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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue aislar e identificar bacterias
enddfitas resistentes a mercurio, asociadas a los géneros
Cyperus y Paspalum, en suelos de Mina Santa Cruz, Bolivar,
Colombia. Para ello, se colectaron muestras de suelo
y de plantas herbaceas, con el fin de evaluar, mediante
espectrofotometria de absorcion atémica por vapor frio,
la concentracién de mercurio total. Se utilizaron muestras
de tejidos vegetales para el aislamiento y la determinacion
poblacional de bacterias enddfitas. La resistencia a
mercurio in vitro de los aislados, se evalu6 en agar
nutritivo suplementado con HgClz; los aislados resistentes
fueron identificados, a nivel molecular. La concentracion
de mercurio total en el suelo de Mina Santa Cruz fue de
4,7mg'kg’. Las especies vegetales colectadas fueron
Paspalum arundinaceum, Cyperus luzulae y Cyperus laxus.
La mayor concentracion de mercurio en los tejidos vegetales
fue encontrada en raiz, con un rango de 1,5 a 3,8mg-kg'1.
Las especies P arundinaceum y C. laxus presentaron las
mayores densidades poblacionales de enddfitas en sus
tejidos 1 x 10° UFC, aproximadamente. Se aislaron siete
bacterias enddfitas resistentes, a concentraciones de 350 y
400 ppm de mercurio. De los tejidos de P arundinaceum, se
aislaron cuatro bacterias, que corresponden a Burkholderia
cepacia, Burkholderia sp. y dos aislados tuvieron gran
similitud con Bacillus sp.; para C. luzulae, se aislaron dos
endodfitas resistentes a mercurio, una identificada como
Ralstonia solanacearum vy, la otra, como Burkholderia

sp.; para C. laxus, un aislado que hace parte de la familia
Xanthomonadaceae, también tuvo resistencia a mercurio.
resistencia,
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SUMMARY

The objective of this study was to isolate and identify
endophytic bacteria mercury resistant, associated to the
genus Cyperus and Paspalum in the locality of Mine Santa
Cruz, Bolivar, Colombia. Soil and herbaceous plant samples
were collected to evaluate total mercury concentration in
soil and plant tissues, using cold-vapour atomic absorption
spectrophotometry. The plant tissue samples were used
for isolation and population determination of endophytic
bacteria. The mercury resistance of isolates was evaluated in
nutrient agar supplemented with HgClz, the resistant isolates
were identified molecularly. The total concentration of
mercury in the soil of Mine Santa Cruz was 4.7mg-kg”. Plant
species collected were Paspalum arundinaceum, Cyperus
luzulae and Cyperus laxus. The highest concentration of
mercury in plant tissues was found in root with a range of 1.5
to 3,8mg-kg’. The species P arundinaceum and C. laxus
presented the greater population densities of endophytic
bacteria in their tissues about 1 x 10°UFC. Seven endophytic
bacteria, resistant to concentrations of 350 and 400ppm
of mercury were isolated. From P arundinaceum tissues
four bacteria corresponding to Burkholderia cepacia,
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Burkholderia sp. and two isolates similar to Bacillus
sp., from C. [uzulae two endophytic bacteria resistant to
mercury, one identified as Ralstonia solanacearum and the
other one as Burkholderia sp.; from C. laxus tissues one
bacteria belonging to family Xanthomonadaceae, resistant to
mercury, was isolated.

Key words: Mining, heavy metals, resistance, herbaceous
plants.

INTRODUCCION

El mercurio, se constituye como uno de los metales
téxicos que mas afecta el bienestar de los ecosistemas y
pone en riesgo a la salud humana. A nivel mundial, se ha
confirmado que la exposicién a altas concentraciones de
mercurio genera efectos adversos a la salud, tales como
desérdenes en el sistema nervioso central, cardiovascular,
inmune y renal (Holmes et al. 2009). En las plantas las altas
concentraciones de mercurio inducen estrés oxidativo, por
la generacién de especies reactivas de oxigeno, inhibicién
del crecimiento y peroxidacion lipidica (Cui et al. 2014). Este
metal también afecta la comunidad microbiana del suelo
que soporta el ciclado de nutrientes, lo cual, disminuye la
fertilidad y la descomposicién de materia orgénica, en sitios
contaminados.

