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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo “seleccionar cepas de Bacillus spp. con
potencialidades como biofertilizadores y estimuladores del crecimiento de
Phaseolus vulgaris L.”. Para cumplir este objetivo se realizaron colecta de suelo
rizosférico de cinco variedades de frijol presentes en los municipio Colon y Union
de Reyes de la provincia de Matanzas. Las muestras se cultivaron en medio
Caldo Nutriente y posteriormente se eliminaron las formas vegetativas con calor.
Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron las muestras en medio Agar
Nutriente. A los aislados se les determind capacidad de producir &cido
indolacético y solubilizar fosfatos y acidos organicos. Se determinaron ademas
las actividades amiloliticas y celuloliticas. Los datos se procesaron mediante
ANOVA de clasificacion simple. Como resultados se obtuvo una coleccion de
Bacillus spp. proveniente de la rizosfera de Phaseolus vulgaris L., compuesta por
141 aislados Gram positivos esporulados con potencialidades para el desarrollo
agropecuario e industrial. Se identificaron 9 aislados productores de
concentraciones elevadas de acido 3-indolacético superiores a 150 pg.mL™,
entre los que estan Tcol4, Cul3 y cul20. Nueve aislados mostraron capacidad
para solubilizar fosfato tricalcico con indice de potencia supriores a 100 %, entre
los que destacan TS10, CN84, TCab6 y Cul57. Se identificaron nueve aislados
con actividad amilolitica elevada y siete celuloliticos con indices de potencia por
encima de 200 %, los cuales son fuentes potenciales para la produccion de
amilasas y celulasas, respectivamente, con usos potenciales en diferentes

procesos industriales
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l. INTRODUCCION

El aumento de la poblacion mundial en los ultimos afios impulsé las producciones
agricolas, en funcion de satisfacer las demandas de alimentos (Hassen et al.,
2016). Para mantener niveles productivos altos se utilizan cantidades elevadas
de fertilizantes y pesticidas quimicos, los cuales contaminan el ambiente y
afectan el equilibrio ecoldgico de los agroecosistemas. Por estas razones, es
necesario reducir el uso de estos agroguimicos pero con el menor impacto en la
productividad de los cultivos (Szilagyi-Zecchin et al., 2016; Stamenkovi¢ et al.,
2018).

Existen varias alternativas para reducir el uso de los fertilizantes quimicos en los
sistemas agricolas. Por ejemplo, se pueden combinar técnicas como la rotacion
de cultivos y el manejo integrado de plagas para incrementar la productividad y
la rentabilidad de los cultivos. Otra estrategia que se investiga actualmente es el
uso de bioproductos a base de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (RPCV), los cuales tienen distintas funciones como la fertilizacion, la
promocion del crecimiento de las plantas y el biocontrol de fitopatégenos, de una
manera ecolégicamente sostenible (Hassen et al., 2016).

Los mecanismos basicos de las RPCV permiten incrementar la absorcién de
nutrientes, la fijacion de nitrégeno, la solubilizacion de fosfatos y otros minerales
y enfrentar el ataque de organismos fitopatdogenos. Esto es posible debido a la
produccion de una grupo variado de metabolitos secundarios y enzimas como

fitohormonas, sideréforos, antibidticos y enzimas hidroliticas (Singh, 2018).

Los microorganismos estimuladores del crecimiento vegetal presentes en
ecosistemas terrestres, ademas de las funciones como bioestimuladores,
biofertilizantes y biocontroladores; pueden producir una gama variada de
metabolitos y enzimas con diversas aplicaciones industriales. Tal es el caso de
las enzimas amilasas y celulasas, que se utilizan cominmente en diferentes
procesos como la fabricacion de alimentos, bebidas, alcohol, detergentes y en la
industria textil (Acharya y Chaudhary, 2012; Singh et al., 2016). Entre los
diferentes grupos de RPCV, el género Bacillus spp. constituye una fuente

importante de cepas con caracteristicas promisorias, para el desarrollo de
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productos agropecuarios que permitan incrementar los rendimientos agricolas
(Hauka et al., 2016; Thakur et al., 2017).

La actualizacién del modelo econémico cubano exige la busqueda urgente de
eficiencia en el proceso de sustitucion de importaciones, en especial de los
alimentos basicos y otros componentes industriales, que pueden ser producidos
en el territorio nacional, lo cual permite liberar la capacidad importadora para
otros recursos que no se puedan producir internamente y garantizar un

desarrollo local prospero, justo y sostenible.

A partir de lo expuesto anteriormente, se plante6 como problema cientifico del
presente trabajo: la necesidad de obtener aislados de Bacillus spp., con
potencialidades para estimular el crecimiento y desarrollo del frijol (Phaseolus
vulgaris L.), que permita reducir el uso de fertilizantes quimicos durante el

proceso productivo de este cultivo.

Por estas razones se propuso como objetivo general de la presente
investigacion: seleccionar aislados rizosféricos de Bacillus spp. con
potencialidades como biofertilizadores y bioestimuladores del crecimiento de

Phaseolus vulgaris L. y de aplicacion industrial.
Como objetivos especificos se plantearon los siguientes:

1. Aislar cepas de Bacillus spp. a partir de la rizofera de diferentes
variedades de Phaseolus vulgaris L.

2. ldentificar aislados con eficiencia elevada para la produccion de acido
indolacético y para la solubilizacion de fosfatos.

3. Determinar las actividades amiloliticas y celuloliticas de los aislados

bacterianos.
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ll. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. El frijol (Phaseolus vulgaris L.)
2.1.1. Origen e importancia del frijol para la alimentacién humana

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos mas antiguos.
Investigaciones arqueoldgicas indican que se conocia por lo menos hace 5000
afos antes de Cristo. Se considera que América Central es el centro de origen y
diversidad de esta especie en el mundo (Apaez-Barrios et al., 2013). El género
Phaseolus agrupa a numerosas de especies, de las que solo cinco
(Phaseolus acutifolius, Phaseolus coccineus, Phaseolus lunatus, Phaseolus
polianthus y P. vulgaris) estan domesticadas. P. vulgaris ocupa mas del 85% de

la superficie mundial dedicada este cultivo (Figura 1).

Figura 1. Sembrado de frijol (Phaseolus vulgaris L.). Foto: autor.

Entre las distintas especies de leguminosas, Phaselus vulgaris L. es la mas
importante para el consumo humano. El continente Americano representa una
de las principales regiones productivas y de consumo en el mundo, con un
estimado de un 30 % de la produccion mundial de frijol. Estudios recientes
realizados por la Comision Economica para América Latina (CEPAL) refirieron a
este cultivo, como un alimento tradicional para la region, una fuente
importante de sustento econdmico para familias de bajos ingresos y un
alimento de identificacion cultural (CEPAL, 2014).

3
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El grano representa una fuente importante de proteinas y de hierro, lo que le
confiere propiedades nutricionales ventajosas frente a otros alimentos de origen
vegetal. El contenido de proteinas en las semillas secas frijoles se encuentra en
un rango entre 12 y 25 %, el cual es superior a otros granos como los cereales
que so6lo contienen entre 5 y 14 %. Ademas, los frijoles tienen un aporte
energético similar al de los cereales, pero contienen ademas una pequefia parte
de grasas, asi como una variedad de vitaminas y minerales (Broughton et al.,
2003). Estas cualidades nutricionales le confieren a este cultivo efectos
beneficiosos en la prevencion de enfermedades del corazon, digestivas y la
obesidad. Es por ello que instituciones médicas importantes a nivel mundial
promueven su consumo, por lo que es un producto comercialmente atractivo a

nivel mundial.

En Cuba, el frijol comin se consume en forma de granos secos y se dedica
exclusivamente al consumo humano. Se considera un alimento estratégico y
constituye junto al arroz, la dieta basica de los cubanos, en la que el frijol aporta
alrededor de la quinta parte de las proteinas totales consumidas (Garcia, 2003).

2.1.2. Factores que afectan las producciones del frijol

El cultivo de frijol constituye una prioridad para el sector agricola cubano y
aunque todos los afos se dedican recursos y esfuerzos por incrementar los
rendimientos, la produccién de este grano esta por debajo de las necesidades
actuales; debido, principalmente, a la poca disponibilidad de insumos agricolas
el mercado, problemas fitosanitarios, uso de semillas inadecuadas (Ortiz et al.,
2006; Villalobos et al., 2016), situaciones climaticas desfavorables, problemas
tecnoldgicos, uso ineficiente de las tierras (Chailloux et al., 1996) e incidencia de
diferentes plagas como nematodos, virus, bacterias y hongos fitopatbgenos
(Hernandez-Ochandia et al., 2018).

Los datos ofrecidos en 2016 indicaron que en Latinoamérica se cultivaron 6
060 273 hectareas y se produjeron 5 486 093 toneladas (FAOSTAT, 2016).
En Cuba se sembraron entre 2016 y 2017 mas de 122 000 hectareas de frijoles
y se obtuvieron unas 253 470 toneladas (ONEI, 2016, 2017). Estos volumenes
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de produccion resultaron insuficientes para cubrir la demanda nacional, que

se suple con importaciones (Hernandez-Ochandia et al., 2018).

2.1.3. Estrategias para elevar el rendimiento del frijol

Una alternativa para incrementar la producciéon de frijol es el uso de
estimuladores del crecimiento vegetal (Lépez y Pouza, 2014; Pefia et al., 2017).
Recientemente, con el objetivo de hacer mas eficientes los sistemas productivos,
distintas industrias agroquimicas disponen de complejos nutritivos que contienen
micronutrientes, aminoacidos, y extractos vegetales; los cuales se denominan

promotores de crecimiento vegetal (Pefia et al., 2016).

El uso de los bioestimuladores Biobras 16 y QuitoMax en el cultivo del frijol
variedad Delicias-364, mostr6 un efecto positivo sobre indicadores
morfofisioldgicos y econdémicos. La aplicacion de Biobras 16 (dosis 0,050 L.ha?)
y QuitoMax (0,100 L.ha') mejoré la altura de la planta, el nimero de flores y
legumbres por planta, la longitud de las vainas, el nUmero granos por legumbre,
peso de 100 granos, el rendimiento y la incidencia de hongos fitopatégenos
(Moreno et al., 2018). De manera similar, la aplicacion del biorregulador VIUSID
agro® (1,0 (L.ha?) en el cultivo del frijol, incrementé el rendimiento en un 30,28%

respecto al control (Pefia et al., 2017).

