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Resumen: El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro la resistencia de bacterias endoéfitas a diferentes concentraciones de niquel (Ni).
Se recolectaron muestras de tejidos de plantas de arroz cultivadas en el municipio de Montelibano, Cérdoba, Colombia. Cada tejido fue
sometido a un proceso de desinfeccion superficial para obtener el aislamiento de bacterias enddfitas en el medio de cultivo agar R2A. Se
aislaron 33 morfotipos de bacterias endofitas, obtenidos de raiz, macolla y hoja de diferentes variedades comerciales de arroz. Se determind
la densidad poblacional (UFC/g de tejido) por conteo en superficie y la separacion de los morfotipos se realizdo mediante la forma, color,
tamafio y textura de las colonias bacterianas. La resistencia al Ni se evalu6 in vitro con diferentes concentraciones de Ni en forma de
NiCl,.6H,O y las bacterias que mostraron resistencia fueron identificadas mediante secuenciacion molecular. Los resultados de la prueba de
resistencia a Ni mostraron capacidad de las bacterias enddfitas de crecer a concentraciones de 0,1 hasta 0,3 mg/L de Ni. Los resultados de
la identificacion molecular confirmaron la presencia de Aeromonas hydrophila como bacteria endoéfita aislada de la variedad comercial de
arroz Fedearroz 2000, con la capacidad de resistir hasta 0,3 mg/L de Ni.
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Nickel resistance of endophytic bacteria isolated from Oriza sativa in Colombia

Abstract: The aim of this work was to study the in vitro resistance of endophytic bacteria to different nickel (Ni) concentrations. Tissue
samples from rice plants cultivated in the municipality of Montelibano, Cordoba, Colombia were collected. Each specimen was submitted
to surface disinfection process for the isolation of endophytic bacteria from culture in R2A agar medium. Thirty three (33) morphotypes
of endophytic bacteria were obtained from root and leaf clump of different commercial varieties of rice plants. Tissue population density
(CFU/g) was determined by surface counting and morphotypes separation was performed by shape, color, size and texture of the bacterial
colonies. Nickel resistance in vitro was evaluated with different concentrations of Ni and NiCL,.6H,0 and bacteria that showed resistance
were identified by molecular sequencing. The test results showed resistance to Ni of the endophytic bacteria by their ability to grow at
concentrations of 0.1 to 0.3 mg/L of Ni. The molecular identification results confirmed the presence of Aeromonas hydrophila as endophytic
bacteria isolated from the commercial rice variety Fedearroz 2000, with the ability to grow in presence of concentrations of 0.3 mg/L of Ni.
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Introduccion

A los metales pesados se le atribuyen determinados
efectos de contaminacion ambiental y toxicidad, llegando
a causar la muerte de personas o desarrollar enfermedades
letales como el cancer. Las altas concentraciones de
metales pesados en el suelo pueden provocar cambios que,
en el transcurso del tiempo, modifican la estructura del
suelo, alterando asi sus caracteristicas fisicoquimicas. Son
altamente toxicos, ya que contaminan el aire, el agua y el
suelo, y son asimilados por las plantas y demads eslabones

de la cadena trofica creando estrés oxidativo y competencia
con elementos esenciales [1]. Uno de estos metales
pesados es el niquel (Ni), que en cantidades pequefias es un
elemento necesario para el cuerpo humano; sin embargo, en
cantidades excesivas, puede llegar a ser altamente toxico.
La sobreexposicion a corto plazo al Ni no causa problemas
en la salud, pero la exposicion a largo plazo puede causar
pérdida de peso corporal, anemia, dafio en el corazon y el
higado e irritacion de la piel [2].

En los horizontes superficiales del suelo (capa arable), el
Ni aparece ligado a formas organicas, formando quelatos
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facilmente solubles [3]. En relacion con lo anterior, la
movilidad relativa de elementos traza en los suelos, es
de suma importancia en cuanto a su disponibilidad y su
potencial para lixiviarse de los perfiles del suelo hacia las
aguas subterraneas, generando de esta forma un problema
ambiental [4].

