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RESUMEN

Los bosques secos tropicales albergan una diversidad de especies vegetales, entre las que se
encuentras las bromelias constituyendo un componente esencial del ecosistema,
desafortunadamente sus especies se estan viendo afectadas por las actividades antropicas, las
bromelias cumplen un papel ecologico significativo contribuyendo al reciclaje de nutrientes
y proporcionando una variedad de microhabitats a muchos macroinvertebrados, asi como la
asociacion con microorganismos que le favorecen la fijacion de elementos como el nitrogeno,
el cual es esencial para su desarrollo vegetal. El objetivo de esta investigacion es evaluar la
diversidad de bacterias con capacidad de fijar nitrégeno asociadas a la especie Tillandsia
elongata Kunt. y Tillandsia flexuosa SW. Colectadas de un fragmento de bosque seco
tropical en Las Palomas Monteria-Cordoba. Para el desarrollo metodoldgico, se obtuvieron
los microorganimos de las raices, del interior y de la superficie de las hojas, las muestras
obtenidas fueron inoculandolas en medio libre de nitrdgeno (Bur’s). Se obtuvieron resultados
satisfactorios mostrando 68 morfotipos para endéfitas y 50 morfotipos para filosfera, de los
cuales 44 morfotipos de endofitas y 39 de filosfera tienen la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico, los aislados presentaron densidades que variaron entre 0,08x10-5 y 0,71x10-2
UFC/mL para endéfitas y 0,33x10-5 y 0,83x10-3 UFC/mL para filosfera, y dentro de los
mismos se encontraron bacterias Gram positivas y Gram negativas pertenecientes a los
géneros; Klebsiella, Salmonella, Shigella y Proteus. Los resultados obtenidos indican que las
especies del género Tillandsia pertenecientes a los ecosistemas tropicales poseen la

capacidad de asociarse con microorganismos que le brindan la a su huésped una serie de
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beneficios relacionados a la biomasa vegetal, fijacion de nitrdgeno y resistencia a las

diferentes condiciones que se ven enfrentadas.
Palabras claves: Endoéfitas, epifitas, Bromelias, fijacion, diversidad.
ABSTRACT

Tropical dry forests harbor a diversity of plant species, among which are bromeliads
constituting an essential component of the ecosystem, unfortunately their species are being
affected by anthropogenic activities, bromeliads play a significant ecological role by
contributing to the recycling of nutrients and providing a variety of microhabitats to many
macroinvertebrates, as well as the association with microorganisms that contribute with the
fixation of elements such as nitrogen, which is essential for their plant development. The
objective of this research is to evaluate the diversity of bacteria with the capacity to fix
nitrogen associated with two species of the genus Tillandsia (L.). Collected from a fragment
of tropical dry forest in Las Palomas Monteria. For the methodological development, the
microorganisms were obtained from roots, inner and surface of the leaves, the samples
obtained were inoculated in a nitrogen-free medium (Bur's). Satisfactory results were
obtained showing 68 morphotypes for endophytes and 50 morphotypes for phyllosphere, of
which 44 morphotypes for endophytes and 39 for phyllosphere have the capacity to fix
atmospheric nitrogen, the isolates presented densities that varied between 0.08x10-5 and
0.71x10 -2 CFU/mL for endophytes and 0.33x10-5 and 0.83x10-3 CFU/mL for phyllosphere,
and within them were found Gram positive and Gram negative bacteria belonging to the
genera; Klebsiella, Salmonella, Shigella and Proteus. In the same way, 9 fungal morphotypes
were found that had the ability to fix nitrogen. The results obtained indicate that species of
the genus Tillandsia belonging to tropical ecosystems have the ability to associate with
microorganisms that provide their host with a series of benefits related to plant biomass,

nitrogen fixation and resistance to the different conditions that are faced.
Key words: Endophytes, epiphytes, Bromeliads, fixation, diversity.
INTRODUCCION

El bosque seco tropical (bs-T) esta distribuido en todo el trépico, marcado por una fuerte

estacionalidad de lluvias en donde se da una época seca (menos de 100 mm de lluvia) 4 a 6



meses del afio. Esta estacionalidad ha hecho que se presente una serie de adaptaciones
expresada en la morfologia, fisiologia y comportamiento de las plantas, animales y
microorganismos, los cuales para vivir en este tipo de ecosistema representa un reto (1). De
igual manera, la combinacion de esta estacionalidad dada por el clima y las interacciones de
los organismos que lo habitan determinan la dinamica y los servicios, de los cuales se sirven
millones de personas que dependen directa o indirectamente del ecosistema, siendo igual de
importante es la estabilizacion de sus suelos, ciclo de nutrientes, estabilidad climética e
hidrica y el suministro de alimentos y madera (1). Sin embargo, el bs-T es uno de los
ecosistemas mas amenazados en todo el mundo y esto debido a que son fragiles a los cambios
en el uso del suelo debido a las practicas que se han venido implementando como la
agricultura extensiva, la mineria ilegal, la ganaderia y diversas actividades antrépicas como
por ejemplo la tala y quema indiscriminada, lo que hacen que este cambie su dinamica

completamente.