La introduccién de especies y cultivares es otra de las vias rapidas para
aumentar el espectro de variabilidad y productividad en los sistemas agricolas, y
es también una forma de incorporar genotipos y especies valiosas en los
programas de mejoramiento vegetal con diversos fines (de la Fé et al., 2016). En
la agricultura actual, es necesario contar con variedades que expresen su
méaximo potencial productivo en las diferentes regiones y condiciones

edafoclimaticas actuales de pais (Kenneth, 2012).

Entre las alternativas que se manejan actualmente esta el control biol6gico de
plagas, la cual representa una herramienta importante dentro del campo de la
agricultura sostenible, para reducir el impacto sobre el rendimiento de los cultivos
(Patibanda y Ranganathswamy, 2018). El control biolégico constituye una
practica que se utiliza en Asia y Oriente Medio desde hace miles de afios y hoy

esta implementada en paises en desarrollo y subdesarrollados, como uno de los

5
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enfoques mas sostenibles y efectivos para el manejo de las plagas (Brodeur et
al., 2017 y Herndndez-Ochandia et al., 2018).

Dentro del manejo agroecoldgico de plagas, el uso de Bacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (BPCV) constituye una via para mejorar la productividad de
las plantas e inducir la resistencia sistémica; lo cual contribuye a minimizar los
efectos de fitopatdgenos, entre otros beneficios (Supratim et al., 2017). Dentro
del grupo de BPCV, los géneros Pseudomonas y Bacillus son los mas

promisorios (Oliveira et al., 2015).

2.2. Desarrollo de biofertilizantes y bioplaguicidas basados en el uso de

Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV)
2.2.1. Larizoferay las rizobacterias

Larizosfera es la region del suelo que rodea a las raices y a su vez, estas influyen
sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Richardson et al.,
2009). La rizosfera se divide en tres zonas, la mas interna denominada
endorizosfera donde se encuentra la endodermis y las capas corticales de la
raiz; la segunda, llamada rizoplano, representa la superficie de laraiz donde
las particulas del suelo y los microorganismos se adhieren, y la zona mas
aleja de la planta, la ectorizésfera, constituye el suelo inmediatamente

adyacente a la raiz.

En larizosfera ocurren interacciones entre la planta, el suelo y la microfauna,
las cuales pueden tener un efecto significativo en el crecimiento y desarrollo de
las plantas y en el rendimiento de los cultivos. Las plantas pueden liberar
compuestos organicos de diferente naturaleza como carbohidratos,
aminoécidos, nucleoétidos, flavonoides, enzimas, hormonas, lipidos y vitaminas
a través de sus raices, que crean un entorno dindmico que estimula el
desarrollo de un gran numero de microorganismos y la actividad de los

mismos en el suelo (Denef et al., 2009; Habibi et al., 2014).

Las rizobacterias que colonizan fuertemente la rizosfera evolucionaron
conjuntamente con las plantas, a través de interacciones que pueden tener

efectos positivos, neutros o deléteros sobre el crecimiento vegetal. Estos efectos
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dependen de factores como la especie de microorganismoy la planta en cuestion
y de las practicas de manejo aplicadas en el caso de los sistemas agroecolégicos
(Habibi et al., 2014).

Los efectos negativos o deletéreos que generan estos microrganismos sobre
las plantas, pueden estar relacionados con el retraso del crecimiento aéreo y
radicular, debido a la secrecion de fitotoxinas, fitohormonas o ala competencia
por los nutrientes con otros microorganismos nativos (Siddiqui et al., 2006).
Las neutras son aquellas cuya presencia en la planta no afecta ni positiva ni
negativamente el desarrollo de la misma (Vessey, 2003), mientras que los
efectos positivos estan asociados con un incremento en la productividad de los
cultivos a través de un mejoramiento de la nutricion de la planta. Estas bacterias
que ejercen un efecto positivo se denominan Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (RPCV) y fueron definidas por primera vez por Kloepper
y Schroth (1978), para describir las bacterias del suelo que colonizan la
rizosfera de las plantas, mejoran las caracteristicas bioldgicas y quimicas de

cultivos horticolas y estimulan su crecimiento (Perez-Montano et al., 2014).

2.2.2. Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las RPCV incluyen un amplio grupo de géneros bacterianos como Azospirillum,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Azotobacter, Burkholdaria,
Rhizobium y Erwinia (Habibi et al., 2014), de los cuales, Pseudomonas Yy
Bacillus son los utilizados mayormente para la produccion de inoculantes

bacterianos a nivel comercial (Grobelak et al., 2015).

2.2.2.1. Mecanismos de accién de las rizobacterias promotoras del

crecimiento vegetal

Las rizobacterias promotoras del crecimiento influyen sobre el rendimiento de los
cultivos y la resistencia a estreses abidticos y bioticos (Garcia-Fraile et al., 2015).
Estas bacterias poseen diferentes mecanismos directos como la produccién de
sustancias que regulan el crecimiento, la fijacion del nitrdgeno y la solubilizacién
de fosfatos y otros elementos, lo cual permite incrementar la absorcion de agua,
nutrientes y elementos esenciales, que tienen un efecto beneficioso sobre la

fisiologia de las plantas (Rojas-Tapias et al., 2012; Owen et al., 2015). Los
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mecanismos indirectos estan relacionados con la inhibicion de patdégenos a

través de la produccion de antibiéticos y enzimas liticas (Abhilash et al., 2016).

2.2.2.1. Mecanismos de accioén directos de las RPCV
2.2.2.1.1. Fijacion del nitrogeno

Después de la fotosintesis, la fijacion del nitrégeno es el proceso bioldégico mas
importante en la naturaleza, el cual posibilita la circulacion del nitrégeno en la
biosfera (Wani et al., 2016). La fijacion biologica del nitrdgeno atmosférico es
un proceso mediante el cual algunas especies bacterianas, tanto simbioticas
como no simbidticas, utilizan la enzima nitrogenasa para convertir el nitrégeno
atmosférico (N2) enamoniaco (Denton et al., 2009). La actividad de esta enzima
depende de la concentracion de oxigeno y de la disponibilidad de nitrogeno
(Vijayabharathi et al., 2016).

Las bacterias simbiéticas fijadoras de nitrégeno de los géneros Rhizobium y
Frankia, se asocian principalmente con leguminosas para formar nddulos, donde
cada simbionte obtiene beneficios. Las plantas asimilan el nitrégeno en forma de
compuestos organicos nitrogenados y las bacterias obtienen refugio y malato
para las principales rutas del metabolismo, como el ciclo de Krebs (Szilagyi-
Zecchin et al., 2016). Entre las especies no simbibticas fijadoras de nitrégeno
se encuentran principalmente las que pertenecen a los géneros Azospirillum,

Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus.

El uso de las RPCV constituye una alternativa viable en el sector agricola, para
reducir el uso de fertilizantes nitrogenados, ya que estos microorganismos
pueden estimular el crecimiento de las plantas a través de la fijacion biolégica
del nitr6geno (Pedraza, 2008).

2.2.2.1.2. Solubilizacién de fosfatos

La solubilizacion del fosforo se relaciona con la trasformacion de fosfatos
organicos e inorganicos insolubles o pocos solubles presentes en la rizosfera, a
formas mas solubles asimilables por la planta. El fosforo es uno de los elementos
guimicos esenciales para todos los organismos, ya que forma parte de diversas

moléculas con funciones vitales como los acidos desoxirribonucleicos (ADN) y
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ribonucleicos (ARN), que participan en la conservacion y expresion de la
informacion genética; del trifosfato de adenosina (ATP) que constituye la forma
quimica fundamental del metabolismo energético, asi como de fosfolipidos
presentes en las membranas biolégicas. Afecta por tanto directa o
indirectamente, la mayoria de los procesos metabdlicos en las células, como por
ejemplo la transduccién de sefiales, la respiracion, la biosintesis macromolecular

y la fotosintesis (Anand et al., 2016).

Aungue el fosforo es uno de los macronutrientes mas importantes para la planta,
la concentracion de este elemento disponible para la planta es muy baja. Entre
el 95y el 99% del fésforo se encuentra presente en forma insoluble, inmovilizada
0 precipitada, por lo tanto, es dificil su absorcion por las plantas, cuyas Unicas

formas asimilables son los iones H2PO4" y HPO42 (Gouda et al., 2018).

Algunos microorganismos del suelo tienen la capacidad producir y secretar
acidos orgéanicos, sideréforos o enzimas como fosfatasas, fitasas, fosfonatasas
y liasas C-P, que permiten solubilizar porciones de fosforo insolubles presentes
en el suelo (de Freitas et al., 1997; Jayakumar y Tan, 2005). La produccion y
liberacién a la rizosfera de estos &cidos organicos, provocan la acidificacion del
suelo y el incremento directo de la solubilidad de los fosfatos (Souza et al., 2015;
Basu et al., 2017).

El mecanismo bioquimico de solubilizacion esta relacionado con las propiedades
de los grupos hidroxilos y carboxilos presentes en los acidos organicos y otros
compuestos como sideroforos e iones hidroxilos, que participan en la quelatacion
de los cationes metdlicos (Ca?*, AI**, Fe3') y que permiten la liberacién de los

grupos fosfatos a los que se encuentran unidos (Bhardwaj et al., 2014).

Las enzimas, por otra parte, tienen funciones diferentes. Las fosfatasas
participan en la desfosforilacion de los grupos fosfoéster presentes en
compuestos que forman la materia organica. Las fitasas catalizan el proceso
de hidrolisis del acido fitico, que libera de forma secuencial hasta seis
grupos ortofosfatos libres, mientras que las fosfonatasas y las liasas C-P,
participan en la ruptura del enlace carbono - fosforo de los organofosfonatos
(Rodriguez et al., 2006).



Seleccidn de aislados rizosféricos de Bacillus spp. con potencialidades para | 2019
el desarrollo agropecuario e industrial

Algunas RPCV como Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia sp.,
Rihzobium sp. y Flavobacterium sp., entre otras (Tabla 1), tienen la capacidad
de solubilizar algunos compuestos insolubles de fosfatos (Hassen et al., 2016).
En algunos casos, bacterias de los géneros Bacillus, Pseudomonas y Serratia
pueden participar en la solubilizaciébn y mineralizacion al mismo tiempo
(Gopalakrishnan et al., 2014).