En Colombia existen seis yacimientos de Ni, tres de ellos
estan localizados en la region Caribe, en el departamento
de Cérdoba: Cerro Matoso, Planeta Rica y Ur¢; los tres
restantes se encuentran en el departamento de Antioquia:
Ituango, Morro Pelon y Medellin [5]. Desde hace tres
décadas se explota masivamente Ni en Cerro Matoso,
pequeiia loma de 200 m de altura localizada en la cuenca del
rio San Jorge, en el municipio de Montelibano, Cérdoba.

La fitoextraccion, es una técnica novedosa, de bajo costo,
potencialmente efectiva para la remediacion de suelos
contaminados con metales pesados, al comparar con las
tecnologias de remediacién convencionales, quimicas y
fisicas, que son demasiado costosas y amenudo perjudiciales
para el suelo. Algunas especies de plantas (identificadas
como hiperacumuladoras) que crecen en los sitios
contaminados con metales pesados, tienen la capacidad
de acumular altas concentraciones de estos metales [6].
Sin embargo, la mayoria de estas especies identificadas
hasta ahora, no han sido utilizadas adecuadamente como
fitorremediadoras, debido a su pequefia biomasa y lento
crecimiento [6]. Ademas, concentraciones altas de metales
pesados son generalmente toxicas para la mayoria de las
plantas, impidiendo su metabolismo y reduciendo su
crecimiento. Por lo expresado anteriormente, es necesario
desarrollar estrategias para la fitorremediacion de suelos
contaminados con metales pesados. En este sentido, las
interacciones entre los metales, los microbios y plantas
han llamado la atencion por el potencial biotecnoldgico de
microorganismos para la remocion de metales directamente
en suelos contaminados, o la posible transferencia de
metales acumulados a las plantas superiores [7].

Entre los microorganismos que intervienen en la
fitorremediacion de metales pesados, las bacterias de la
rizésfera 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
por ejemplo acidos organicos y sideroforos entre otros, y
reacciones de oxidacion/reduccion [8].

La rizosfera proporciona un microambiente complejo y
dinamico en el que microorganismos, en asociacion con las
raices, forman comunidades tinicas que tienen un potencial
considerable para la promocion del crecimiento de plantas
y la detoxificacion de compuestos de desechos peligrosos
[9-11].

En los ultimos afos, el uso de bacterias endofitas
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 [12-14]. Aunque se
ha reportado que metales pesados tales como Ni y plomo

en altas concentraciones son toxicos para las plantas y
sus microorganismos asociados, se ha comprobado que
las bacterias endofitas resistentes a metales promueven
el crecimiento de las plantas [15-17]. Esto indica que
las bacterias endodfitas 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. Ademas,
las bacterias enddfitas son capaces de aumentar el
crecimiento de las plantas por varios mecanismos dentro
los que se incluyen: produccion de sideréforos, desaminasa
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), acido indol-3-
acético (AIA) y solubilizacion de fosfato (P) [18]. Se ha
reportado que ciertas bacterias endoéfitas, pueden alterar
la toxicidad y disponibilidad de los metales pesados
en las plantas mediante la produccion de siderdforos,
biosurfactantes y acidos organicos [13,19].

Hasta la fecha no existe informacion en bibliografia
especializada sobre la resistencia a Ni de bacterias endofitas
asociadas a variedades comerciales de arroz. En este trabajo
se plantea la evaluacion in vitro de la capacidad de bacterias
endodfitas aisladas de diferentes tejidos de variedades
comerciales de arroz de resistir a diferentes concentraciones
de Ni.

Materiales y métodos

Area de muestreo: El muestreo se realizo en el primer
semestre del 2013, en lotes cultivados con variedades
comerciales de arroz sembradas en el municipio de
Montelibano-Cordoba, localizado en el extremo suroriental
del departamento de Cordoba, sobre la margen derecha del
rio San Jorge, con una superficie de 1.897 km. La cabecera
municipal estd a una altura de 55 msnm, 75°59°53” de
latitud norte y 75°26°25” de longitud oeste y temperatura
promedio de 32 °C; La humedad relativa es del 78% en
tiempo de sequia y de 81% en periodos de lluvia.