En Colombia, la mineria de oro es desarrollada por personas
en condicién de vulnerabilidad, sin asistencia técnica y con
métodos muy rudimentarios, que generan un enorme im-
pacto ambiental. Se calcula que el mercurio total liberado al
ambiente puede alcanzar las 150t, ddndole a Colombia un
vergonzoso primer lugar, como el pais que mas contamina-
cién de mercurio genera per capita, en esta actividad (Cor-
dy et al. 2011). El corregimiento de Mina Santa Cruz perte-
neciente al municipio de Barranco de Loba, sur de Bolivar,
presenta una alta contaminacién con mercurio en matrices
ambientales, debido a las corrientes de amalgamacién que
salen de los molinos utilizados en la mineria artesanal de oro,
realizada en el casco urbano, de dicha poblacién (Argumedo
et al. 2013).

Actualmente, para mitigar los efectos de la contaminacién
con metales, se estan utilizando técnicas, como la fitorreme-
diacién, que es una tecnologia efectiva, econémica y amiga-
ble con el medio ambiente, que esté recibiendo mucha aten-
cién, a nivel mundial. El éxito de la fitorremediacion depende
de la habilidad de la planta para tolerar altas concentraciones
de metales y producir gran cantidad de biomasa (Ma et al.
2011). Las bacterias endéfitas que viven en los tejidos inter-
nos de las plantas favorecen la eficiencia del proceso de fito-
rremediacién y aumentan la produccién de biomasa vegetal,
mediante tres mecanismos: incremento de la superficie de
la raiz y la produccién de pelos radiculares; incremento de la

disponibilidad de los metales y el incremento en la transfe-
rencia de metales solubles, desde la rizdsfera hasta la planta
(Weyens et al. 2009; Ma et al. 2011); algunos, de las bacte-
rias enddfitas estudiados.

Especies de bacterias endéfitas asociadas a tejidos de plantas
que crecen en suelos contaminados por mercurio pueden
estar resistiendo in situ a dicho metal; para conocer esta
realidad, se hizo necesario realizar el presente estudio, con el
objetivo de aislar e identificar bacterias enddfitas asociadas
a los géneros Cyperus y Paspalum, que crecen en suelos
contaminados con mercurio, en el departamento de Bolivar.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion de zonas contaminadas con mercurio en
el departamento de Bolivar. Para la identificacién, se hizo
un levantamiento de la informacion bibliografica que reporta
ambientes contaminados con este metal pesado, en el
caribe colombiano (Vidal et al. 2010; Argumedo et al. 2013).
El sitio seleccionado correspondié al corregimiento de Mina
Santa Cruz, jurisdicciéon del municipio de San Martin de Loba,
ubicado en el sur de Bolivar, Colombia. Las coordenadas
geogréficas de este corregimiento son: 08° 42°31" latitud
Norte y 74°11°54,6” longitud Este. La comunidad de Mina
Santa Cruz, se dedica, principalmente, a la explotacion
artesanal de oro, que se desarrolla dentro del casco urbano.
Dicho proceso conlleva a concentraciones elevadas de
mercurio en suelo, debido a las corrientes acuosas que salen
de los molinos de amalgamacién y a la quema de mercurio,
para purificacién de oro.