Tabla 1. Rizobacterias con capacidad de solubilizar fosfatos y otros minerales.

Género / Especies Mineral Autores
Sinorhizobium Casz(PO)., hidroxiapatita Ibarra-Galeana et al.
meliloti, Bacillus flexus, (2017)

Bacillus megaterium

Bacillus aryabhattai y Oxido de zinc Mumtaz et al. (2017)

B. subtilis

Pseudomonas Caz(PO): Yadav et al. (2010)

aeruginosa, P. putida, B.

subtilis

B. cereus, B. P>0s Thanhy Tram (2018)

megaterium, B. subtilis,

B. pumilus

Bacillus sp. Cas(PO): Bhargavi y Tallapragada
(2016)

Bacillus sp., Cas(PO): Chinakwe et al. (2019)

Corynebacterium sp.,

Enterococcus sp.

Rhizobium y P. Cas(PO)2 Samavat et al. (2012)

fluorescens

2.2.2.1.3. Produccion de reguladores del crecimiento vegetal

Los microorganismos promotores del crecimiento de las plantas son capaces de
producir fitohormonas que estimulan el crecimiento de los vegetales. El
mecanismo de esta actividad se conoce como bioestimulacion. Los principales
grupos de fitohormonas estimuladoras del crecimiento en las plantas son las

auxinas, las citoquininas y las giberelinas (Gopalakrishnan et al., 2014).
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Auxinas

Las auxinas tienen una funcion fundamental en la modulacion del desarrollo de
las plantas. Aproximadamente, el 80 % de las RPCV pueden sintetizar acido
indolacético (AlA), el cual estimula la division, el alargamiento y la diferenciacion
celular (Mrkovacki et al., 2012; Stamenkovi¢ et al., 2018). Otras funciones
fisiolégicas importantes del &cido indolacético estan relacionadas con la
formacién de raices laterales en las plantas dicotiledéneas y las adventicias en
las monocotiledéneas, con el incremento en grosor de las paredes celulares
secundarias de las células xilematicas, lo cual aumenta la absorcion de agua y

sales minerales (Hassen et al., 2016; Vijayabharathi et al., 2016).

El compuesto precursor del acido indolacético es el aminoacido L-triptoéfano, el
cual se encuentra en exudados de las raices de las plantas en concentraciones
diferentes, en dependencia del genotipo. La capacidad de promover el
crecimiento de las RPCV puede requerir sefializaciones que sean efectivas
desde la planta hospedera (Vacheron et al., 2013). En la Figura 2 se muestra

una representacion esquematica de la sintesis de AlA a partir de L- triptéfano.
Giberelinas

Las giberelinas participan también en el proceso de division celular y en el
alargamiento de los entrenudos (Figura 3). Algunos autores consideran que
estas sustancias reguladoras aumentan la densidad de los pelos absorbentes y
con ello mejoran también la absorcion del agua y las sales minerales. Otras
funciones importantes estan relacionadas con la induccion del proceso de
germinacioén y la prevencion de la dormancia en las semillas y los bulbos y la
induccion del fenobmeno de la partenocarpia. La deficiencia de giberelinas
provoca el enanismo de las plantas (Gopalakrishnan et al., 2014). No obstante,
los mecanismos mediante los cuales las giberelinas mejoran el crecimiento de

las plantas no se conocen con claridad (Vijayabharathi et al., 2016).
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Citoquininas

Las citoquininas participan en el crecimiento vegetal ya que estimulan también

la division celular y en algunos casos, el desarrollo de las raices y los pelos

absorbentes presentes en este 6rgano (Gopalakrishnan et al., 2014). Ademas,
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tienen funciones importantes en el crecimiento de los callos vegetales y
contribuyen con la diferenciacion de los brotes (Vijayabharathi et al., 2016). EI 90
% de los microorganismos de la rizosfera tiene la capacidad de producir
citoquininas. Aproximadamente 30 compuestos del grupo de las citoquininas

tienen un origen microbiano.

Varios grupos bacterianos tienen la capacidad de producir citoquininas, entre los
gue se encuentran Bacillus sp., Azotobacter sp. y Pseudomonas sp. En la Tabla
2 se muestran resultados importantes de especies bacterianas con actividad

bioestimuladora.

Tabla 2. Bacterias productoras de reguladores del crecimiento vegetal.

Género / especie Reguladores del Autores
crecimiento
AIA (1-15 pg.mL7)
AIA (2-11 ug.mL?)
AlA (35,36 ug.mL?)
AlA (48,46 pg.mL?)
AlA (36,38 pg.mL?)
AIA (31,00 pg.mL?)
AlA (6,75 pg.mL?)
AlA (4,94 pg.mL7)
AlA (3,94 ug.mL?)

AIA (5,59 pg.mL™)

Bacillus spp. Thakur et al. (2017)

Pseudomonas spp.

P. aeruginosa Yadav et al. (2010)

P. putida

B. subtilis
Bacillus sp. CaSUTO007

Buensanteai et al. (2013)
Thanh y Tram (2018)

Bacillus cereus

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Bacillus pumilus

Bacillus megaterium

Giberelina (3,9 yg.mL™?)

Bacillus megaterium

AIA (> 90 yg.mL?)

Gunes et al. (2015)

B. megaterium TV-91C

Giberelina (215 pyg.mL™)

Pantoea agglomerans

Giberelina (216 pug.mL™)

Bacillus subtilis TV-17C

Giberelina (214 pg.mL?)

Turan et al. (2014)

2.2.2.2. Mecanismos de accién indirectos de las RPCV

Los mecanismos indirectos de estimulacion del crecimiento son aquellos
en los que las rizobacterias actian fundamentalmente como agentes

biocontroladores, para reducir enfermedades o proteger las plantas de la
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degradacion causada por suelos contaminados. Estos mecanismos estan
relacionados con la produccion de sideréforos, compuestos antimicrobianos,
enzimas liticas y induccién de la resistencia sistémica inducida (Siddiqui et
al., 2006).

2.2.2.2.1. Produccion de sider6foros

Los siderd6foros son moléculas organicas de bajo peso molecular con alta
capacidad para quelatar el hierro en forma de Fe3*, como parte de sales e
hidréxidos de baja solubilidad (Stamenkovic et al., 2018). El hierro es un nutriente
fundamental para el desarrollo y el crecimiento de las plantas; sin embargo, en
presencia de oxigeno la mayoria de las particulas de hierro estan solo
parcialmente solubles y por tanto, no estan completamente disponibles para los
organismos vivos (Gopalakrishnan et al., 2014). Los sideroforos bacterianos
tienen un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas, ya que funcionan
como una fuente de hierro lista para ser utilizada por las plantas (Hassen et al.,
2016).

De esta manera, la produccion de sideroforos puede ser considerada como un
mecanismo de accion directa sobre el crecimiento de las plantas; sin embargo,
numerosos microorganismos productores de sideroforos al secretar estos
compuestos pueden quelatar los iones de Fe3* y evitar que sean absorbidos por
patégenos como los hongos, que también producen estos compuestos pero con
una menor afinidad por este elemento. Esto provoca un déficit de hierro en los
organismos fitopatdgenos que afecta el metabolismo, ya que este elemento es
cofactor de enzimas importantes y forma parte de reacciones de oxidacion -

reduccién que tienen lugar en procesos vitales como la respiracion celular.
2.2.2.2.2. Produccion de antibiéticos

La produccion de antibidticos es uno de los mecanismos mas efectivos
empleados por las RPCV, para suprimir las enfermedades asociadas a los
cultivos provocadas por bacterias y hongos fitopatdgenos. Muchas de estas
bacterias con capacidad para sintetizar antibioticos también producen cianidas,
gue en la mayoria de los casos tienen un efecto sinérgico cuando se combinan
con los antibidticos (Glick, 2015).
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Los antibiéticos son compuestos organicos de bajo peso molecular que permiten
a la bacteria minimizar la competencia con otros microorganismos (Raaijmakers
et al., 2002). Pseudomonas fluorescens y las especies del género Bacillus
tienen una funcidon importante como agentes de biocontrol (Siddiqui, 2006).
B. subtilis produce varias clases de antibioticos entre ellos: micobacilinas,
iturinas, bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas, subporinas
fenazinas, pioluteorinas, pirrolnitrinas, tropolonas, piocianinas, kanosamina y
zwittermina A; los cuales, son supresores eficaces de patdgenos de las
plantas, como Fusarium, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia,

Laseptoriosis y Verticillium (Kinsella et al., 2009).

En estudios realizados por Pahari et al. (2017) con distintas especies de Bacillus
se observO un efecto antagonico frente a diferentes fitopatbgenos como
Rhizoctonia solani (ITCC-186) y Fusarium oxysporum (ITCC-578). De manera
similar, Karimi et al. (2012) evidenciaron un efecto biocontrolador de cepas de
Bacillus subtilis y Pseudomonas aeuroginosa sobre Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris, el cual se relacion6 con la produccién de metabolitos antifUngicos como

cianuro de hidrogeno (HCN) y sideréforos.

2.2.3. Potencialidades del género Bacillus spp. como promotor del

crecimiento vegetal

Los microrganismos del género Bacillus spp. representan una variedad amplia
de bacterias con caracteristicas comunes como son: Gram positivas, aerobias
estrictas 0 anaerobias facultativas y pertenecen al grupo de los formadores
de endospora (BAFE). Esta ultima propiedad permite a estos microorganismos
resistir condiciones climaticas adversas como temperaturas extremas, radiacion
ultravioleta, agentes oxidantes y corrosivos, sequias, lluvias fuertes, entre otras
(Schulz et al., 2006). Ademas, este género se considera una biofabrica para la
produccion de una gama amplia de moléculas biologicamente activas y
potencialmente inhibitorias para el crecimiento de fitopatégenos (Ongena y
Jacques, 2008).