Muestreo: El muestreo se realizd de forma aleatoria en
zig-zag, colectando en cada sitio 10 plantas completas
(incluyendo raices, macollas y hojas) de arroz de cada
variedad establecida en la granja experimental en el
momento del muestreo. Las muestras fueron identificadas
con la variedad respectiva y fecha de colecta. Estas fueron
almacenadas y conservadas para su transporte al Laboratorio
de Investigaciones Microbiologicas de la Universidad
de Sucre y procesadas dentro de las siguientes 24 horas
después de colectadas.

Aislamiento de bacterias endofitas resistentes a Ni desde
cultivos de arroz: 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 desinfeccion
superficial para cada tejido fue realizado de acuerdo con la
metodologia recomendada por Pérez y col [20]. Después
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del proceso de desinfeccion, cada tejido se depositd en un
plato de porcelana y se macer6 con nitrogeno 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 tamafo [21,22].

Evaluacion in vitro de resistencia a Ni: Los aislamientos
purificados de bacterias endodfitas obtenidos de diferentes
tejidos de plantas de arroz fueron inoculados sobre la
superficie del agar R2A suplementado con 50 mg/L de Ni en
la forma de NiCL,.6H,O [23]. Las placas fueron incubadas
a 32 °C por 72 h. Las colonias resistentes a Ni, fueron
colectadas y purificadas en agar R2A conteniendo 50 mg/L
de Ni e incubadas en la misma condicion anterior; después
de este tiempo se seleccionaron las colonias, se inocularon
en caldo de R2A en agitacion de 150 rpm a 32 °C por 24
h. Se tomaron 10 mL de cada muestra y se inocularon en
frascos con 100 mL de caldo de R2A suplementado con
diferentes concentraciones de Ni (de 50 a 500 mg/L) [23].
Las muestras se incubaron en agitacion a 150 rpm y 32 °C
por 8 dias. Se utilizaron dos controles: uno de caldo R2A
inoculado con suspension bacteriana sin Ni y el otro caldo
nutritivo con diferentes concentraciones de Ni sin inoculo
bacteriano. El crecimiento de las bacterias endofitas en
el experimento fue determinado mediante turbidimetria,
cuantificindolo a 600 nm, cada 60 minutos durante 72
horas y se tomaron las medidas con un espectrofotometro
Spectroquant® Pharo 300 [8].

Identificacion de las bacterias Ni-resistentes: Los aislados
bacterianos con resistencia a Ni fueron seleccionados y
caracterizados morfologicamente y portincion de Gram. Para
la identificacion, el ADN gendmico fue extraido mediante
el protocolo propuesto por Oliveira et al [21]. Regiones
internas de los genes que codifican para el ARN ribosomal
(RNAr 16S) fueron amplificadas mediante reaccion de
cadena de polimerasa (PCR) usando oligonucleotidos
especificos de la region conservada de Eubacterias FD2 (5’
AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3°, bases de Escherichia
coli 8-27) y RP1 (5’ACGGTTACCTTGTTACGCTT 3’
bases de Escherichia coli 1492—1512) del grupo gamma-
proteobacteria [24]. La reaccion de amplificacion fue
realizada en un termociclador Mastercycler® Nexus
Gradient (Eppendorf), programado para realizar una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, seguida por 30
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 15 s, alineamiento a
52 °C y extension a 72 °C por 1 min. Las ultimas 20 etapas
de extension fueron realizadas usando un incremento de
20 s por ciclo [25]. En todas las condiciones fue utilizado
un control negativo que contenia solo agua ultrapura. Los

productos de PCR purificados fueron enviados a secuenciar,
en ambos sentidos de la cadena del acido nucleico, con un
equipo de electroforesis capilar 3730XL, servicio prestado
por la empresa Macrogen (Seoul, South Korea). Las
secuencias se editaron y alinearon con el programa MEGA
6 para obtener asi una secuencia consenso por cada aislado.