Recoleccion e identificacion del material vegetal. El
muestreo, se realiz6 aleatoriamente en forma de zig-zag,
colectando, al mismo tiempo, muestras de suelos hasta
completar 1kgy 10 plantas completas (raiz, tallo y hojas), por
cada especie. Para la recolecta y la seleccién de las plantas,
se tuvieron en cuenta aquellas especies con buen estado
fitosanitario y sin presencia de sintomas de fitotoxicidad. Las
muestras de sueloy de plantas herbaceas fueron conservadas,
identificadas y transportadas al laboratorio de investigaciones
microbioldgicas, de la Universidad de Sucre. Una parte de las
muestras de suelo y de tejido fueron enviadas a la Universidad
de Cordoba, para la determinacién de la concentracién total
de mercurio; otra parte de la muestra de suelo fue destinada
para analisis fisicoquimico. Una porcién del material vegetal
fue utilizada para identificacion taxonémica, en el herbario
Nacional Colombiano, de la Universidad Nacional de
Colombia y, la otra, para el aislamiento y la determinacién de
bacterias enddfitas asociadas por tejido.

Andlisis fisico-quimico del suelo. Se colectaron las
muestras en una extensién de una hectérea, marcando los
puntos de muestreo al azar, abarcando toda el area. Para la
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toma de muestra, se empled la metodologia recomendada
por el IGAC (2015). Se tomaron 100g de suelo, se extendio
sobre un pléstico y se secé a temperatura ambiente, en un
lugar seco, durante cuatro dias; luego, se emple6 un tamiz
redondo de 2mm, para obtener tierra fina. Se utiliz6 la
metodologia de Olarte et al. (1979), para evaluar parametros,
como el pH, la materia orgéanica, el fésforo, el CIC, el calcio,
el magnesio, el potasio, el sodio, el aluminio intercambiable,
la textura, la saturacion de calcio, la saturacién de magnesio,
la saturacién de sodio, la saturaciéon de aluminio, la relacién
calcio/magnesio, la conductividad eléctrica y la densidad
aparente.

Concentracion de mercurio en muestras de suelo y
plantas. Las muestras de plantas, se dividieron en diferentes
tejidos raiz, tallo y hojas, que fueron lavados con agua
destilada, para eliminar particulas minerales, adsorbidas
por su superficie. Luego, cada tejido se deposité en bolsas
de papel y se sec6é en horno a 60°C, durante 24 h. Para
determinar el mercurio total en dichas muestras, se tomaron
0,5 g de material seco y se le adicioné una mezcla acida
HNO3/H202 (5+2mL). Por otra parte, del suelo, previamente
secado, se tomaron 0,5g y se le adicionaron 10mL de HNOs
al 65%. Tanto las muestras de suelo como las de plantas
fueron procesadas en un horno microondas Milestone
ETHOS TOUCH serie 127697 y se analizé el mercurio total
por espectrofotometria de absorcién atémica por vapor frio,
segun procedimientos descritos en Marrugo-Negrete et al.
(2015).

Aislamiento de bacterias enddfitas. Se llevd a cabo en
el laboratorio de investigaciones microbiolégicas de la
Universidad de Sucre. Para ello, las muestras de material
vegetal fueron sometidas a un proceso de desinfeccién
superficial, descrito por Pérez et al. (2010). Luego de este
proceso, cada tejido se macer6 en un mortero de porcelana
con nitrégeno liquido, hasta obtener una mezcla homogénea.
De cada homogenizado, se prepararon diluciones seriadas,
que se sembraron por técnica de difusion, sobre la superficie
de agar R2A y se incubaron a 28°C, por 72 h. La densidad
poblacional de bacterias endéfitas por tejido, UFC/g de tejido,
se estimé por conteo directo de colonias en placas. Durante
el conteo, se observaron y se seleccionaron las colonias en
cuanto a forma, aspecto de la superficie, color y tamano. Los
morfotipos seleccionados fueron purificados y mantenidos
en agar R2A (Pérez et al. 2015).

Evaluacioninvitro de la resistencia a mercurio de bacterias
endofitas. Los aislados bacterianos fueron sembrados en
agar nutritivo suplementado con HgClz, a concentraciones
de 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400 ppm; luego, se
incubaron a 29°C, por 7 dias (Sorkhoh et al. 2010).