Los microorganismos de este género son consideradas algunos de los mejores

candidatos, para el desarrollo de productos biopesticidas y biofertilizantes
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eficientes desde un punto de vista tecnoldgico, por su capacidad para producir

esporas resistentes, lo que hace que los productos tengan larga vida de anaquel

y su formulacién y produccién sea mas facil (Hamdache et al., 2011). Entre ellos,

se destacan las cepas de B. subtilis como los mas utilizadas para la estimulacion

del crecimiento y el control de enfermedades cuando se aplica desde semillas
hasta a plantulas (Kokalis-Burelle et al., 2005) (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto positivo de inoculantes bacterianos en el crecimiento de las

plantas.

Bacillus Especie vegetal Resultado Autores
Bacillus spp. (cepas Aloe vera L. Incremento Thakur et al.
AVNB-1, AVNB-2 vy longitud de la | (2017)

AVNB-5 planta
B. subtilis Cicer arietinum L. | Incremento en|Yadav et al

longitud y peso
seco de brote y

raiz

(2010)

Bacillus subtilis B28

Cicer arietinum L.

Aumento en la

altura, peso fresco

Karimil et al.
(2012)

y seco de las

plantas
Bacillus sp. | Manihot Aumento en | Buensanteai et al.
CaSuTO007 esculenta Crantz longitud de brote y | (2013)

raiz
B. amyloliquefaciens | Kalanchoe Aumento en | Yong-Soon et al.
IN937a, B. cereus daigremontiana longitud de la | (2015)
BS107, B. pumilus planta, raiz vy
INR7, B. subtilis GB03 grosor del tallo
Bacillus megaterium | Brassica oleracea | Incremento en la | Turan et al
TV-91C, Pantoea | L. longitud de la | (2014)

agglomerans RK-92,
Bacillus subtilis TV-
17C

plantula, didmetro
del

frescoy seco de la

tallo, peso

raiz y el brote
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Bacillus megaterium | Arabidopsis Incremento en | Zou et al. (2010)
XTBG34 thaliana L. peso fresco

Consorcio Rhizobium | Arachis hypogaea | Aumento en la | Mathivanan et al.
+ Pseudomonas + | L. longitud, peso | (2014)

Bacillus

seco e indice de

vigor en plantulas

Bacillus megaterium
KBA-10

Brassica oleracea
L. var. botrytis

Aumento del peso
fresco del brote,
peso seco Yy

longitud de la raiz

Ekinci et al.
(2014)

Bacillus mycoides T8
y Bacillus subtilis

OSU-142

Cydonia
Miller

oblonga

Aumento del
rendimiento,
namero, peso,

largo y ancho de

los frutos

Arikan et al
(2013)

Bacillus licheniformis,

Cuscuta campestris

Aumento de la

Sari¢-Krsmanovi¢

B. pumilus Yunk. germinacion et al. (2017)
Bacillus subtilisGIBI- | Rubus glaucus | Similar namero, | Robledo-Buritica
200, B. pumilusGIBI- | Benth. cv. | longitud y grosor | et al. (2018)
206 Thornless de ramas, en

comparacion con
la fertilizacion

mineral (control)

Bacillus circulans y

Bacillus polymyxa

Spinacia oleracea
L.

Aumento de Ila
altura de la planta,
namero de hojas y

area foliar.

Hauka et al.
(2016)

2.2.4. Principales limitantes del uso de las RPCV

Aungue numerosas investigaciones confirman el efecto beneficioso de las RPCV

en las plantas, y existen abundantes trabajos de inoculantes con varias

combinaciones de microorganismos (algunos disponibles en el mercado); los

resultados no siempre son consistentes y en algunos casos inesperados (Shaikh
y Sayyed, 2015; Abhilash et al., 2016; Keswani et al., 2016). La aplicacion de
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Azospirillum brasilense y Azospirillum iraknse al cultivo de trigo (Triticum
aestivum L.), mostré en principio buenos resultados con relacion al peso seco de
las raices y al numero de brotes. Sin embargo, al final de la cosecha el
rendimiento no alcanz6 su potencial méaximo debido a un déficit hidrico
(Stamenkovic¢ et al., 2018).

La experiencia demuestra que los fertilizantes microbianos no son aceptados en
una gran extensién por los productores agricolas, debido a que no es facil
replicar su efecto en el campo. Es evidente que si el inoculante no es preparado
o aplicado de la manera correcta, las propiedades Utiles del fertilizante no se
manifestaran (Mishra y Arora, 2016). Entre los factores observados que afectan
la calidad de varios biofertilizantes disponibles en el mercado, estan el nimero
reducido de células viables, la baja colonizacion de las raices por los
microorganismos, la contaminacién del inoculante que disminuye la confianza de

estos productos y el potencial comercial (Vassilev et al., 2015).

El manejo de estos productos requiere de atencidn y su uso inapropiado es la
razon principal por la cual los buenos resultados, que se obtienen en condiciones
de laboratorio, no pueden ser reproducidos en el campo, lo cual explica la

dificultad de la comercializacion de estos productos (Bashan et al., 2014).

Algunos autores sugieren para el desarrollo de los biofertilizantes es necesario
gue se enriquezcan con diferentes metabolitos junto a los microorganismos, de
acuerdo a los requerimientos de las plantas (Marks et al., 2015). También se
plantea que los biofertilizantes tendran una mayor aplicacion en el futuro, si se
logra el desarrollo de materiales inertes que puedan incrementar la estabilidad

del producto, su tiempo de vida y su efectividad en el suelo (Abhilash et al., 2016).

Por otra parte, es importante destacar que la mayoria de los investigadores estan
enfocados principalmente en la caracterizacion de los microorganismos, que son
apropiados para el cultivo de las plantas, asi como la aplicacion posterior en el
sistema planta-suelo en condiciones controladas. Sin embargo, procesos
importantes como la multiplicacién de la masa y los procedimientos para las
formulaciones se estudian en menor extension, aun cuando tienen una

importancia fundamental para la efectividad del producto (Vassilev et al., 2015).
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2.2.5. Otras aplicaciones de las RBPC
2.2.5.1. Las BPCP como agentes biorremediadores

Las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas tienen un efecto positivo
sobre las caracteristicas del suelo, y los consorcios se utilizan exitosamente en
procesos como la biorremediacion. De esta manera, los suelos pobres un
nutrientes y contaminados se convierten en arables y disponibles para las

producciones agricolas.

Entre los microorganismos que hidrolizan de manera efectiva los hidrocarburos
y los contaminantes basados en aceites estan Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Nocardia sp., Acinetobacter sp., Flavobacterium sp., Micrococcus sp.,
Arthrobacter sp., Corynebacterium sp., Mycobacterium sp., etc. (Mili¢ et al., 2009;
Beskoski et al., 2011).

Algunos trabajos evidencian que varios microorganismos comunes considerados
como promotores del crecimiento vegetal, como Bacillus sp., Pseudomonas sp.
y Agrobacterium sp., no solo mejoran el crecimiento, sino también reducen la
entrada de metales pesados a las plantas (Ahemad, 2015; Ullah et al., 2015).
Por ejemplo, Microbacterium sp. previno exitosamente el efecto toxico del cromo
en el guisante (Pisum sativum L.), mediante la reduccién de la disponibilidad de
este metal pesado en el suelo (Soni et al., 2014). Estudios con Pseudomonas
putida también mostraron la capacidad de esta especie para degradar el
naftaleno en suelo y proteger la semilla y la planta de posibles efectos letales

(Lugtenberg y Kamilova, 2009).

En trabajos similares se demostro la capacidad biorremediadora de cepas de
Bacillus megaterium y P. aeruginosa aislados del arbusto Suaeda nudiflora. Los
aislados se seleccionaron por su tolerancia a metales pesados como el zinc y el
plomo. Las plantas de maiz inoculadas con los aislados mostraron un aumento
en la altura de la planta del 20 %, longitud de la raiz (20 %) y peso seco (5 %) en
comparacion con las plantas control no inoculadas. Los resultados de este
estudio evidenciaron una respuesta positiva del crecimiento del maiz en suelos
contaminados con metales pesados, asi como una acumulacion significativa de

zinc (587 mg.kg™) y plomo (227 mg.kg™) en las plantas (Jha et al., 2017).
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2.2.5.2. Aplicaciones industriales de las enzimas microbianas

Las enzimas son componentes vitales de los sistemas biolégicos y se utilizan
desde la antigledad para la fabricacién de alcoholes y otras bebidas (Singh et
al., 2016). Los microorganismos constituyen una fuente de enzimas con
diferentes usos. Entre las enzimas de mayor utilidad estan las amilasas, las
celulasas, las lipasas, las proteasas, las xilanasas y las mananasas, entre otras,
las cuales estan disponibles para diversas aplicaciones comerciales. Entre estas
enzimas, las amilasas son de las mas versatiles con usos diversos en la
produccion de siropes, biocombustibles y ciclodextrinas de importancia

farmacéutica (Tiwari et al., 2015).

Las amilasas catalizan la hidrdlisis del almidén en moléculas de azucar de bajo
peso molecular. En la naturaleza, el almidén es el polisacarido mas abundante
después de la celulosa, y la fuente primaria de carbono y energia accesible en
la tierra. Este polimero es sintetizado por las plantas y se utiliza en las industrias
alimenticia, textil, farmacéutica, del papel y del alcohol (Sharma vy

Satyanarayana, 2013).

En la industria alimenticia para la fabricacion de panes y dulces, las amilasas se
adicionan solas o en mezclas a la harina, para prolongar la calidad y el tiempo
de duracion de los productos horneados (Singh et al., 2016). También se
adicionan a la masa panadera para hidrolizar los polisacaridos en dextrinas que
son fermentados por las levaduras (Sundarram y Murthy, 2014).

En la industria del detergente se utilizan las amilasas para catalizar la hidrolisis
de los enlaces glucosidicos en las manchas de tinturas, y eliminar las gomas
almidonosas que se combinan con otras tinturas y particulas de suciedad. Las
a-amilasas se emplean primariamente en los detergentes de las lavanderias y
actualmente estan incluidas en aproximadamente el 90 % de las formulaciones

de detergente liquidos (Souza y Magalhaes, 2010).

Con relacion a la industria del papel, las a-amilasas se aplican en principio para
producir moléculas de almidén de alto peso molecular y baja viscosidad, a través

de modificaciones del polimero presentes en las capas de papel. Este proceso
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aumenta la suavidad y la fuerza del papel y con ello la calidad para la escritura
(Gurung et al., 2013).