Aunque, este ecosistema se ve afectado en gran medida, no ha dejado de ser uno de los
biomas méas importantes debido a que en él se pueden desarrollar un sin niUmero de especies
tanto animales como vegetales, las cuales representan alto endemismos y caracteristicas que
hacen que sean Unicas de cada region (2). Dentro de las especies que habitan este ecosistema
se encuentra la familia Bromeliacea, esta se encuentran distribuidas en el trépico y subtrépico
de América, con una sola representacion en Africa occidental (Pitcairnia feliciana), estas
familia esta representada por alrededor de 3600 especies descritas, de las cuales en un 60%
por epifitas, las bromelias constituyen un componente esencial del ecosistema, siendo uno de
los principales grupos que asocian diferentes taxones que cumplen funciones fundamentales
en el medio (3). Debido a la posicion de sus hojas, las cuales forman unos microhabitats
gue muchos autores denominan estanques, en estos la lluvia y la hojarasca que cae sobre la
planta se van acumulando formando asi nichos ecoldgicos de gran importancia para
organismos que encuentran en ellos su habitat predilecto (4), estos estanques pueden sostener
cadenas troficas complejas que involucran varios tipos de organismos, como bacterias, algas,
musgos, otras plantas vasculares, protozoos, hongos, invertebrados y algunos vertebrados,
por lo que sirven para desarrollo de una o varias comunidades de organismos asociados como
las distintas especies de macroinvertebrados. De esta asociacion bidtica, las bromelias se

benefician porque pueden asimilar nutrientes que provienen de la descomposicion de la



hojarasca acumulada o de la muerte de los organismos asociados, mientras que los animales
asociados usan la planta como refugio y el detritus acumulado les sirve como fuente de

nutrientes (5).

Al tener su condicién de epifita, lo cual indica que, hay plantas que crecen encima de otras,
las cuales son definidas como foréfitos u hospederos y son utilizados s6lo como soporte, sin
recibir més dafio que el que pueda provocar su abundancia dentro de sus ramas; por tanto,
una epifita no es una planta parasita ( 6), a pesar de tener esta condicion las bromelias se ven
afectadas en gran medida por la perturbacion de su habitat debido a que dependen de los
arboles, la riqueza de estas se ven afectadas a las altas deforestaciones que se presentan en
los bs-T (7). Ademas, se ven afectadas por los constantes cambios de temperatura lo que
causa que el agua disminuya y el estrés aumente por la sequia agotando los recursos en su
mayor parte, la suma de estas problematicas ha causado que algunas especies de la familia
bromeliacea, en especial las que se encuentran en uno de sus generos mas importantes como
lo es genero Tillandsia presenten una serie de adaptaciones que le permiten vivir en el

ecosistema del bs-T (7).

En este tipo de ecosistemas se dan asociaciones que brindan beneficios mutuos, como es la
asociacion planta-microorganismos, esta se puede dar en los diferentes estratos vegetales en
donde se obtienen ventajas que favorecen su desarrollo vegetal, dichos microorganismos
pueden llevar a cabo procesos como la fijacion de nitrégeno, que aunque, este sea uno de los
elementos con mayor porcentaje en la atmosfera estando representado en un 78%, del cual el
98,2 es nitrégeno gaseoso, 2,3 nitrdgeno organico y un 2,5 nitrégeno fijado (8), sin embargo
este no estd en forma asimilable para las plantas y animales, es alli donde los
microorganismos juegan su papel de gran importancia al poder facilitarle al obtencién de

nitrégeno a las plantas.

Asimismo, existen bacterias que tienen la capacidad de fijar nitrogeno y competir por el
espacio externo e interno de la planta y en este sentido cumplen un papel antagdnico, ya que
también son biocontroladores inhibiendo el crecimiento de patdgenos por la produccion de
enzimas, antibidticos y la secrecion de toxinas reduciendo la poblacion de estos, ademas se
distinguen un grupo de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (9). Practicamente todas

las plantas estan colonizadas por una diversidad de bacterias que viven en su interior sin



causarle ningun tipo de dafio, todo lo contrario se ha reportado en estudios previos que estas
pueden contribuir en el aumento de la biomasa vegetal y favorecer al proceso de
fitorremediacion a través de la acumulacion de contaminantes (10), las bacterias enddfitas se
pueden encontrar distribuidas en toda las estructuras de la planta y esta distribucion va a
depender de las condiciones del hébitat donde este la especie vegetal.

La dependencia de las bacterias a las plantas va a depender de su género y su ciclo de vida,
en donde se pueden encontrar facultativas u obligadas al igual esta dependencia esta ligada
el tipo de huésped y a su genotipo, se ha demostrado en estudios previos que las condiciones
del ambiente, el tamafio de la planta, su desarrollo y su genotipo van a determinar la

comunidad de bacterias y las funciones de estas en el huésped (10, 11).

Dada la importancia de las bromelias, asi como el estado actual de estas en Colombia y la
falta de informacion sobre la diversidad y funcion que cumplen los microorganismos
asociados a estas, se hace necesario investigar sobre su ecologia, interaccion con microbios,
la dinamica y funcién de estas asociaciones y su importancia en el medio, asi como las
habilidades para mantenerse en condiciones adversas, de tal manera, que a futuro puedan
proponerse estrategias encaminadas a la conservacion de estas especies vegetales. Por esta
razon, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la diversidad de bacterias con
capacidad fijadora de Nitrogeno asociadas a la especie Tillandsia elongata Kunt. y Tillandsia

flexuosa SW. en bosque seco tropical, corregimiento las Palomas—Monteria.
Materiales y métodos