Identificacion molecular de bacterias enddfitas. La
extraccion de ADN gendémico de bacterias enddfitas
resistentes a mercurio, se realiz6 mediante el protocolo
planteado por Oliveira et al. (2013). Para la amplificacion
del gen ARNr 16S, se utilizaron tres juegos de cebadores
especificos: F BLS342 (5° CAGCAGTAGGGAATCTTC 3’)y R
1392 (5’ ACGGGCGGTGTGTACA 3’), para la clase firmicutes;
F 9483 (5° CGCACAAGCGGTGGATGA 3°) y R 1492 (5’
TACGG(C/T) TACCTTGTTACGACTT 3’), para la clase
betaproteobacteria; FD2 (5 AGAGTTTGATCATGGCTCAG
3) y RP1 (5° ACGGTTACCTTGTTACGCTT 3’), para la clase
gammaproteobacteria. Las condiciones utilizadas en cada
reaccién de amplificacion, se basaron en el protocolo descrito
por Oliveira et al. (2013), empleando un termociclador
mastercycler nexus eppendorf. Los productos obtenidos de la
amplificacién, se purificaron y se secuenciaron en Macrogen
Corea. Las secuencias obtenidas, se compararon con las
almacenadas en el Genbank. El alineamiento de las bases,
se realizd en el programa Clustal w, su andlisis y correccién
en el programa Mega 5, las inferencias filogenéticas fueron
obtenidas por el método de méxima similitud, basado en el
modelo kimura-2-pardmetro.

Andlisis estadistico. Se utiliz6 un diseno completamente
al azar con un solo factor, utilizando tres repeticiones. Para
establecer diferencias entre las densidades poblacionales de
las tres especies de pasto recolectadas en Mina Santa Cruz,
se realizé una transformacién de los datos para ajustarlos a
la normalidad y se aplicé una ANOVA, utilizando el programa
estadistico Infostat version gratuita.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion del material vegetal. Se recolectaron tres
especies de plantas establecidas en la regién de Mina
Santa Cruz: Paspalum arundinaceum Poiret, Cyperus
luzulae (L.) Rottb. ex Retz y Cyperus laxus Vahl. La primera
especie, P arundinaceum, se conoce en la regién como
pasto, pertenece a la familia poaceae, se caracteriza por
tener reproduccién sexual y ser perenne y tiene una gran
importancia econémica, al ser utilizada para la produccién
de forraje (Evers & Burson, 2004). Por su parte, las especies
C. luzulae y C. laxus, son conocidas en la regién como
coquito y hierba, respectivamente, ambas pertenecen a
la familia cyperaceae, poseen reproduccién sexual, son
perennes y arvenses, estan localizadas, principalmente, en
areas abiertas y ambientes perturbados (Bryson & Carter,
2008), tal como ocurre en Mina Santa Cruz.

Andlisis fisico-quimico del suelo. Los resultados de los
parametros fisico-quimicos encontrados en la muestra
de suelo recolectada en la zona de Mina Santa Cruz, se
muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Anélisis fisico-quimico suelo de Mina Santa Cruz.