Las celulasas también son enzimas importantes en diferentes industrias como la
alimenticia para la extraccion de jugos a partir de frutas y vegetales, la textil, la
agropecuaria, en la fabricacion de pulpa y papel, bioetanol a partir de
desperdicios lignocelulésicos entre otras aplicaciones (Annamalaia et al., 2013).
Por estas razones, existe una demanda de nuevas fuentes de enzimas, mas
especificas y estables y por estas razones, muchos trabajos estan dirigidos a la
evaluacion y caracterizacion de nuevos aislados productores de celulasas
(Sohalil et al., 2009; Dhillona et al., 2012).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrollé en los laboratorios del Centro de Estudios
Biotecnoldgicos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de
Matanzas. Las etapas generales del trabajo se muestran en la Figura 4.

Etapas generales de la investigacion

|
1. Aislamiento de las colonias bacterianas

Crecimiento en medio — Colecta de las muestras (10 g)

Caldo Nutriente 4 |
—— Diluciones seriadas 101 -10°
Siembra en medio |

Agar Nutriente (107-10°7) » Aislamiento y siembra
en medio Agar Nutriente

2. ldentificacion de cepas de Bacillus Gram + esporulados

Seleccion de aislados * Tincion de Gram

bacilares Gram + )
—— Tincién para observacién

Seleccion de aislados | de endosporas
bacilares Gram + *
formadores de endosporas Purificaciéon

3. Ensayos microbiologicos

Produccién de acido 3-indolacético «+—— » o .
—— Produccion de acidos organicos

Solubilizacion de fosfatos «——
———= Produccién de amilasas

— Produccion de celulasas

4, Seleccion y conservacion de los aislados

Seleccién de los aislados de
mayor potencial biofertilizante

» Conservacion de los aislados

Figura 4. Etapas generales de la investigacion.
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3.2. Aislamiento de los aislados bacterianos
3.2.1. Colecta de las muestras

La colecta de las muestras se realizé a partir del suelo rizosférico de tres
variedades diferentes de frijol, presentes en localidades pertenecientes a los
municipios Colon y Unién de Reyes de la provincia de Matanzas (Tabla 4). Se
utilizé para el muestreo un disefio en forma de bandera inglesa (Figura 5A) y se
colectaron muestras de 11 sitios diferentes en cada area de siembra. El material
se colectd en frascos plasticos de 50 mL esterilizados, con ayuda de una
espatula también estéril (Figura 5B). Las muestras se trasladaron hacia el

laboratorio para su inoculacién en medio Caldo Nutriente.

Tabla 4. Variedades de frijol y localidades seleccionadas para la colecta de suelo

rizosférico.

Localidad Variedad Ubicacion
Sabanilla, Municipio Unién | Tomeguin 93 Latitud: 22.701064
de Reyes Longitud: -80.866073
Cabezas, Municipio Unién | Tomeguin 93 Latitud: 22.694812
de Reyes Longitud: -80.876006
Cabezas, Municipio Union | Cul 156 Latitud: 22.844198
de Reyes Longitud: -81.543115
Rio Piedra, Municipio | Cuba Cueto 259 - negro T- | Latitud: 22.840800
Colon 1567 Longitud: -81.676077
Casa de Visita, Municipio | Tomeguin 93 Latitud: 22.842907
Colon Longitud: -81.663286

3.2.2. Siembra en Caldo Nutriente

Con el objetivo de incrementar la poblacion bacteriana presente en las muestras
colectadas, se inocularon 10 g de cada muestra en 100 mL de medio Caldo
Nutriente contenidos en erlenmeyers de 250 mL. Las suspensiones se incubaron
en agitacion (130 rpm) a 37 °C, durante 72 h (Figura 6A). Posteriormente, los
medios de cultivo se colocaron en bafio Maria a 80 °C durante 12 minutos para
eliminar todas las formas vegetativas y comenzar el proceso de aislamiento a
partir de endosporas resistentes a estas condiciones (Figura 6B).
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Figura 5. Colecta de suelo rizosférico de plantas de frijol. A: esquema de la toma de
muestras en forma de bandera inglesa (o: puntos de colecta). B: frascos con muestras
de suelo rizosférico de la variedad Tomeguin 93 Sabanilla, Uniéon de Reyes. C: vista

panoramica del sembrado de frijoles donde se tomaron las muestras.

Figura 6. Siembra en Caldo Nutriente de las muestras de suelo rizosférico. A:
erlenmeyers con las muestras inmediatamente después de la inoculacion. B: medio de

cultivo posterior a las 72 h de inoculacion.

3.2.3. Diluciones serias y siembra en medio Agar Nutriente

Posterior al choque térmico se realizaron a cada muestra diluciones seriadas (10°

1y 10 en solucién de cloruro de sodio (0,9 %) (Figura 7).
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Figura 7. Diluciones seriadas de las suspensiones microbianas.

Se tomaron alicuotas de 100 L de las diluciones 107, 108y 10°y se transfirieron
a placas Petri de 9 cm de didmetro con medio Agar Nutriente. Las soluciones
fueron esparcidas por toda la superficie de la placa con la ayuda de una espétula
de Drigalski. Cada dilucion de las diferentes muestras se sembro por triplicado.

Las placas se colocaron en una incubadora marca Boxun a 37 °C durante 72 h.

3.2.4. Aislamiento de las colonias bacterianas

Con ayuda de un asa calibrada se tomaron muestras de colonias con morfologias
diferentes y se sembraron en tubos de ensayo sobre cufias de medio Agar
Nutriente (Figura 8). Los aislados se identificaron numéricamente a partir de la
variedad y la localidad de procedencia (Tabla 5). Las muestras se colocaron

para su crecimiento en similares condiciones al acapite anterior.
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Figura 8. Colonias provenientes de la rizosfera de la variedad Tomeguin de la localidad
de Sabanilla, Union de Reyes.

Tabla 5. Identificacion de los aislados bacterianos segun la variedad y la localidad.

Nombre de los aislados Descripcién
TS 1,2...n Aislados de la variedad Tomeguin 93 de
la localidad Sabanilla del municipio Union
de Reyes
TCab 1,2...n Aislados de la variedad Tomeguin 93 de
la localidad Cabezas del municipio Union
de Reyes
Cul1,2...n Aislados de la variedad Cul de la localidad

Cabezas del municipio Unién de Reyes

CN1,2...n Aislados provenientes de la variedad
Cuba Cueto 259 - negro T- 1567 del
municipio Col6n

TCol 1,2...n Aislados de la variedad Tomeguin 93 del

municipio Colon
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3.3. Identificacion de las cepas de Bacillus Gram + productoras de

endosporas

Posterior a las 24 h de crecimiento se realiz6 una tincion de Gram a todos los
aislados, para identificar los que presentan morfologia bacilar y son Gram
positivos. A las colonias que mostraron estas caracteristicas se le realizé una
tincion verde de Malaquita a las 72 h de incubacion para la observacion de
endosporas. Los aislados que cumplieron estos requisitos fueron purificados en
placas Petri con medio Agar Nutriente, mediante la técnica de siembra por

agotamiento (Figura 9).

Figura 9. Tincion de endospora (A) y purificacion del aislado TCab 6 (B).

3.4. Ensayos bioquimicos
3.4.1. Produccion de acido 3-indolacético (AlA)

La produccién de &cido indolacético se determin6é con el método de Loper y
Schroth (1986). Se inocul6 un asa calibrada de cada aislado bacteriano en 10
mL de Caldo Nutriente suplementado con L-triptéfano (1 mg.mL™1), contenido en
erlenmenyers de 25 mL de volumen con. Los medios de cultivo se colocaron en
condiciones de agitacion (130 rpm), oscuridad y 37 °C durante 48 h.
Posteriormente, las suspensiones celulares se centrifugaron en una centrifuga a
6 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se colect6 para la determinacién
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cualitativa y cuantitativa de acido 3-indolacético. Se utiliz6 como control negativo

el medio de cultivo sin in6culo.

3.4.1.1. Determinacion cualitativa de AlA

Se colocaron alicuotas de 100 pL de los sobrenadantes correspondientes a los
crecimientos bacterianos obtenidos, en placas de 96 pocillos y se adicionaron
100 L del reactivo Salkoswki (&cido perclérico HCIO4 3,48 mol.L? y FeCls 10
mmol.L1). Este reactivo permite determinar la presencia de grupos indol en las
soluciones que contengan entre otros compuestos, tejidos vegetales y extractos
de cultivos microbianos. El desarrollo de una coloracion entre rosado y rojo fucsia
indico la presencia de grupos indol presumibles como compuestos auxinicos
(Celis y Gallardo, 2008).

3.4.1.2. Determinacién cuantitativa de AIA

A los aislados evaluados como positivos mediante el ensayo cualitativo, se les
cuantificé colorimétricamente la concentracion de esta auxina por la técnica de
Salkoswki. Primeramente se realiz6 una curva de calibracion a partir de una
solucién de 100 pg.mL* de AIA con concentraciones de 5, 10, 20, 40, 60 y 80
ug.mLt. Se mezclaron 0,5 mL de cada una de las soluciones patrén y de los
sobrenadantes bacterianos, con 0,5 mL del reactivo de Salkowski. Las mezclas
se dejaron reposar por 30 minutos a temperatura ambiente y se realizaron las
lecturas de absorbancias a 530 nm en un espectrofotometro UV/VIS
(ULTROSPEC, 2000). Con los valores obtenidos de la curva patrén, se obtuvo
la ecuacién que relaciona la concentracion de AlA con la absorbancia. Las
mediciones se realizaron por triplicado (Sanchez-Garcia, 2013).

3.4.2. Determinacion cualitativa de la produccién de acidos organicos

La capacidad de producir acidos organicos se determiné mediante la inoculacion
de los aislados bacterianos en erlenmeyers de 25 mL de volumen, que contenian
10 mL medio de cultivo compuesto por glucosa (5 g.Lt), K2HPOa4 (5,0 g.LY) y
peptona (5,0 g.L 1), pH 7,3. Los inéculos se incubaron en agitaciéon (130 rpm) a
37 °C, durante 48 h. Posteriormente se colocaron alicuotas de 200 uL de cada

cultivo bacteriano en placas de 96 pocillos y se adicionaron 100 pL del indicador
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rojo metilo (0,02 %). EI cambio instantaneo del color amarillo del medio de cultivo
a rojo, indicoé la formacion de &cidos organicos (Trivedi et al., 2013).