La presente investigacion de tipo experimental, se llevd a cabo en dos fases, una de campo
donde se reconocié la zona de muestreo y establecieron los foréfitos para la recoleccion del
material vegetal y otra de laboratorio donde se proceso las muestras y se realizaron los

respectivos ensayos.
Identificacién de la zona de muestreo

Para establecer la zona de muestreo se realizd una salida de campo, donde se establecieron
las especies del género Tillandsia (L.) a recolectar del fragmento de bosque seco tropical,
ubicado en la hacienda Las Palmeras 8° 31° 18.83” N y 76° 06’ 08.00” W, altitud de 30-40



m.s.n.m. la cual se encuentra localizada en el Corregimiento Las Palomas, perteneciente la

ciudad de Monteria-Cordoba.
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Figura 1. Zona de muestreo

Recoleccion e identificacion del material vegetal

Se realiz6 un muestreo aleatorio, en época seca, en tres arboles pertenecientes a la familia
Meliaceae, los cuales se ubicaban en el borde del fragmento; de cada uno con ayuda de un
baja ramas se recolectaron 6 plantas completas divididos en tres estratos verticales (Dosel
alto, dosel medio y tronco) en cada uno de los estratos se tomé un individuo de la especie
Tillandsia elongata Kunth y Tillandsia flexuosa Sw. Con relacidn a la posicién en el forofito
las plantas pertenecientes a ambas especies que se tomaron en el tronco se encontraban a una

altura promedio de 2 metros, mientras que las que se encontraban en el dosel medio y superior



se tomaron a una altura media de 4 y 6 metros respectivamente, para obtener un total de 36
muestras procesadas: 18 muestras de hojas y 18 de raices, aleatoriamente se tomd un

individuo de cada especie para su identificacion taxondmica.

Posterior a la recoleccion de las muestras se depositaron en bolsas selladas, y debidamente
rotuladas con datos de interés (peso, estrato y arbol de donde se obtuvo) y luego trasladadas
al laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Cordoba, para la identificacion
taxondémica se llevo una parte del material recolectado al Herbario de la Universidad de
Cordoba y la otra parte se proceso para el determinar las bacterias asociadas a los diferentes

tejidos vegetales.
Aislamiento de bacterias de la filosfera

Del material colectado se aislaron bacterias del haz, envés y base de la hoja con la ayuda de
hisopo estéril el cual se froto por las partes antes mencionadas, posterior a esto se inoculo en

medio R2A y se dejo en incubacion a 28°C durante 72 horas para su posterior analisis (12).
Desinfeccion superficial de los tejidos vegetales

Después del aislamiento de las bacterias de la filosfera, el material colectado se desinfecto
siguiendo la metodologia establecida por Chaudhry et al., (2016) (13), con algunas
modificaciones realizada el grupo de investigacion, los fragmentos de las muestras se lavaron
cuidadosamente con agua para retirar cualquier impureza de la superficie, seguido a esto se
limpiaron con agua estéril, repitiendo este paso 3 veces, se introdujeron y agitaron en alcohol
al 70% por 3 min; transcurrido este tiempo se colocaron y se agitaron en hipoclorito de sodio
al 5,25% y en una gota de Tween 80 durante 1 min, seguidamente se lavaron 3 veces con
agua estéril para asegurar que hayan quedado totalmente desinfectadas, para confirmar que
el proceso de desinfeccion fue exitoso se tomo un pequefia muestra del ultimo lavado y se
inoculo en una caja de Petri con medio R2A y se dejo en incubacidn a 28°C durante 72 horas.

La ausencia del crecimiento bacteriano indico que se realiz6 correctamente el procedimiento.
Aislamientos de las bacterias endofitas

Posterior al proceso de desinfeccion las muestras se trituraron en nitrogeno liquido hasta que
se obtuvo una mezcla uniforme, de cada una de las mezclas se hicieron diluciones seriadas

en base 10 (10 - 10), luego se inocularon mediante la siembra en superficie en el medio



R2A 'y se dejaron en incubacion a 28° durante 72 horas. Para estimar la densidad poblacional
(UFC/mL) se realiz6 mediante el conteo en placa, se distinguieron y tomaron los morfotipos,
para su purificacion y se mantuvieron en medio R2A hasta que se le realizaron sus respectivos

analisis, segun la técnica establecida por Doncel y colaboradores en el 2016 (14).
Ensayos de fijacion bioldgica de nitrégeno

Para determinar la fijacidn biologia de nitrogeno las bacterias se sembraron en medio Burk’s
sugerido por Doncel (2016) (14), este medio libre de nitrogeno contiene: MgSQOa:7H20,
K2HPO4, KH2PO4, CaS04, FeCl3, Na2MoO4 Sacarosa y agar, posterior a la siembra se
incubaron durante 7 dias, aguardando que haya crecimiento bacteriano lo que confirmaria

que tienen capacidad de fijar nitr6geno.
Identificacion de aislados con capacidad fijadora de nitrogeno

Al momento de determinar las colonias aisladas con capacidad de fijar nitrogeno, se tuvieron
en cuenta caracteres morfologicos macroscépicos como el color, forma, textura, elevacion y
tamaiio de las colonias en el medio de cultivo. Posteriormente, se analizaron sus
comportamientos con tincion de Gram y tincién para endoesporas; ademas, se realizaron
pruebas bioquimicas como: crecimiento en los medios, TSI, LIA, SIM, RM/VP, Citrato de
Simmons, Urea; también se realizaron pruebas para la enzima catalasa, finalmente se empled
el kit API 20 E (Biomerieux), para evaluar el perfil de fermentacion de carbohidratos, segun

protocolo establecido por Alvarez y colaboradores (2014) (15).
Andlisis de datos

Se realiz6 un disefio completamente al azar para establecer la diferencia entre las densidades
poblacionales en los estratos evaluados (bajo, medio y alto del arbol); para establecer si los
datos tenian una distribucion normal se usé la prueba de normalidad de Shapiro — Wilk y
para establecer si los datos tenian homogeneidad de varianzas se realizé la prueba de Levene.
Se realiz6 un ANAVA multifactorial, para determinar las relaciones entre la densidad
poblacional de microorganismos en funcion al tipo de tejido, la especie de la planta y la
posicion en el forofito, Los datos fueron tabulados en Excel 2013 y analizados en el software

estadistico R version 3.2.4.