Parametro Valor Interpretacién Valores de referencia
pH (Agua 1:1 P/V) 4,39 Extremadamente &cido 5,80 - 7,20
Materia orgénica (%) 0,10 Contenido muy pobre 2,0-4,0
Fésforo (ppm), Bray 1l 17,76 Contenido moderado 15-30
C.I.C. (meg/100 gr de suelo) 9,00 Contenido pobre 10 - 20
Calcio (Cmol.kg" suelo) 2,20 Contenido muy pobre 5-7
Magnesio (Cmol.kg" suelo) 1,30 Contenido muy pobre 2-3
Potasio (Cmol.kg" suelo) 0,02 Contenido muy pobre 0,2-0,4
Sodio (Cmol.kg" suelo) 1,70 Contenido abundante <1,0
Aluminio intercambiable (Cmol.kg"' 5,59 Contenido excesivo <0,2
suelo)
Textura (M. Bouyoucos) FA. Franco arenoso Franco arcilloso
Arena (%) 57,25 20-50
Arcilla (%) 15,00 20-60
Limo (%) 27,75 20-70
Saturacién de calcio (%) 20,35 Contenido pobre 50-70
Saturacién de magnesio (%) 12,03 Contenido moderado 20 - 30
Saturacién de sodio (%) 15,73 Contenido abundante <6,0
Saturacién de aluminio (%) 51,24 Contenido excesivo <5,0
Relacion calcio /magnesio 1,69 Baja 2 — 4 (normal)
Conductividad eléctrica (MicroS/cms) 386 Suelo sédico < 2.000

La tabla indica que los suelos presentaron las siguientes
caracteristicas: Valores de pH extremadamente &cido;
contenidos de materia orgéanica, de calcio, de magnesio y
de potasio, muy pobre; contenido de fésforo y porcentaje
de saturacién de magnesio, moderado; capacidad de
intercambio catiénico y porcentaje de saturacién de calcio,
deficiente; abundantes contenidos de sodio; contenido
abundante de aluminio y textura franco arenosa presente.

La presencia de un pH extremadamente acido encontrado en
la zona de estudio, quiz4, indica que la absorcién del mercurio
es alta y, como consecuencia, es facilmente transportado en
el suelo por escorrentia hacia cuerpos de agua aledanos, lo
que concuerda con lo reportado por Kabata-Pendias (2011)
y Teréan-Mita et al. (2013). Asimismo, el contenido excesivo
de aluminio en estos suelos estd muy relacionado con el
pH écido del mismo, lo que podria causar inhibicién del
crecimiento radical y, como resultado, reduccién en la toma
de agua y de nutrientes por parte de las plantas (Casierra-
Posada & Aguilar-Avendafo, 2007).

Con relacién a la capacidad de intercambio catiénico
deficiente del suelo en la zona de estudio es causada,
principalmente, por la baja cantidad de materia orgénica
y el bajo contenido de arcilla de dicho suelo. Valores bajos
de CIC afectan significativamente el contenido de calcio,

de magnesio y de potasio, necesarios para el crecimiento
y la nutricién de las plantas (Casierra-Posada & Aguilar-
Avendano, 2007). Con respecto a la conductividad eléctrica,
los suelos de Mina Santa Cruz son suelos sédicos, en los
cuales, la presencia de sodio supera el 15%, en el complejo
de intercambio del suelo; esto hace, que sean fisicamente
inestables, que se desmenucen y se agrieten cuando se secan
y se hundan cuando estan himedos. Cuando se endurecen
son relativamente impermeables al agua, favoreciendo la
escorrentia que transporta arcilla en suspensién, materia
orgénica y nutrientes, lo que limita el crecimiento de plantas,
como el arroz y el maiz (Sanchez & Curetti, 2006).

Concentracion de mercurio en muestras de suelo y
de plantas. Las concentraciones de mercurio en suelos,
generalmente, oscilan entre 0,01 y 0,2mg-kg’, de acuerdo a
lo reportado por Adriano (2001), pero se pueden incrementar,
significativamente, en suelos afectados por la mineria. Esto se
evidencio en la concentracién de mercurio del suelo de Mina
Santa Cruz, cuyo valor fue de 4,7mg-kg'], considerandose
un suelo de categoria toxico, por encontrarse dentro del
rango de 0,3-5mg-kg’; a estas concentraciones, el mercurio
comienza a inhibir procesos en el suelo, tales como la
respiracién microbiana, la mineralizacién y la nitrificacién
(Poschenrieder & Barceld, 2003; Kabata-Pendias, 2011).
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Respecto a las concentraciones de mercurio registradas en
los tejidos de las tres especies de plantas, se observaron
diferencias, como se muestra en la figura 1.

