende:
glucosa 10 g, KH:PO4 0.41 g, K:HPO.
0.52 g, Na;SO, 0.05 g, CaCl, 0.2 g,
MgSO4-7H,0 0.1 g, FeSO4-7H20 0.005
g, Na:Mo00O4-2H20 0.0025 g y agar 1.8 g
por litro. Las placas fueron cultivadas a
30 °C durante 10 dias.

2.3 Produccion de acido indol acético.
Los aislados fueron cultivados en 20 mL
de medio YEM (YEMA sin agar)
suplementado con tript6fano 0.1%
durante 4 dias en agitacion constante y
30 °C. El sobrenadante de los cultivos
fue obtenido por centrifugacion a 4 °C
durante 15 min a 8000 rpm. Luego, el
reactivo de Salkowski (HCIOs 35% 50
mL, FeCl; 0.5M 1 mL) y el sobrenadante
fueron mezclados en una relacién 2:1 e
incubados en oscuridad durante 30 min.
Después de la reaccioén, la absorbancia
de las mezclas fue estimada a 540 nm y
expresadas segun el peso seco de la
biomasa.

2.4 Identificacion molecular.

La identificacibn molecular consisti6 en la
secuenciacion parcial del gen ribosomal
16S. El ADN se obtuvo hirviendo en 100
ML de agua destilada una cierta cantidad
de biomasa enddfita durante 5 miny 1 pL
fue usado como molde en las reacciones
de PCR. Las condiciones de las
reacciones fueron: 30 s a 94 °C, 30 s a
57 °C, 1 min a 72 °C durante 40 ciclos.
Los  oligonucleodtidos  fueron: fD1

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y P2

(ACGGCTACCTTGTTACGACTT). El
tamafio esperado fue de 1.4 kb y la
enzima Tag Polimerasa (Invitrogen,
EE.UU.). Las reacciones de PCR fueron
purificadas usando un kit de purificacion
(Qiagen, Paises Bajos). La secuencia
nucleotidica fue  determinada  por
Macrogen (Corea del Sur). La secuencia
de los genes 16S de los endofitos fue
comparada con aquellas depositadas en
NCBI BLAST.

3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento de bacterias endéfitas.
El contaje de unidades formadoras de
colonias resulté en 717550 UFC/mL de
macerado. Segun la diversidad de
morfologia de las colonias, fueron
arbitrariamente escogidas 65 colonias
para continuar con el analisis.

3.2 Crecimiento en medio de cultivo
carente de nitr6geno.

La capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico se estimé cualitativamente
segun la capacidad de los aislados en
crecer en el medio Burk, el cual no posee
fuente de nitrégeno. De los 65 aislados,
53 mostraron un crecimiento significativo
en el medio. La apariencia de este
ensayo se muestra en la figura 1. En el
centro de placa se sembr6 Escherichia
coli DH5a como control negativo.

3.3 Produccién de acido indol acético.
La produccibn bacteriana de esta
hormona vegetal suele medirse en
cultivos que han llegado a la fase
estacionaria de crecimiento. De los 65
aislados endofitos, 35 fueron capaces de
producir niveles detectables de la auxina
(produccién de color rojo, figura 2), de los
cuales 3 acumularon una cantidad
relativa de IAA significativamente mayor
gue el resto de los aislados (Tabla 1).



Figura 1. Crecimiento bacteriano en
medio Burk. Los aislados endofitos
fueron sembrados en gotas y cultivados
durante 10 dias a 30 °C. El crecimiento
bacteriano (+) pudiera deberse a la
capacidad de las bacterias de usar el
nitrdgeno atmosférico como nutriente.

Figura 2. Ensayo de produccion de
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auxinas. Se obtuvo el sobrenadante de
cultivos con 4 dias de crecimiento, se
mezcl6 con el reactivo de Salkowsky y se
incub6 30 min en oscuridad. La
coloracion roja fue indicativa de la
produccion de IAA (muestras a la
derecha). ElI cambio de coloracion fue
determinado espectrofotométricamente a
540nm y fue relacionado con el peso
seco de la biomasa.

3.4 Identificacion molecular

Los genes ribosomales del 16S de los
aistados endofitos fueron amplificados
mediante. PCR (figura 3), purificados
mediante kit-y enviados al servicio de
secuenciacion. Hasta la fecha han sido
obtenidas secuencias parciales de 16
aislados enddfitos productores de IAA.
De ellos, 6 pertenecen al filo Bacteroides
(1101, 1103, 1108, 1201, 1205y 2205), 5
a Proteobacteria (1204, 2101, 2309,
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2311 y 2315), 2 a Firmicutes (2314 y
2321b) y 3 aislados clasificados como No
Cultivados (1302, 1308 y 2102) segun el
Blast (tabla 1).

A

Aislados endofitos H,0

1,6 kb - — — — — — -1 16S

1,0kb

31%
Pseudomonas

Agrobacterium

Flavobacterium
Chryseobacterium

37%

Figura 3. Identificacion molecular de los
aislados endofitos. A) Electroforesis en
gel de agarosa de los productos de PCR
de los genes 16S. Se muestra una foto
representativa con 6 aislados
amplificados, el marcador de peso
molecular 1 kb Ladder (M) y el control
negativo (H20). B) De 16 secuencias
obtenidas hasta la fecha, se han
detectado 3 phyla: Proteobacteria,
Bacteroides y Firmicutes. Se muestra la
proporcion de cada grupo Yy sus
representantes.