Resultados
Aislamiento y densidad poblacional

Se obtuvo un total de 378 microorganismos endofitos y 117 de la filosfera, aislados de las
especies T. elongata y T. flexuosa, los cuales fueron agrupados en 68 morfotipos de bacterias
enddfitas y 50 morfotipos de filosfera, los aislados se nombraron de acuerdo a su ubicacion
en los diferentes estratos del forofito, la especie y el tejido vegetal al que pertenecian

acompafiado de un namero.

Las densidades poblacionales de los microorganismos variaron entre 0,08x10° y 0,71x10%
UFC/mL para enddfitas y 0,33x107° y 0,83x103 UFC/mL para filosfera; se observo una baja
densidad de endofitas en las hojas y raices de T. flexuosa con relacion a las hojas y raices de
T. elongata, sin embargo las raices de T. elongata presento la mayor densidad con respecto
a las demas estructuras en ambas especies, las densidades de las bacterias de la filosfera
variaron presentandose una mayor densidad en el haz de las hojas de ambas especies y menor
la base de su hojas, sin embargo la planta que mayor densidad presento en sus zonas

evaluadas (haz, enveés y base) fue T. flexuosa.

Conrelacion a la estratificacion de la planta en el forofito, la densidad poblacional fue mayor
para el estrato medio con relacion al estrato alto y bajo que presentaron densidades similares
para los microorganismos endofitos y comportamiento de la densidad de las bacterias de la
filosfera fue mayor en el estrato alto con relacion a los estratos medio y bajo donde se notd

densidades similares (Figura 2 y 3).

Al realizarla prueba de Shapiro-Wilk a los microorganismos endoéfitos y de la filosfera, da
como resultado que el p-valor calculado es mayor tanto para los endofitos (0.8485>0.05)
como para los de la filosfera (0.5554>0.05), teniendo en cuenta un nivel de significancia de
95%, lo que establece que los residuales siguen una distribucion normal, dicho de otra
manera, la densidad de las bacterias enddéfitas y de la filosfera se comportan de una manera
normal en los distintas estratos evaluados, asimismo la prueba de Levene, arroja como
resultado que el p-valor es mayor para endéfitos siendo de 0.7437>0.05 y 0.2761>0.05 para
los de la filosfera, lo que establece que con un 95% de confianza los residuales siguen una

distribucion normal. El andlisis multifactorial no encontré relaciones estadisticamente
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significativas entre la densidad poblacional (UFC/mL) en funcion a la posicion de la planta
en el forofito, la especie de la planta y el tejido vegetal (Tabla 1 y 2) lo que sugiere que no
existen diferencias entre la densidad poblacional de los microorganismos endofitos, los de la
filosfera y las diferentes variables evaluadas.
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Figura 2 Densidad poblacional de microorganismos endéfitos aislados de la especie T.
elongata y T. flexuosa. Estrato (alto, medio y bajo), especie (elongata y flexuosa) y tejido
vegetal (hoja y raiz).
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Figura 3. Densidad poblacional de microorganismos de la filosfera aislados de la especie
T. elongata y T. flexuosa. Estrato (alto, medio y bajo), especie (elongata y flexuosa) y
tejido vegetal (haz, envés y base).

Evaluacion in vitro de la capacidad de fijacion de Nitrégeno

Al realizar la prueba de fijacion de nitrogeno a los 68 morfotipos endéfitos y a los 50 de
filosfera, se obtuvo que, solo 44 morfotipos endofitos y 39 de filosfera presentaron la
capacidad de fijar nitrogeno in vitro, dado que tuvieron crecimiento en el medio libre de
nitrégeno, donde a manera general, en los dos tipos de aislados (endéfitos y de la filosfera)
presentaron un porcentaje del 62,5% de bacterias pertenecientes al phylum Protobacterias en
el cual se hallaron los géneros; Klebsiella, Salmonella, Shigella y Proteus, y el 36,2 %
pertenecientes al phylum Firmicutes donde se presenciaron los géneros Streptococcus y
Staphylococcus. Estas y otro pequefio porcentaje de morfotipos no identificados, fueron
extraidas de las especies vegetales objeto de estudio, estas mostraron una diversidad similar,
debido a que se encontrd una riqueza de 23 morfotipos de T. elongata y 21 de T. flexuosa
para los microorganismos endofitos y de igual manera una riqueza similar de 20 morfotipos

para T. elongata y 19 de T. flexuosa para los microorganismos de la filosfera (Figura 4 y 5).