3.4.3. Solubilizacién de fosfatos

La capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos por los aislados bacterianos se
determind en medio Agar Pikovskaya (1948) compuesto por: glucosa (10,0 g.L-
1), Caz(P0a)2 (5,0 g.L 1Y), (NH4)2S04 (0,5 g.L 1), KCI (0,2 g.L1), MgS04.7H20 (0,1
g.L'1), MnSO4 (0.002 g.L ), FeS0O4 (0,002 g.L 1), extracto de levadura (0,5 g.L™?)
y Agar (15,0 g.L%). Los aislados se sembraron en placas Petri con el medio de
cultivo y se incubaron a 37 °C durante siete dias. La eficiencia de solubilizacion

(ES) se determiné mediante la formula siguiente:

ES (%) = *100

(z-0)
c

Donde,

Z: didmetro del halo claro alrededor de la colonia.

C: didmetro de la colonia bacteriana.

3.4.4. Actividad amilolitica

Se determind segun el método de Karnwal (2011). Los aislados bacterianos se
sembraron en medio compuesto por: NaCl 0,1 %, KH2PO4 0,3 %, K2HPO4 0,6 %,
MgS0Oa4 0,12 %, peptona 0,5 % y extracto de levadura 0,3 %, suplementado con
almidén soluble (1,0 %) y agar 15 g.L1. Las placas se incubaron a 37 °C durante
48 h. La actividad amilolitica se observo mediante la tincion del medio de cultivo
con la solucion yodada de Gram (2% de yodo y 0,2 % de yoduro de potasio). La
presencia de un halo de hidrélisis (zona clara) alrededor de la colonia indico
produccién de enzimas amilasas. La capacidad de producir estas enzimas de

evaluo cualitativamente: - (ausencia), + (bajo), ++ (medio), +++ (alto).

3.4.5. Actividad celulolitica

Los aislados bacterianos se sembraron en medio compuesto por: NaCl 0,1 %,
KH2POa4 0,3 %, K2HPO4 0,6 %, MgSOa4 0,12 %, peptona 0,5 % y extracto de

levadura 0,3 %, suplementado con carboximetil celulosa (1,0 %) y agar 15 g.L™.
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Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. La actividad celulolitica se
determind mediante la tincion del medio de cultivo con una solucién de Rojo
Congo (0,5 %). La presencia de un halo de hidrélisis alrededor de la colonia
indicé produccion de enzimas celuloliticas. El indice de potencia se determiné
mediante la formula descrita en el acapite 3.4.4.

2.5. Conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas que mostraron un resultado positivo a las diferentes
pruebas realizadas se conservaron en medio Caldo Nutriente con glicerol al 10%
a - 33°C.

2.6. Procesamiento estadistico

Todas las actividades bioquimicas se determinaron por triplicado. Los datos
fueron procesados segun paquete Statgraphic plus 5.1 sobre WINDOW. Se
determind el ajuste a una Distribucién Normal mediante la prueba de Bondad de
Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante las
Pruebas de Bartlett (Sigarroa, 1985). En los casos en que los datos cumplieron
los requisitos exigidos se procesaron mediante ANOVA de clasificacion simple o
multifactorial y la Prueba de Rangos Multiples de Tukey HSD (P<0,05). Los datos
gue no cumplieron con estas premisas fueron comparados mediante la Prueba
de Kruskal-Wallis y la Prueba de Rangos Mdltiples de Student-Newman-Kwels
(SNK) (P<0,05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Aislamiento de cepas de Bacillus spp. a partir de rizosfera de frijol

El aislamiento de colonias bacterianas a partir de la rizosfera de distintas
variedades de frijol, en los municipios de Colon y Unidn de Reyes en la provincia
de Matanzas, permitio obtener un total de 437 colonias, de las cuales el 32,27 %
correspondieron a aislados de Bacillus Gram+ con capacidad de esporular. En
la Tabla 6 y en la Figura 10 se muestran los resultados del proceso de

aislamiento por variedad y localidad.

Tabla 6. Resultados del aislamiento de cepas bacterianas de la rizosfera de frijol.

Aislados | Formas | Cocos Otros BNE BE BE (%) Total
bacilares
CN 58 31 6 30 28 29,47 95
TCol 36 32 4 9 27 37,50 72
TS 61 82 6 23 38 25,50 149
TCab 26 20 7 11 15 28,30 53
Cul 39 24 5 6 33 48,53 68
Total 220 189 28 79 141 32,27 437

BNE: bacilos no esporulados, BE: bacilos esporulados

CN19 Cocos Gram+

Figura 10. Tincion de Gram de aislados bacterianos de la variedad Cuba Cueto 259 -
negro T- 1567 del municipio Colén.
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4.2. Produccidon de acido indolacético (AlA)

4.2.1. Determinacion cualitativa de la produccién de AIA

La producciéon de la auxina natural AIA constituye una de las pruebas
fundamentales, para evaluar las potencialidades que poseen las cepas
microbianas como agentes bioestimuladores del crecimiento vegetal. La figura
11 muestra el porcentaje de aislados positivos al ensayo por variedad/localidad
y las figuras 12 y 13 el resultado visual cualitativo. El porcentaje total de aislados
productores de AIA fue de 77,63 %, lo cual coincide con diferentes autores
quienes refirieron que aproximadamente el 80 % de las rizobacterias son

capaces de producir y liberar AlA a la rizosfera (Patten y Glick, 1996).
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Figura 11. Aislados de bacilos productores de &cido indolacético.
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PLACA1

Control positivo
(AIA 100 pg.mL?)

* Hi12: Control negativo
‘(medio sin inocular)

Figura 12. Determinacion cualitativa de la produccion de AIA. Al:Tcol54, A2:Tcol21,
A3:Tcol53, A4:Tcol56, A5:Tcol72, A6:Tcoll0, A7:Tcold4, A8:Tcoll2, A9:TS148,
A10:TS139, A11:CN19, B1:TS119, B2:TS123, B3:TS149, B4:TS124, B5:TS139,
B6:TS142, B7:TS147, B8:TS148, B9:TS47, B10:TS68, B11:CN20, C1:TS96, C2:TS97,
C3:TS98, C4:TS99, Ch:TS104, C6:TS105, C7:TS110, C8:TS112, C9:TS114,
C10:TS115, C11:CN72, D1:TS48, D2:TS52, D3:TS68, D4:TS70, D5:TS74, D6:TS81,
D7:TS83, D8:TS84, D9:TS91, D10:TS95, D11:CN78, E1:TS3, E2:TS7, E3:TS10,
E4:TS13, E5:TS15, E6:TS33, E7:TS34, E8:TS35, E9:TS46, E10:TS47, E11:CN61,
F1:CN7, F2:CN43, F3:CN84, F4:.CN87, F5:CN39, F6:CN56, F7:Tcol9, F8:Tcoll7,
F9:Tcol35, F10:Tcol64, G1:CN65, G2:CN66, G3:CN69, G4:CN85, G5:CN95, G6:CN72,
G7:Tcol59, G8:Tcol34, G9:Tcol63, G10:Tcol8, G1l2:control+, H1:CN49, H2:CN52,
H3:CN59, H4:CN93, H5:CN92, H6:CN94, H7:Tcol40, HS8:Tcold9, H9:Tcol39,
H10:Tcol62, H12:control-.

Como se puede observar, los medios de cultivo que desarrollaron mayor
coloracién correspondieron a las cepas Tcol4, Tcol34, TS99, TS70, CN61,
Tcab9, Cull, Cul3, Cul20, Cul26, Cul36, Cul37, Cul6l y Cul65. Al comparar la
intensidad de la coloracién entre estos medios de cultivos y el control positivo
(AIA 100 pg.mLY), se evidencia que los medios contienen una concentracion
superior de compuestos organicos con grupos indol presumibles como AlA, los
cuales se oxidaron por la accién del acido perclérico. Por el contrario, otros
medios de cultivos no manifestaron cambios de coloracion o desarrollaron muy
poca intensidad con relacién al control, lo que indica ninguna o poca produccién

auxinica.
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PLACA 2

Figura 13. Determinacion cualitativa de la produccion de AIA. A1:Cull8, A2:Cull9,
A3:Cul20, A4:Cul22, A5:Cul26, A6:Cul30, A7:Cul31, A8:Cul32, A9:Cul33, A10:Cul35,
B1:Cul36, B2:Cul39, B3:Cull, B4:Cul6, B5:Cul50, B6:Cul51, B7:Cul7, B8:Cul9,
B9:Cul16, B10:Cull17, C1:Cul3, C2:Cul37, C3:Cul53, C4:Cul65, C5:Cul59, C6:Cul61,
C7:Cul62, C8:Cul63, C9:Cul21, C10:Cul54, D1:Tcab6, D2:Tcab7, D3:Tcabl7,
D4:Tcab2, D5:Tcab4, D6:Tcabl8, D7:Tcabl5, D8:Cul60, D9:Cul65, D10:Cul57,
El:Tcab23, E2:Tcab76, E3:Tcabl, E4:Tcab20, E5:Tcabl0, E6:Tcabl9, E7:Tcabs,
E8:Tcab9, E9:Tcol69, F1:CN12, F2:CN13, F3:CN71, F4:CN79, F5:CN64, F6:Tcol6,
F7:Tcol58, F8:Tcol22, F9:Tcol57, F10:Tcol68, G1l:control-, G3:control+.

4.2.2. Determinacién cuantitativa de la produccion de AIA

A partir del ensayo cualitativo se eliminaron las cepas que no produjeron cambios
de coloracién con relacién al control negativo y se determind la concentracion de
AlA en el sobrenadante de los cultivos bacterianos. La tabla 7 muestra los 50

aislados que produjeron las mayores concentraciones de AlA.