4. DISCUSION

Las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal potencian el desarrollo de las
plantas mediante mecanismos directos o
indirectos. Estos mecanismos incluyen
fijacion de nitrégeno, solubilizacion de
fosfatos, produccion de fitohormonas,
sideroéforos, deaminasa ACC,
antibiéticos, etc [7]. Estas actividades
bacterianas proveen a la planta de
nutrientes, disminuyen la concentracion
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de “etileno y proporcionan defensas
contra patégenos.

Tabla 1. Aislados endofitos productores
de IAA. Se indica la nomenclatura del
aislado, el cultivar de arroz del cual fue
aislado, la capacidad de crecer en medio
Burk (-N) y la produccién de IAA. La
identificacion preliminar de 16 aislados
escogidos arbitrariamente también se

muestra (nd, no determinado)
Aislado Cultivar -N I1AA
1101 Pionero FL210 + +

Género

Flavobacterium

+

1103 Pionero FL210 + Chryseobacterium

1104 Pionero FL210 nd

+ |+
+ |+

1105 Pionero FL210 nd

1108 Pionero FL210 +

+

Flavobacterium

1109 Pionero FL210 + + nd
1110 Pionero FL210 + + nd
1112 Pionero FL210 + + nd
1201 Pionero FL210 + + Flavobacterium
1204 Pionero FL210 + + Pseudomonas

1205 Pionero FL210 + +++  Chryseobacterium

1302 Pionero FL210 - + No Cultivado
1303 Pionero FL210 - + nd

1306 Pionero FL210 - + nd

1307 Pionero FL210 + + nd

1308 Pionero FL210 + + No Cultivado
1309 Pionero FL210 + + nd

2101 SD20A + + Pseudomonas
2102 SD20A + + No Cultivado
2103 SD20A + + nd

2205 SD20A - + Flavobacterium
2303 SD20A + + nd

2304 SD20A + + nd

2305 SD20A + + nd

2306 SD20A + +++ nd

2309 SD20A + +++ Pseudomonas
2311 SD20A + + Agrobacterium
2312 SD20A + nd

2314 SD20A + + Bacillus
2315 SD20A + + Agrobacterium
2316 SD20A + + nd

2317 SD20A - + nd

2318 SD20A - + nd

2319 SD20A + + nd
2321b SD20A + + Bacillus

Especial interés reciben las bacterias que
residen en los tejidos internos de la
planta, las bacterias enddfitas; se piensa
gue son capaces de modular
positivamente la fisiologia de la planta
huésped con mayor eficacia que las
bacterias de la rizosfera [13]. En este
estudio hemos aislado  bacterias
endofitas a partir de la endorizésfera de
dos cultivares venezolanos de arroz. El
ndamero de UFC por mililitro de macerado
de raiz (cuya superficie fue previamente
esterilizada) que contamos ascendié
hasta 717550, un numero 10 veces de
magnitud menor a las estimaciones mas
recientes [17] [18] [19]. Probablemente la
eleccion del medio de cultivo fue el factor
influyente.

Realizamos una exploracién inicial de
dos caracteristicas bacterianas
promotoras del crecimiento vegetal: la
capacidad de crecer en medio de cultivo
sin fuente de nitrégeno (medio Burk) y la
produccion bacteriana de &cido indol
acético, una fitohormona. De un total de
65 aislados cultivados, el 80% (53
aislados) fueron capaces de crecer en
condiciones sin nitrdgeno. Estos aislados
son candidatos para futuras estimaciones
cuantitativas de actividad nitrogenasa
(fijacion de nitr6geno). Por otra parte,
encontramos que 35 aislados fueron
capaces de producir IAA (tabla 1), de los
cuales 3 fueron comparativamente
mucho més  eficientes en  tal
caracteristica (1205, 2306 y 2309). Estos
tres aislados recibirdn mas atencion en
los estudios subsiguientes: cuantificacion
de la produccién de IAA, fijacion de
nitrégeno y actividad deaminasa ACC.

La resolucion y calidad de las secuencias
nucleoétidicas parciales del 16S (1040 pb
en promedio) ha permitido conocer el
género de 16 aislados (el resto de los
aislados estan en = proceso de

identificacion actualmente). A pesar de
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esta limitacion, los resultados
preliminares resultan interesantes. El
aislado 1205 productor de IAA ha sido
identificado molecularmente como
perteneciente al género
Chryseobacterium. Este hallazgo resulta
interesante puesto que no hay reportes
en la literatura de esta bacteria enddfita
en-arroz, sino en maiz [17] [18] [19]. Un
caso similar surge con Agrobacterium; si
bien es un habitante habitual de la
microbiota rizosférica y en el suelo, su
presencia en la endorizésfera de arroz no
ha sido previamente establecida. Por su
parte, los representantes de
Flavobacterium, pero sobre todo de
Pseudomonas, han sido frecuentemente
hallados en la endorizosfera de arroz [17]
[18] [19].

Los aislados endoéfitos que muestran
potenciales actividades bacterianas del
crecimiento  vegetal son  buenos
candidatos para ser incluidos en
formulaciones de bioinéculos; no solo
para arroz, sino también para otros
rubros de interés agricola. Futuros
estudios examinaran el efecto de estas
bacterias en plantas de arroz.
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