Cabe senalar, que la raiz fue el tejido en todas las especies
estudiadas que mayor concentracion de mercurio presento,
seguido por las hojas y, por tltimo, el tallo. Marrugo-Negrete

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

mglkg

et al. (2015) confirman la acumulacién de mercurio en
mayor proporcion en las raices que en las partes aéreas de
las plantas; lo anterior se explica, debido a que las raices
de las plantas estan expuestas directamente al mercurio del
suelo y, sobre ellas, se adhiere una gran cantidad del metal
para evitar los efectos téxicos, en las partes superiores de la
planta (Wang & Greger, 2004).

0,0

J -
Hoja Raiz Hoja

Paspalum
arundinaeum

Raiz
Cyperus luzulas

Tallo Hoja
Cyperus laxus

Raiz

Especies vegetales (tejidos)

Figura 1. Concentracién de mercurio en los tejidos de las tres especies de plantas establecidas en la zona de Mina de Santa

Cruz, Bolivar, Colombia.

Por otra parte, la mayor concentracién de mercurio en hojas,
con respecto a tallos, se debe a que éstas son el receptor final
del metal en la planta y alli cambia su estado de oxidacién de
Hg®" a Hg’, debido a que es fitoquelado y acumulado en las
vacuolas, como mecanismo de resistencia téxica (Moreno
et al. 2008). Ademas, gran parte del metal que llega a las
hojas es potencialmente fitovolatilizado, lo que implica que
no todo el mercurio que llega a esta parte de la planta es
acumulado (Vidal et al. 2010).

Con respecto al tallo, la baja concentracién de mercurio
contenida en éste, se encuentra relacionada con la funcion
que cumple dicho tejido, puesto que se encarga de
transportar agua, minerales y alimentos a otras partes de la
planta, como las hojas y no tiene como propdsito acumular
metal (Marrugo-Negrete et al. 2015).

Cyperus laxus tuvo la mayor concentracién de mercurio
en sus tejidos y, segun Escalante-Espinosa et al. (2005), se
considera una especie idénea para llevar a cabo procesos
de fitorremediacion, de forma satisfactoria. Esta especie,
segun Escalante-Espinosa et al. (2005) y Lépez-Martinez
et al. (2008), esta reportada como fitorremediadora de
suelos contaminados con hidrocarburos, pero su excelente
estado fitosanitario a concentraciones altas de mercurio
y su abundancia en la zona de estudio, la convierten en
una especie con gran potencial fitorremediador. Se ha

demostrado, segun Kabata-Pendias (2011), que a partir de
1 a 8mg-kg' se establece un nivel critico de mercurio para
el crecimiento de las plantas, lo cual, induce estrés oxidativo
por especies reactivas de oxigeno y cambios visibles en su
fisiologia (Yadav, 2010).

Densidad poblacional de bacterias enddfitas. Se aislaron
un total de 99 morfotipos de bacterias endéfitas asociadas a
la especie P arundinaceum; 83 morfotipos, para C. luzulae
y 93 morfotipos, para C. laxus. El andlisis de varianza de
la densidad poblacional de bacterias enddfitas, para las
tres especies de plantas, mostré diferencias altamente
significativas (p < 0,01), tal como se observa en la figura
2, siendo las especies P arundinaceum y C. laxus las que
presentaron las mayores densidades poblacionales de
bacterias endodfitas en sus tejidos, con valores promedios
de 1,3 x 10° y 1,2 x 10° UFC/g de tejido, respectivamente,
mientras que C. [uzulae fue la especie con menor densidad
de bacterias enddfitas, con un promedio de 2,7 x 10’ UrC/g
de tejido.