Las secuencias consenso obtenidas fueron alineadas
con secuencias de la base de datos genética GenBank
usando la herramienta BlastN, para determinar, mediante
los criterios de maxima identidad, cobertura y puntuacion
total en el alincamiento multiple, con qué tipo de grupo
bacteriano estaba filogenéticamente relacionado el ADN
amplificado. Se consideré que una muestra fue apropiada
para el analisis genético cuando presentd una cobertura
(Query Cover) superior al 90% y de identidad superior al
94% con secuencias de las bases de datos NCBI, EMBL y
DDBJI. Las secuencias depositadas en las bases de datos que
presentaron homologia con las muestras fueron alineadas
mediante el programa MEGA 6.

Analisis  estadisticos: Diferencias entre la densidad
poblacional (UFC/g de tejido) de bacterias endofitas en
funcion a variedades y tipo de tejido fueron analizadas
por ANOVA multifactorial. Asimismo se utilizo la prueba
multiple de rango (Tukey) para establecer diferencias por
separado entre comunidades de bacterias endofitas (UFC/g
de tejido) con relacion a variedad y tipo de tejido colonizado.

Resultados y discusion.

Aislamiento de bacterias endodfitas de variedades de arroz:
Un total de 33 aislados de bacterias endofitas fueron
obtenidos de las variedades comercial de arroz Fedearroz
473 y Fedearroz 2000. La densidad de bacterias enddfitas
aisladas de los diferentes tejidos de estas dos variedades
de arroz oscild entre 8,62x10% en hoja + 3,2x10'° para raiz.
La prueba multiple de rango para densidad de bacterias
enddfitas (UFC/g de tejido) en funcion a tipo de tejido y
variedad, mostr6 mayor presencia de bacterias endodfitas
asociadas a raices con respecto a macolla y hojas. La
variedad Fedearroz 473 presentdé mayor densidad de
bacterias endofitas (2,07x10'° UFC/g de raiz), con relacion
a la variedad Fedearroz 2000 (1,56x10'"°UFC/g de raiz). A
la fecha no existen reportes en la bibliografia especializada
sobre la densidad poblacional de bacterias endofitas
asociadas a estas dos variedades comerciales de arroz,
razon por la cual nuestros resultados son inéditos. Por lo
tanto, se realizaran estudios posteriores sobre la densidad
poblacional de estas bacterias en estos cultivos en diferentes
condiciones edafoclimaticas.

Trabajos realizados por Mano et al. sobre densidad
poblacional de bacterias endoéfitas cultivables en semillas
de arroz, encontraron poblaciones de 10*> a 10° UFC/g de
peso fresco; ademas, estos autores reportaron variacion en
la cantidad de estas bacterias con respecto al tipo de tejido
analizado [26]. Se ha reportado presencia de bacterias
enddfitas en semilla, raiz, macollas, hoja y hoja bandera
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de diferentes variedades de arroz [27]. Estudios acerca de
poblaciones de bacterias endofitas 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 enddfitas varié segun la época del afio [28].

Trabajos realizados por Pillay y Norwark sobre la densidad
poblacional de bacterias endofitas, asociadas a diferentes
especies vegetales, concluyeron que la presencia de estas
bacterias es altamente variable; esta variacion dependio de
la especie de bacteria y el genotipo de la planta hospedera,
ademas del estado de desarrollo de la planta, la densidad del
indculo y las condiciones ambientales [29].