Ademas de bacterias aisladas se descubrieron 16 morfotipos de hongos de los cuales 9 de

ellos tuvieron la facultad de crecer en el medio libre de nitrogeno.
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Caracterizacion de bacterias enddfitas con capacidad de fijar Nitrégeno

Los microorganismos endéfitos y los de la filosfera que crecieron en el medio libre de
nitrégeno, mostraron caracteristicas como, virajes de color amarillento a blancuzco, algunas
opacas, transparentes y con una consistencia acuosa 0 mucoide y otras con una consistencia

pastosa.

A través de la observacion microscopica de las diferentes muestras obtenidas se pudo
establecer que el 46,4 % de las bacterias endofitas fueron bacilos y cocos Gram positivos, el
44,1% fueron cocos y bacilos Gram negativos y solo el 9,4% cocobacilos Gram negativos,
de las bacterias Gram positivas solo el 30.2% sintetizan la enzima catalasa y oxidasa y el
27.9% de las bacterias Gram negativas sintetizan la enzima catalasa y oxidasa, y el 36,36%
de los bacilos Gram positivos presentaron endoesporas. Por el lado de las bacterias de la
filosfera el 38.44% fueron cocos y bacilos Gram positivas, el 43.58% cocos y bacilos Gram
negativas y el 17.3% fueron estafilococos Gram positivos, de las bacterias Gram positivas el
53.4% sintetizan la enzima catalasa y oxidasa y el 41.8% de las bacterias Gram negativas
sintetizan la enzima catalasa y oxidasa, y el 30,76% de los bacilos Gram positivos
presentaron esporas, de este entramado de micoorganismos encontramos bacterias
fermentadoras y no fermentadoras de las cuales un gran porcentaje de ellas tienen la

capacidad de utilizar citrato como unica fuente de carbono.
Discusion
Aislamiento y densidad poblacional

Con el analisis de los resultados de esta investigacion, se pudo establecer la presencia de
microorganismos endofitos y asociados a T. elongatay T. flexuosa lo que es consistente con
estudios previos realizados en el departamento de Cérdoba por Sefia acosta (2018) (16), estos
microorganismos, pueden brindarles la oportunidad de obtener nutrientes y elementos
esenciales para su desarrollo, permitiéndole asi la alta eficiencia de poder soportar las
condiciones de estrés a las cuales se ven enfrenadas al habitar el bs-T, condiciones que estan
relacionadas con la falta de nutrientes, escases hidrica, altas temperaturas y la fragmentacion
de su hébitat.
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Existen estudios que reportan la importancia de los microorganismos asociados a plantas, ya
que estos cumplen roles importantes tanto en la superficie como interior de estas, es el caso
de las comunidades microbianas que poseen particularidades atribuidas a su composicion,
dindmica y diversidad, los cuales son importantes para describirlas y compararla en los
diferentes ecosistemas que habitan, con esto lo que se da a entender es la estructura de las

comunidades, su funcién y como se transforman espacial y temporalmente (17).

Cabe resaltar que aunque los estudios acerca de los microrganismos asociados a estas plantas
son escasos, es de relevancia mencionar que segun Sefia acosta (2018) (16), Estrella, et al.
(2019) (18), Kromer, et al. (2014) (7), en sus estudios previos establecen que las plantas de
este género tienen estructuras especializadas (tricomas, pelos o estomas) debido a las
adaptaciones que estas han presentado, en dichas estructuras se pueden establecer
microorganismos que van desde la filosfera hasta su interior, asi como lo referido por Ruiz,
et al. (2016) (19), en su estudio de la diversidad funcional de las bacterias de la filosfera, en
donde establecen que la superficie de las plantas (tallo, hojas, raices) son las primeras zonas
donde se albergan los microorganismos, que posterior ingresan a la planta por heridas, raices
y las estructuras especializadas antes mencionadas, esto le confiere una ventaja a las especies
del género Tillandsia debido que al asociarse con ciertos microorganismos pueden adaptarse

a las diferentes condiciones a las que se ven sometida.

Al evaluar la densidad poblacional de los microorganismos se pudo ver que estas no
presentaron diferencias significativas en los estratos evaluados tanto en los endéfitos como
los de la filosfera, resultando contrastante con la literatura ya que segin Ortiz, et al. (2018)
(20), la densidad de las bacterias asociadas a las especies vegetales depende de diversos
factores abioticos (localizacion geografica del forofito y de la epifita en este, pH, régimen de
agua), bioticos (el tipo de especie vegetal) y que estos se adaptan a las diversidad de
compuestos quimicos de dichas especies, lo que va a causar que poblaciones de bacterias

sean diferentes en cada zona evaluada de la planta.

Cabe resaltar que otros factores pueden influenciar en la densidad poblacional, factores que
estan relacionados con los abidticos, como lo son la estacionalidad climatica a las cuales las
plantas deben responder con cambios fisiondmicos, especialmente en época donde el recurso

hidrico es escaso en los ecosistemas tropicales, mencionando que las muestras vegetales
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fueron recolectadas en época seca, y donde investigaciones como la de Sefia acosta (2018)
(16), tuvo resultados similares relacionandolo a que en esta época los arboles presentan la
capacidad caducifolia, para evitar el gasto de energia y asi sobrevivir durante la sequia, lo
que va afectar en cierta medida a las epifitas que se encuentran en el dosel alto y medio
induciéndole a condiciones similares, lo que causaria que la microbiota sea semejante en las
zonas evaluadas, caso contrario ocurriria en época de lluvia donde las condiciones son méas

Optimas y los diferentes estratos no son tan similares.