Al comparar estos valores con la densidad poblacional de
bacterias enddfitas aisladas de otros plantas herbéceas,
como Bothriochloa pertusa, también conocida como pasto
colosuana, segun lo demostrado por Pérez et al. (2010),
el rango estuvo entre 3,4 x 10°a 53 x 10* UFC, mientras
que la densidad poblacional de enddfitas de las plantas de
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Mina Santa Cruz fue mucho mayor, con un rango de 2,8 x
10" a 1,2 x 10°UFC. Lo anterior puede ser ventajoso para
las plantas de los géneros Paspalum y Cyperus de Mina
Santa Cruz, pues la gran densidad de bacterias enddfitas
que poseen, segun Ma et al. (2011), ayuda a las plantas a

crecer bajo condiciones de estrés, debido a que las inducen
a tolerar altas concentraciones de metales pesados y
promueven su crecimiento, mediante la fijacion de nitrégeno,
solubilizacién de fosfato, produccién de sideréforos y de la
ACC desaminasa, entre otros.

7,93
B
7,62
B

2 7,30
-]

6,99

A
6,68 ||
Cyperus luzulae Cyperus laxus Paspalum
arundinaceum

ESPECIE DE PASTO

Figura 2. Diferencia de densidad poblacional entre los géneros Cyperus y Paspalum.

Evaluacion in vitro de la resistencia a mercurio de
bacterias endéfitas: La tabla 2 muestra un total de siete
bacterias endodfitas asociadas a los géneros Cyperus y
Paspalum, que crecieron a concentraciones de 350 y 400
ppm de mercurio. Cuatro morfotipos estaban asociados
a la especie Paspalum arundinaceum: dos morfotipos, a
Cyperus luzulae y un morfotipo, a Cyperus laxus. Como
lo advierten Sorkhoh et al. (2010), el crecimiento a altas
concentraciones de mercurio indica la resistencia de las
bacterias enddfitas a dicho metal.

Para Luo et al. (2011), la resistencia a altas concentraciones
de metales que presentan las enddfitas aisladas de plantas
que crecen en ambientes contaminados, se debe a que
se adaptan a vivir bajo condiciones de constante estrés
por el metal. Algunos autores han descrito los beneficios
de las enddfitas resistentes a metales sobre el crecimiento
y el desarrollo de plantas, entre ellos, se encuentran: la
disminuciéon de altas concentraciones de etileno en la planta
que, en condiciones de estrés, provoca inhibicién de su
crecimiento; la produccién de IAA, que estimula la division

Tabla 2. Resistencia a mercurio de bacterias endéfitas asociadas a los géneros Cyperus y Paspalum.

Aislado Concentracién maxima de Especie de planta de la que
HgClz que resisti6 (ppm) fue aislada

1CR3 400 Paspalum arundinaceum
2AR1 400 Cyperus luzulae

2BR4 400 Cyperus luzulae

1BR1 400 Paspalum arundinaceum
1DH1 400 Paspalum arundinaceum
1ER4 350 Paspalum arundinaceum
3DR3 400 Cyperus laxus
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celular; el mejoramiento del estado nutricional de la planta y
la disminucién de la fitotoxicidad, mediante la produccién de
sider6foros (Rajkumar et al. 2009; Ma et al. 2011).

Identificacion molecular de bacterias endofitas resistentes
a mercurio. El andlisis filogenético del gen ARNr 16S de
bacterias enddfitas resistentes a mercurio asociadas a los
géneros Cyperus y Paspalum, se muestran en la figura 3.

Segln éste andlisis, cuatro de los aislados pertenecen

a la clase betaproteobacteria: dos pertenecen a la clase
Firmicutes y un aislado, a las Gammaproteobacteria.