Las concentraciones de AIA obtenidas en la presente investigacion son
superiores a los referidos por otros autores en aislados rizosféricos de Arachis
hypogea L. (Thakur y Parikh, 2018) y Piper nigrum L. (Thanh y Tram, 2018),
donde se obtuvieron valores que no superaron los 20 ug.mL™. En otros trabajos
relacionados se refirieron valores de 36,38 ug.mL* de AIA con Bacillus subtilis y

la adicion de 200 ug.mL* de L-tripté6fano al medio de cultivo (Yadav et al., 2010).
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Estudios de optimizacién de la produccién de AlA con diferentes concentraciones
de L-triptéfano y tiempos de crecimiento bacteriano, se obtuvo un maximo de
127,56 ug.mL* (Choudhury et al., 2017).

Tabla 7. Concentracion de acido indolacético de los 50 mejores aislados

rizosféricos estudiados.

Cepa AlA (ng.mL™1) Cepa AlA (ug.mL71)
1 Tcol 4 293,652+ 13,21 26 CN 95 42,02 Kmn + 0 59
2 Cul 3 276,76 2 + 7,68 27 Tcol 22 41,82 'mn + 0,25
3 Cul 20 265,05 + 3,36 28 | Tcol 64 39,39 Mn + 0,37
4 | Cul26 227,43¢+8,19 29 TS 46 38,28 ' +0,97
5 Cul 61 204,01 %4 + 2,38 30 Tcol 49 37,47 '™ + 0,51
6 Cul 55 198,60 9 + 9,52 31 TS 15 37,29 'mn + 0,72
7 TS 99 182,61 %7 + 3,53 32 CN 94 36,84 '™ + 0,81
8 TS 70 176,76 f + 7,79 33 | Tcab17 36,17 '™mn + 1,49
9 | Tcol 34 158,51 19+ 4,34 34 Tcab 7 35,18 'Mn + 1,05
10 | cul 36 143,67 9" + 18,47 35 TS 142 34,48 '™ + 0,67
11 | Ccul 37 140,05 " + 5,86 36 Tcab 2 34,18 ™ + 0,40
12 | Tcab9 116,85 ' + 8,19 37 TS 124 32,29 ™ + 0,56
13 Cul 1 109,86 1 + 1,64 38 Cul 53 32,65 ™ + 0,90
14 | Tcab9 68,87 k+ 1,34 39 TS 74 32,16 ™" + 0,89
15 | CNe61 65,78 K + 0,60 40 CN 78 32,11 ™ + 0,72
16 | Tcol 17 59,61 K + 0,47 41 Tcol 56 31,95 ™ + 0,35
17 | CN69 58,73 Km 4+ 1 55 42 TS 81 30,94 ™ + 0,29
18 | TS 147 54,91 Kmn + 0,83 43 TS 149 30,87 ™ + 0,31
19 | CN43 54,14 Kmn + 087 |44 | Tcol 53 30,87 ™ + 0,87
20 | cCul50 50,27 Kmn + 068 | 45 Tcol 62 30,67 ™ + 0,33
21 | CN85 48,78 Kmn + 049 | 46 Cul 9 30,38 ™ + 1,05
22 | CN59 46,50 Kmn + 0 65 47 CN 12 29,75 ™ + 0,97
23 | TS104 44,64 Kmn 4 1 57 48 TS 119 29,70 " + 0,92
24 | TS 110 43,85 Kmn + 0 66 49 | Tcol 72 29,03"+ 0,55
25 | CN66 43,35kimn 0,86 | 50 Cul 16 28,89"+ 1,66

Letras diferentes indican diferencias significativas segun Prueba de Tukey HSD
(P=<0,05).

Las diferencias observadas pueden estar asociadas con factores genotipicos
como la especie bacteriana en cuestion, el medio de cultivo empleado, el tiempo
y condiciones de crecimiento y la concentracion de L-triptéfano utilizada, el cual

es un precursor del AIA (Buensanteai et al., 2013).
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La obtencidn de aislados de Bacillus spp. productores de AIA en la presente
investigacion, sugiere un uso potencial de estos como agentes bioestimuladores
del crecimiento en cultivos agricolas, ornamentales y en trabajos de cultivo in
vitro de plantas, ya que esta fitohormona estimula procesos biolégicos
importantes como la division, el alargamiento y la diferenciacion celular (Ahemad
y Kibret, 2014). En estudios realizados con una cepa de Bacillus subtilis
productora de AlA, se estimuld el proceso de germinacion y crecimiento de
plantulas de trigo (Triticum aestivum L.) y fabas (Vicia faba L.), asi como el peso

fresco y seco de estos cultivos (Yousef, 2018).

De manera similar, el uso de otras RPCV del género Bacillus sp. productoras de
AlA, incrementd la longitud, la masa y el rendimiento del tomate (Solanum
lycopersicum Mill.) (Mena-Violante y Olalde-Portugal, 2007); el nUmero de raices
laterales y pelos absorbentes en Triticum aestivum L. (Fatima et al., 2009), el
peso fresco y seco de la raices y la parte aérea de la cebolla (Allium cepa L.)
(Araujo et al., 2005) y el desarrollo radicular de la soya (Glycine max L.) (Reetha
et al., 2014).

Por otra parte, el acido indolacético puede actuar también como un mecanismo
de biocontrol, relacionado con la inhibicion de la germinacion de esporas vy el
crecimiento del micelio en hongos fitopatégenos (Uneo, 2004).

Aungue existen numerosas evidencias de la funcion estimulante del crecimiento
de los aislados productores de AIA, es necesario analizar el efecto de estas
sustancias sobre procesos como la germinacién, el crecimiento vegetativo y la
reproduccion de las plantas, ya que existen resultados contradictorios en
dependencia de diferentes factores como la especie de microorganismos, las
condiciones del medio de cultivo y la concentracion de los reguladores del
crecimiento. Vrbni¢anin et al. (2011) observaron una respuesta positiva en la
germinacién de Ambrosia artemisiifolia L. con el uso de Bacillus pumilus,
mientras que la aplicacién de Bacillus licheniformis inhibié este proceso en la

misma especie.
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4.3. Produccion de &cidos orgénicos

La figuras 14 y 15 muestran el resultado de la produccion de acidos organicos
por los aislados bacterianos. Los aislados obtenidos de la rizosfera de la variedad
Cul evidenciaron la mayor capacidad de producir &cidos organicos, mientras que
no se observaron aislados de la variedad Tomeguin 93 con la caracteristica de
acidificar el medio de cultivo (Figura 15).

Figura 14. Produccion de acidos organicos por los aislados bacterianos. Los
pocillos de color rojo representan las cepas seleccionadas como positivas a la
produccion de acidos organicos con el uso del indicador rojo metilo. A1:Cull7,
A2:Cul62, A3:Cul26, A4:Cul30, A5:Cul7, A6:Cul20, A7:Cul31, A8:Cul54, A9:Cul3,
A10:Cul32, A11:Cul22, A12:Cull, B1:Cul6, B2:Cul35, B3:Cul53, B4:Cul21, B5:Cul9,
B6:Cul36, B7:Cul51, B8:Cul50, B9:Cul6l, B10:Cull9, B11:Cul37, B12:Culls,
C1:Cul33, C2:Cull6, C3:Cul63, C4:Cul39, C5:CN49, C6:CN56, C7:CN84, C8:CN20,
C9:CN52, C10:CN93, C11:CN71, C12:CN66, D1:.CN69, D2:CN92, D3:CN72, D4:CN64,
D5:79, D6:CN87, D7:CN12, D8:CN78, D9:CN19, D10:CN13, D11:CN65, D12:CN59,
E1:CN73, E2:CN39, E3:CN61, E4:CN43, E5:CN7, E6:Tcol39, E7:Tcol58, E8:Tcol54,
E9:Tcol34, E10:Tcoll7, E11:Tcol69, E12:Tcold8 , F1:Tcol72, F2:Tcol53, F3:Tcol63,
F4:Tcol59, F5:Tcol21, F6:Tcoll2, F7:Tcol64, F8:Tcol8, F9:Tcol4, F10:Tcol68,
F11:Tcol62, F12:Tcol56, G1:Tcol8, G2:Tcol4, G3:Tcol57, G4:Tcol49, G5:Tcol22,
G6:Tcol40, G7:Tcoll10, G8:Tcabl, G9:Tcab10, G10:Tcab8, G11:Tcabl18, G12:Tcab4,
H1:Tcab19, H2:Tcabl17, H3:Tcab15, H4:Tcab2, H5:Tcab6, H6:Tcab9, H7: Tcab7.
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Figura 15. Produccién de acidos organicos por los aislados bacterianos

analizados.

Este resultados coincide con los referidos por Gunes et al. (2015) y Shahzad et
al. (2017), quienes observaron la produccion de acidos organicos por diferentes
cepas de Bacillus sp. Entre los principales estuvieron los acidos lactico, citrico,
maldnico, malico, succinico, acético y propionico, etc. Otros autores también
observaron la produccién de acidos organicos por aislados rizosféricos de
Bacillus spp. (Bharucha et al., 2013). Los acidos organicos como el citrico, el
férmico y el oxalico, constituyen elementos relacionados con vias metabdlicas
de las plantas y potencian el crecimiento vegetal (Rayavarapu y Padmavathi,
2016).

Este resultado es importante ya que las RPCV pueden secretar diferentes tipos
de &cidos organicos que actian como agentes quelantes de los cationes calcio
y otros metales como el hierro y el aluminio. De esta forma se libera el fésforo
insoluble, lo que aumenta la disponibilidad de este elemento para los
microorganismos Yy las plantas (Kaur et al., 2016). Por otra parte, en estudios
realizados con tres cepas de Bacillus spp. se observo la secrecion de cantidades
notables de &cido galico al medio de cultivo, el cual fue relacionado con la
capacidad antagonica de estas bacterias frente a los hongos fitopatégenos
Alternaria spp., Fusarium spp. y Bipolaris spp. (Singh et al., 2017). Estudios

similares con diferentes acidos organicos producidos por Bacillus
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amyloliquefaciens RWL-1 tuvieron un efecto antagonico frente a F. oxysporum f.

sp. lycopersici (Shahzad et al., 2017).