Aun cuando no se presentaron diferencias significativas, la densidad presento variaciones en
cuanto a las zonas evaluadas, presentandose menor en el dosel alto para endofitos y dosel
medio para los de la filosfera, donde segin Sanchez (2016) (21), el establecimiento de las
bacterias en las plantas esta dada por la naturaleza de los suelos y su cercania a este, ademas
de los exudados de las raices los cuales establecen y modifican funcion de las poblaciones
microbianas, por lo cual se induce que las especies vegetales que estan en el dosel alto tengan
menor densidad, por el lado de las bacterias de la filosfera no se logra establecer relacion con
estratos evaluados ya que estas constantemente estas expuestas a las cambios de temperatura
lo que impone una presion selectiva sobre las microbiota asociada a las hojas, mas sin
embargo estos no dejan de ser unos nichos donde las esporas o propagulos se pueden
desarrollar y establecer su composicion, y de la misma manera interactuar con la planta
hospedera Ruiz, et al. (2016) (19). A pesar de esto se infiere que el estrato medio para la
filosfera presento una variacion mayor debido a que la superficie de las hojas no estaban tan

secas como la de los otros estratos, lo que crea un microbioma mas apto para su desarrollo.

De la misma manera que no se observoé diferencia significativa en la densidad poblacional de
los microorganismos para los estratos evaluados, tampoco se evidencio para los tejidos
vegetales (hoja y raiz), no obstante trabajos como los de Lopez, et al. (2015) (22), Sanchez
(2016) (21), establecen que las raices albergan mas microorganimos, ya que estos ejercen a
través de exudados la seleccion de bacterias y que ademas esta es la primera entrada por
donde se establece la asociacion planta-bacterias, del mismo modo Delgado y Suyon (2017)
(23), aseguran que el primer acercamiento de la bacteria a la raiz se da por quimiotaxis, la
bacteria se posa y multiplica formando las colonias que posterior a esto pasara al interior de

la planta a través de la liberacion de enzimas hidroliticas, estas pueden colonizar espacios
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intercelulares, quedarse en espacios especificos 0 moverse por las diferentes estructuras de
la planta realizando un establecimiento sistémico por el sistema vascular o el apoplasto. Las
bacterias de la filosfera no presentaron diferencias significativas en la densidad en las zonas
que fueron evaluadas (haz, envés y base), esto segun Barrera (2016) (24), se debe a que la
filosfera es un microbioma pobre en nutrientes, propenso a constantes cambios de
temperatura, humedad y radiacion UV, lo que va a incidir en el establecimiento de las
poblaciones microbianas, teniendo en cuenta estas teorias se puede entender el porqué de los
resultados de la densidad difieran en los tejidos (hoja y raiz) y zonas de la filosfera; de igual
forma con estas afirmaciones se puede inferir la similaridad de la densidad poblacional de
las zonas antes mencionadas, puesto que las raices de las especies vegetales evaluadas no
tienen contacto directo con el suelo, sino con un suelo aéreo formado por detritus y humus
que al igual esté en contacto con las hojas, ya que estas no presentan un tallo prolongado lo

que establece una proximidad entre las raices y las hojas.

Asi como la estratificacion de las plantas en el foréfito y los tejidos, hay otras condiciones
que pueden establecer los nichos para que la comunidad microbiana constituya su habitat,
entre estas cabe mencionar la edad, la intensidad luminica, estado de la planta, la posicion de
sus hojas, proporcionandole un microbioma unico con diferentes caracteristicas, Mufioz
(2017) (25), menciona que la cantidad y calidad de los nichos de las bacterias se debe a varios
causas asociados a factores fisico-quimicos, cantidad de agua y la variabilidad genética de
las plantas, lo que puede o no favorecer la reorganizacion de estos, ademas de ello los
microorganismos pueden ser susceptibles a los cambios del ambiente lo que establece el

estado de la planta.

Otra de las razones de que la densidad poblacional de los microorganismos, no presentaran
diferencias significativas entre las plantas evaluadas, es que T. elongata y T. flexuosa se
encontraban en el mismo habitat y compartiendo el mismo hospedero, estando una al lado de
la otra y en las mismas condiciones climaticas, lo que coincide con lo mencionado
anteriormente por Ortiz, et al. (2018) (20), el cual establece que los factores bidticos y
abidticos, los exudados de a raiz, la interaccion planta-microbio y dinamica de la planta en
el medio condicionan la formacion del conglomerado bacteriano en la especie vegetal de

manera interna y externa.
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Evaluacion in vitro de la capacidad de fijacion de Nitrogeno.

En cuanto a la capacidad fijadora de nitr6geno se encontraron 6 géneros de bacterias, los
cuales hacen parte de los phylum proteobacterias y firmicutes, entre estos Klebsiella,
Streptococcos, Proteus, Staphylococcus han sido reportados por Delgado y Suyon (2017)
(23), y Mufioz (2017) (25), en sus investigaciones identificaron estos microorganismos los
cuales estaban asociados a la superficie e interior de las plantas cumpliendo funciones
asociadas al desarrollo de la especie vegetal, ademas de estos estudios este tipo de
microorganismos han sido relacionados con plantas de importancia en la industria comercial,
siendo asi encontradas en cafia de azlcar Roa (2017) (26), en platano Diaz (2016) (27), en
papa Ortufio, et al. (2018) (28), en el Arandano azul Ortiz, et al. (2018) (20) y en plantas
como guayacanes Sanchez (2016) (21), siendo estos ultimos caracteristico de las zonas secas
tropicales. Esto demuestra que las bacterias se pueden asociar a gran variedad de plantas, las
cuales ademas de servirle como hospedero también le pueden brindar sustancias como
exudados que van a fin con cada microorganismo, ya que no todas bacterias no la capacidad
de hidrolizar estas sustancias, este tipo de asociacion se decia que se establecia de manera
interna y en zonas que estuvieran cerca del suelo como las raices, ya que en esta es donde se
podia encontrar la mayor cantidad de la microbiota, hoy dia se ha establecido las plantas
pueden brindarle multiples zonas que van desde la raiz hasta las hojas y que se pueden

establecer de manera interna y externa.