63

—
{ Ralstonia solanacearum JQ359665

| — Burkholderia diffusa KF475808

Cabe destacar que el aislado 1CR3 presenté un 97% de
probabilidad de ser similar a Burkholderia cepacia, bacteria
enddfita aislada de P arundinaceum. Esta especie bacteriana
ha sido estudiada como endéfita de Lupinus luteus resistente
a niquel (Lodewyckx et al. 2001), pero hay escasos reportes
sobre su capacidad de resistencia a mercurio. Es importante
anadir que los aislados 2BR4 de C. luzulae y 1BR1 de P
arundinaceum presentaron una probabilidad del 100% de
ser similares al género Burkholderia, el cual, también ha sido
investigado por su capacidad de promocién del crecimiento
vegetal y su resistencia a metales pesados, como el plomo y
el cadmio (Jiang et al. 2008).

Burkholderia cepacia KJ935921
1CR3

2AR1

Burkholderia cenocepacia EF467850
Burkholderia metallica LN890069

Burkholderia seminalis KM817204

1BR1

1DH1

Bacillus cereus GU056811

100 g 2BR4
—
78
a4

1ER4

Bacillus thuringiensis HQ693278

1

Stenotrophomonas maltophilia FJ393320
3DR3

Xanthomonas sp. KF952249
Stenotrophomonas sp. EU288190

Figura 3. Arbol filogenético de méxima similitud de bacterias endéfitas resistentes a mercurio.

El andlisis filogenético mostré una probabilidad del 100% para
el aislado 2AR1 de ser similar a Ralstonia solanacearum,
enddfita aislada de C. luzulae. La bacteria R. solanacearum,
se considera un fitopatégeno de plantas, como la papa y la
berenjena; sin embargo, Van Overbeek et al. (2004) la reporta
como una enddfita de plantas de tomate que es avirulenta y
no ocasiona ninguna sintomatologia. Es importante anotar
que el género Ralstonia ha sido estudiado por su resistencia
a mercurio; dichas bacterias fueron aisladas del suelo
(Ranjard et al. 2000). Los aislados 1DH1y 1ER4 de la especie
P arundinaceum presentaron gran probabilidad de similitud

con el género Bacillus, reportado como endéfito, resistente
a metales, como cadmio, en Solanum nigrum (Luo et al.
2011) y niquel, en Oriza sativa (Pérez et al. 2015). Este
género también ha sido investigado por presentar resistencia
a mercurio; no obstante, la mayoria de las cepas estudiadas
provienen de sedimentos marinos (Nithya et al. 2011).

Por su parte, elaislado 3DR3 de C. laxus tuvo gran probabilidad
de similitud con la familia Xanthomonadaceae. Ma et al.
(2015) reporta bacterias del género Stenotrophomonas,
como enddfitas resistentes al cadmio. Por su parte, De et
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al. (2003) encontré que bacterias del género Xanthomonas
tienen la capacidad de resistir altas concentraciones de
mercurio; dichos aislados fueron obtenidos de ambientes
marinos.

Con este estudio, se concluye que la falta de informacion
derivada del escaso conocimiento acerca de las bacterias
enddfitas asociadas a tejidos de especies vegetales en
ambientes contaminados con mercurio, conlleva a un
desconocimiento de la diversidad de estas bacterias y
su capacidad de resistir a diferentes concentraciones de
mercurio. Estos estudios, no sélo son cruciales para el
conocimiento basico de la dinamica ecoldgica, sino como
informacién base para la aplicacion de herramientas,
que permitan aumentar o estabilizar la productividad y el
rendimiento sostenible de sistemas agricolas y servicios
ambientales. En el departamento de Sucre no existe
reporte alguno de estudios de presencia de bacterias en
suelos y en plantas, contaminados con mercurio, por lo
que esta investigacién inicia un proceso de generacién de
conocimiento sobre esta temética y de posibles alternativas
de solucion frente a problemas de contaminacién, por este
contaminante en la regién. Estudios posteriores evaluaran la
capacidad de las bacterias enddfitas resistentes a mercurio
para promover el crecimiento de las plantas en ambientes
contaminados con este metal, en el sur del departamento de
Bolivar, Colombia.
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