Prueba in vitro de resistencia a Ni por bacterias endofitas:
De los 33 aislados obtenidos de diferentes tejidos de las
variedades comerciales de arroz, solo el aislado identificado
como T3F2000 creci6é en diferentes concentraciones
de Ni. Los resultados de la prueba in vitro de resistencia
mostraron que el aislado T3F2000 tuvo diferentes patrones
de crecimiento en concentraciones de 0,1 a 0,3 g/L de Ni
con respecto al crecimiento normal del testigo; el mayor
crecimiento observado a 600 nm fue para la concentracion
de 0,1 g/L, el cual se mantuvo hasta las 45 horas de haber
iniciado el experimento. En la figura 1 se observa que, a
la concentracion de 0,2 g/ de Ni, este aislado mostrd
una ctapa de adaptacion o fase Lag de 20 h y después de
este tiempo entrd en fase exponencial, la cual se mantuvo
hasta las 56 h, y el crecimiento de este aislado fue menor
comparado con la concentracion de 0,1 g/L.
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Figura 1. Prueba in vitro de resistencia a diferentes concentraciones de Ni
en forma de NiCl,.6H,O del aislado T3F2000 proveniente de variedades
comerciales de arroz en el municipio de Montelibano-Coérdoba, Colombia,
2014.

Conrespecto al crecimiento del aislado en la concentracion
0,3 g/L, se observo una fase de adaptacion mayor de 35 h con
respecto al testigo y al crecimiento del aislado en las otras
dos concentraciones de Ni utilizadas. A concentraciones de
0,3 g/L el aislado mostrd un leve crecimiento a partir de las
36 h y se mantuvo hasta las 55 h del experimento (Figura
1). El bajo crecimiento de este aislado, a concentracion de
0,3 g/L, puede explicarse por los efectos de toxicidad del
metal, que provocaron alteraciones en las caracteristicas
metabodlicas y fisiologicas de las bacterias [30]. Estos

resultados demuestran que a medida que se aumentd la
concentracion del metal no solo disminuyé la cantidad
de células bacterianas, sino que también se retardd el
crecimiento, necesitando mas tiempo para que la bacteria
se adaptara y recuperara su capacidad para crecer en un
medio contaminado con Ni, como lo demostraron trabajos
similares realizados por Kamika y Momba [30].

Identificacion de bacterias endofitas resistentes a Ni: Los
resultados obtenidos por secuenciamiento mostraron un
porcentaje de similitud del 98% con Aeromonas hydrophila.
Hardoim y col., reportaron Aeromonas hydrophila subsp.
hydrophila como una bacteria endofita con actividad
promotora de crecimiento asociada a raices de plantas de
arroz cultivadas en Filipinas [31]. En este trabajo se informo
por primera vez esta bacteria endofita aislada de macollas
de la variedad comercial de arroz Fedearroz 2000, cultivada
en fincas arroceras del municipio de Montelibano, Cérdoba,
Colombia, con capacidad de resistir concentraciones de Ni
de 0,3 g/L.

Estudios realizados de la especie vegetal Thlaspi
goesingense, revelaron que las bacterias enddfitas pueden
tolerar altos niveles de Ni. De 25 cepas aisladas, 16
mostraron capacidad de tolerar concentraciones de Ni de
0,587 a 0,70 g/L en comparacion a las bacterias rizosféricas,
las cuales toleraron 0,29 g/L de este metal cuando fueron
evaluadas in vitro [16].

Otro estudio llevado a cabo sobre el efecto de la
inoculacion de cepas de bacterias endofitas resistentes a
Ni, como potencial de fitoestabilizacion en varias especies
de plantas, incluyendo Brassica juncea, Luffa cylindrica y
Sorghum halepense, mostr6 que la bacteria endofita Bacillus
megaterium tolerd concentraciones de Ni de 1.200 g/L in
vitro y también presentd resistencia a otros metales como
cobre, zinc, cadmio, plomo y cromo [32].

Los resultados obtenidos en el presente estudio eviden-
ciaron la capacidad de Aeromonas hydrophila, aislada de
macollas de la variedad comercial de arroz Fedearroz 2000
cultivado en el municipio de Montelibano-Coérdoba, Co-
lombia, de resistir in vitro hasta 0,3 g/L de Ni en la forma
de NiCl,.6H,O. En estudios posteriores se evaluara la capa-
cidad de Aeromonas hydrophila en la promocion de creci-
miento en plantas de arroz y su posible uso como insumo
biotecnologico, para asistir a los procesos de fitorremedia-
cion de los suelos en ambientes contaminados con Ni, a los
efectos de reducir el efecto toxico de este metal en plantas
de arroz.
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