Ahora bien los microorganismos asociados a la familia Bromeliacea, han sido reportados por
Sefia acosta (2018) (16), en donde establece que en las plantas del género Tillandsia en zonas
secas tropicales se encuentran bacterias que presentan la capacidad in vitro de fijar nitrogeno
y que estas se pueden encontrar en raiz y hojas de manera interna, entre las bacterias que
encontrd0 se mencionan Burkholderia, Pseudomonas, Bacillus entre otras, bacterias
reconocidas por su eficiencia en la fijacién de nitrdgeno. Las mismas plantas que han sido
objeto de esta investigacion y donde se han encontrado resultados variados en cuanto a los
microrganismos, si bien sabemos los ecosistemas tropicales tienen caracteristicas tipicas de
cada zona y con estos resultados se corrobora lo dicho, en donde la zona de estudio puede
influir de cierta manera que las bacterias no fuesen las mismas siendo que los estudios se

hicieron en bosque seco tropical, pero en diferentes zonas del departamento de Cordoba.
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De las bacterias aisladas se encontraron Gram negativas y Gram positivas en porcentajes
variados los cuales se asemejan a los reportados por Roa (2017) (26) y Rojas y Valencia
(2018) (29), donde sus caracteristicas morfoldgicas coincidian con nuestros resultados,
ademas de ello reportan bacilos cortos, otros alargados y esporulados particularidad que los
hace resistente para adaptarse a las condiciones a las que se ven sometidos, méas aun los que
estan asociados a la filosfera. Sanchez (2016) (21), revalida esta informacién al encontrar
bacterias del género Klebsiella y Bacillus con caracteres asociados a la resistencia y
adaptacion a la rizosfera y filosfera, indicando también que estos microorganismos tienen la
presencia del gen nifH lo cual le confiere la capacidad de fijar nitrégeno.

Los ecosistemas tropicales como se ha dicho tienen particularidades y caracteristicas que le
confieren a los organismos adaptaciones de todo tipo y esto se ve reflejado en su morfologia,
habito y ecologia, las especies del género Tillandsia no son ajenos a esas particularidades ya
que se ven sometidas a épocas donde las condiciones ambientales no son las mas favorables,
esto explicaria el porqué de la variabilidad de las bacterias encontradas en ellas y la capacidad
que estan posen para fijar elementos como el nitrogeno y potencializar la produccion de
metabolitos secundarios, asi lo indica D" Luis, et al. (2017) (30), debido a que la asociacion
bacteria-planta mejora las condiciones de estrés a las cuales esta sometida e incrementa su
desarrollo, asi como lo plantea también Afzal, et al. (2017) (31). Al establecer las
asociaciones no solo con microorganismos especificos sino con una variedad de ellos las
plantas pueden mejorar su crecimiento, ya que estos pueden suplir funciones derivadas de su
proceso al interior y exterior de la planta, lo que concuerda con Hardoim, et al. (2015) (32),
quien establece que la asociacion de organismos y microorganimos de la fitotelmata y
espacios internos pueden aumentar la absorcion de nutrientes especialmente en entornos que

son carentes de ellos.

Un factor que es de gran relevancia es que las plantas T. elongata y T. flexuosa viven en la
copa Yy tallo de arboles huésped lo que se conoce como habito epifito y por ende no tienen
contacto con el suelo y si un suelo aéreo formado por las particulas que arrastra el viento, lo
que dificulta que estas tengan mayor cantidad de nutrientes a su disposicion y lo que es mas
en el ecosistema de bs-T este tipo de suelo aéreo es escaso por las diferentes condiciones

ambientales, a diferencia de las plantas que viven arraigadas al suelo teniendo los nutrientes
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y microorganismos necesarios que potencializan su crecimiento y desarrollo como lo
menciona Afzal, et al. (2017) (31), como ya se menciond estos microorganismos ayudan de

manera eficaz a obtener nutrientes y elementos necesarios entre ellos el nitrégeno.

Por otra parte el estudio de la asociacidn de microorganismos con el tipo de especies
estudiadas en esta investigacion han sido pocos y esto no quiere decir que no sean de
importancia, por el contrario como lo menciona Kromer, et al., (2014) (7), estas especies son
sensibles a los cambios bruscos de temperatura y fragmentacion de su habitad por lo cual las
especies que logran adaptarse son muy pocas y las que lo logran es gracias al aporte de las
bacterias para que estas especies vegetales vivan en el bs-T mencionado por el mismo autor.
En los ecosistemas de bosques andinos y en los ecosistemas donde el agua no sea un recurso
que cause estrés, el panorama es muy diferente ya que la disponibilidad de nutrientes es
mucho mayor y la alta demanda de microorganismos juega un papel clave, las especies
vegetales no se ven en la necesidad de grandes gastos energéticos por lo que su riqueza va a
ser mucho mayor, cabe mencionar que en estos ecosistemas las bacterias también juegan un
papel de igual importancia que las del bs-T, ya que estas facilitan la obtencion de nutrientes

en los biomas himedos, mencionado por Trivifio y Callejas (2018) (33).

Como se menciond en apartados anteriores la asociacion de bacterias se han reportado en una
gran diversidad de plantas con intereses comercial, industrial y ornamental, estas se ha
demostrado que producen fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas entre otras,
producto de su metabolismo, incluyendo indol acético (IAA), indol butirico (IAB),
produccién de sideroforos, actividad ACC aminasa, solubilizacién de fosfatos, aumentando
el aporte de hierro y otras sustancias benéficas para las plantas que las hospedan, estos
reportes se han hecho en especies vegetales como platano, papa, arroz, maiz, esparrago, cafia

de azUcar, fresas entre otras.

El reporte de hongos asociados a Tillandsia y su aporte a la fijacion de nitrégeno han sido
pocos, entre estos se encuentra la investigacion realizada por Sefia (2018) (16), quien
encontré hongos endéfitos con capacidad de fijar nitr6geno, sin embargo en otras plantas han
sido de gran estudio, como el realizado por Sanchez (2016) (21), quien menciona que los
hongos promueven el crecimiento vegetal, contribuyen en la asimilacion de nutrientes y

elementos como el fosforo y nitrdgeno, aumentan la resistencia al estrés abidtico y a
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patdgenos, y dice que son uno de los microorganismos que mas se encuentran en el suelo y
en las raices asociados en forma de micorriza, los cuales cumplen funciones de importancia

en el desarrollo y crecimiento de las plantas.
Conclusién

La amplia variedad de bacterias encontradas en las plantas estudiadas permite establecer la
diversidad de microorganismos asociados y las multiples funciones que estas pueden
cumplir, asi mismo refleja lo diverso que es un ecosistema tropical yendo desde lo méas
minimo a lo mas amplio, cada particula, nutriente y especie hacen parte de este complejo

Ilamado bs-T, su dinamica y funcionamiento dependen en gran medida de sus interrelaciones.

En este sentido la diversidad de bacterias asociadas a las plantas estan relacionadas a géneros
como Klebsiella, Salmonella, Shigella y Proteus los cuales fueron encontrados en las
especies estudiadas del género Tillandsia, en donde se evidencia una mayor densidad de estas
en las raices de T. elongata con respecto a las otras estructuras de las otra especie, en relacion
a la filosfera se evidencio una mayor densidad en el haz con respecto a las demas zonas
evaluadas, esto debido a la ubicacién de la hoja y su interaccion con los nutrientes
circundantes en la atmosfera, por su parte la raiz va a albergar la mayor diversidad ya que es
la zona inicial donde se posan las bacterias y posterior a esto es que se van a distribuir por

toda las estructuras de la planta.

Al realizar la evaluacion in vitro de la capacidad fijadora de nitrodgeno se evidencio que las
bacterias asociadas a las plantas presentan un alto nimero de microorganismos con esta
capacidad, ya que 44 morfotipos de enddfitos y 39 de la filosfera presentaron actividad
positiva hacia la asimilacion de nitrégeno, dentro de estas se observé una diversidad similar
tanto para las bacterias asociadas a T. elongata y T. flexuosa debido a que estas se

encontraban en condiciones ambientales iguales y compartian el mismo hospedero.
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Tabla 1. Andlisis multifactorial de densidad poblacional (UFC/mL) de bacterias endofitas
en funcién a la posicion de la planta en el forofito, la especie de la planta y el tejido

F.V. aC gl M F p-valor
Modelo 0,13 11 0,01 0,90 0,5538
TEJIDO VEGETAL 4,1E-03 1 4,1E-03 0,31 0,38l&
ESPECIE 0,01 1 0,01 0,49 0,4902
ESTRATO 0,02 2 0,01 0,75 0,4838
TEJIDO VEGETAL*ESPECIE 1,8E-03 1 1,8E-03 0,14 10,7145
TEJIDO VEGETAL*ESTRATO 0,06 2 0,03 2,42 0,1106
ESPECIE*ESTRATO 4, 2E-03 2 2,1E-03 0,16 10,8553
TEJIDO VEGETAL*ESPECIE*EST. . 0,03 2 0,02 1,16 0,3308
Error 0,32 24 0,01
Total 0,45 35

* Nivel de confianza del 95%

Tabla 2. Analisis multifactorial de densidad poblacional (UFC/mL) de bacterias de la
filosfera en funcion a la posicion de la planta en el forofito, la especie de la planta y la
zona de tejido vegetal (haz, envés y base).

F.V. sC gl CH F p-valor
Modelo 0,41 17 0,02 1,35 0,2183
TEJIDD VEGETAL 0,03 2 0,02 0,87 0,4287
ESPECIE 0,02 10,02 1,33 00,2556
ESTRATO 0,13 2 0,07 3,74 00,0334
TEJIDO VEGETAL*ESPECIE 0,02 2 0,01 0,49 0,61590
TEJIDD VEGETAL*ESTRATO 0,06 4 0,02 0,88 0,4880
ESPECIE*ESTRATO o,05 20,02 1,35 00,2715
TEJIDO VEGETAL*ESPECIE*EST.. 0,09 4 0,02 1,31 10,2832
Error 0,64 36 0,02
Total 1,05 53

* Nivel de confianza del 95%
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