4.4. Capacidad de solubilizacion de fosfatos

La capacidad de solubilizar fosfatos constituye uno de los criterios mas
importantes para discriminar entre las cepas bacterias con potencialidades como
biofertilizantes. La Figura 16 muestra el porcentaje de aislados solubilizadores
de fosfatos por variedad/localidad. Los mayores valores se obtuvieron en la
variedad Tomeguin 93 de Sabanilla (28 %) y Cuba Cueto Negro de Colon (25

%). El porcentaje general entre los diferentes aislados fue de 16,03 %.
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Figura 16. Porcentaje de aislados bacterianos con capacidad de solubilizar fosfato

tricalcico por variedad/localidad.

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Karuppiah y Rajaram
(2011) en aislamientos rizosféricos realizados en distintos regiones cultivadoras
de arroz (Oryza sativa L.). En estos trabajos se obtuvieron un total de 63 aislados
de Bacillus spp., de los cuales el 12,7 % exhibieron propiedades promotoras del

crecimiento al tener la capacidad de producir AlA y solubilizar fosfato.

El célculo del indice de potencia entre los distintos aislados permitié identificar
aquellos con mejores caracteristicas como biofertilizantes (Tabla 8, Figura 17).
Los valores mas elevados correspondientes a los aislados TS10 (236,11 %),
CN84 (185,40 %), TCab6 (183,44 %) y Cul57 (155,76 %).
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Tabla 8. Aislados bacterianos que mostraron capacidad para solubilizar el fosfato
tricélcico.

Cepa Actividad (IP%) + EE Cepa Actividad (IP%) = EE
TS10 236,112+ 21,69 TS114 71,21 9efohi+ g 12
CN84 185,40 P + 31,73 Cul54 69,49 defghi+ 2 99
TCab6 183,44 + 29,79 CNG65 55,46 €9 + 10,34
Cul57 155,76 "¢ + 22 42 CN85 49,14 °'9hi + 4 37
CN13 129,07 © + 19,23 TS148 42,59 9" + 14 40
TS84 121,00 ¢4 + 6,17 TS96 40,48 ' + 9,52
CN95 111,11 %€ + 11,11 Cul51 36,06 9" + 2,36
TS112 103,57 °d¢f + 9,25 CN64 25,76 M+ 298
CN69 97,98 919 + 14,64 TCol39 24,44 M + 8,88
TCol40 86,90 defoh + 7 24 TS15 22,41+ 144
TS34 76,59 defohi + 3 52 TS13 13,33 '+ 6,66
Cul18 73,29 defohi + g 34 TS48 12,00+ 1,12

Letras diferentes indican diferencias segun Prueba de Student Newman Keuls (P<0,05).
IP: indice de potencia, EE: error estandar.

Figura 17. Aislados solubilizadores de fosfato. Las flechas sefialan los halos claros
alrededor de las colonias que indican la actividad solubilizadora de fosfato.
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Estos resultados concuerdan con los observados por Thakur y Parikh (2018)
quienes obtuvieron dos aislados rizosféricos con eficiencias elevadas: GH1
(289,26 %) y GSB 13 (243,36 %). El género Bacillus se encuentra dentro de los
que pueden solubilizar eficientemente los complejos de fosforo no disponibles,

en iones fosfatos disponibles para las plantas (Goldstein, 2001, Dar et al., 2018).

Estos resultados pueden estar asociados con la capacidad de las cepas de
producir acidos organicos al medio de cultivo, los cuales disminuyen el pH y
solubilizan el fésforo que se encuentra de forma no disponible. Al comparar los
aislados que tienen la capacidad de solubilizar fosfato y producir acidos
organicos simultdneamente, se pudo observar una coincidencia del 17 %
aproximadamente (Tcol39, Tcol40, CN64 y CN65). Esto puede estar relacionado
con el medio de cultivo utilizado en ambas pruebas. Es posible que en el medio
Pikovskaya empleado para determinar la capacidad solubilizadora de fosfatos,
la presencia de fosfato tricélcico insoluble y un mayor tiempo de cultivo (siete
dias), pudieron inducir la sintesis de &acidos organicos en las bacterias y en
consecuencia, la solubilizaciébn del fosfato tricalcico, como un mecanismo
selectivo para incorporar este elemento esencial a las células microbianas.
Ademas, la solubilizacién puede estar relacionada con la secrecién de otras
sustancias quelatadoras de cationes e iones hidroxilos, que participan también

en la solubilizacién del fosfato insoluble (Sharma et al., 2013).

Los aislados observados con una actividad solubilizadora de fosfatos elevada,
pueden constituir agentes potenciales para incrementar el crecimiento, el
desarrollo y la productividad de los cultivos. En trabajos realizados con aislados
de Bacillus spp. solubilizadores de fosfatos, se obtuvo un aumento de los
rendimientos en cultivos diferentes como Fragaria sp. (Pirlak y Koése, 2009),
Pelargonium graveolens L. Hérit (Kumar et al., 2010). La aplicacion de indculos
de Bacillus spp. solubilizadores de fosfatos también incrementaron el contenido
de clorofilas en Raphanus sativus L. (Mohamed y Gomaa, 2012), Solanum
tuberosum L. (Dawwam et al., 2013) y Brassica juncea L. (Kang et al., 2014), asi
como la eficiencia fotosintética en Capsicum chinense, debido al aumento en la
velocidad de transporte electrénico a nivel de membranas tilacoidales y el

intercambio gaseoso (Samaniego-Gamez et al., 2016).

41



Seleccidn de aislados rizosféricos de Bacillus spp. con potencialidades para | 2019
el desarrollo agropecuario e industrial

El hecho de obtener aislados con diferentes propiedades bioldgicas, sugiere la
posibilidad de utilizar los mejores aislados productores de AlA y solubilizadores
de fosfatos, para realizar consorcios con el objetivo de potenciar el crecimiento
de las plantas. El estudio de varios consorcios donde participan cepas de
especies diferentes de Bacillus o combinaciones con otros géneros, demuestran
la efectividad de los mismos para incrementar el crecimiento y el desarrollo de
los cultivos (Monenech, 2006; Ordookhani, 2010).

El andlisis conjunto entre los diferentes aislados para determinar aquellos con
buenas propiedades como productores de AIA y solubilizadores de fosfatos,
mostré que entre los 20 mejores aislados para cada indicador, no hubo
coincidencias. Por esta razén, es importante considerar la posibilidad de realizar
consorcios entre los aislados promisorios para potenciar el crecimiento y
desarrollo de las plantas. EI empleo de consorcios entre cepas 0 especies
distintas con caracteristicas diferentes como BPCV, indican resultados
favorables para incrementar el crecimiento de los cultivos (Monenech, 2006;
Ordookhani, 2010).

4.5. Actividad celulolitica

La Figura 18 y la Tabla 9 muestran los resultados de la actividad celulolitica de
los aislados bacterianos. EI mayor porcentaje de aislados de Bacillus spp.
productores de celulasa se observé en aquellos obtenidos a partir de la rizosfera
de la variedad Cull56 (54,55 %), mientras que el valor mas bajo se obtuvo en la
variedad Cuba Cueto 259 - negro T- 1567 (17,86 %).
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Figura 18. Porcentaje de aislados bacterianos con actividad celulolitica por

Variedad/localidad

variedad/localidad.

Los cinco aislados con mayores indices de potencia correspondieron a Tcab10
(255,76), Tcol36 (225,28), Tcab19 (219,84), Cul36 (216,67) y Cul62 (213,33),

entre los cuales no se observaron diferencias significativas (Tabla 9, Figura 19).

Tabla 9. Resultados de la actividad celulolitica de los aislados bacterianos.

Cepa Actividad (IP %) Cepa Actividad (IP %)
+ EE + EE

! Tcab 10 255,76 2 + 12,24 21| CNB69 77,84 M+ 1,83
2 Tcol 36 225,28 2 + 14,43 22 Cul 3 58,96 "l + 16,66
3 Tcab 19 219,84 2° + 16,96 23| Tcol 30 69,19 " + 570
4 Cul 36 216,67 @°+ 1,51 24 Cul 3 58,96 U + 3,33
> Cul 62 213,333°+ 11,61 25| TS84 57,94 1 + 23,37
° Cul 33 208,332°d + 1301 | 26| Cul40 53,33 + 6,66
" 1s 112 201,67 abcde + 2 57 27| TS33 48,48 1+ 10,79
8 Cul7 197,44 bedef + 4 07 28| Cul30 47,311+11,17
¥ CN 78 193,33 °%f + 4,06 29| TS13 37,401 + 13,67
191 1col 69 163,76 °d' + 12,27 30| Tcol40 35,711+ 4,55
1 Cul 35 155,33 9€fa + 2 00 31| TS83 35,581+ 7,14
12 Cul 53 153,33 9¢fd + 6,80 32| TS1i14 33,131+ 24,15
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13 CN 59 152,58 %9 + 9 56 33| Cul1l7 31,721+ 1,82
14 Tcol 39 148,52 ©9 + 16,89 34| Tcabé 31,211+ 20,77
15 Cul 31 147,22 9 + 11,00 35| Cul59 27,171+ 22,42
16 Tcab 1 144,25 ©9 + 24,00 36| Culils 23,101+ 3,15
17 Cul 16 120,59 9" + 4,41 37| Culs1 17,321+ 19,18
18 CN 65 106,94 19" + 8,63 38| TS34 14,631+ 12,40
19 Cul1 104,17 "'+ 2 77 39| TS95 14,071+ 4,41
20 CN 64 99,33 9" + 530

Letras diferentes indican diferencias segun Prueba de Student Newman Keuls (P<0,05).

IP: indice de potencia, EE: error estandar.

Figura 19. Actividad celulitica de los aislados bacterianos. A: aislados de la variedad
Cul156, B: aislados de la variedad Tomeguin 93 de Sabanillay C: aislados de la variedad
Cuba Cueto Negro.

Estos resultados coinciden con otros autores que refieren que el género Bacillus
es productor de enzimas celulasas, de uso en diferentes procesos industriales
(Sadhu y Maiti, 2013; Reetha et al., 2014; Ladeira et al., 2015; Menendez et al.,
2015).

Los aislados que manifestaron actividad celulolitica constituyen agentes con
potencialidades para el desarrollo de distintas industrias y procesos
tecnoldgicos, como la obtencion de bioetanol (Lynd et al., 2008), detergentes
(Adrio y Demain, 2014), la produccion de pulpa y papel y en la industria de
alimentos para la clarificacion de vinos y elaboracion de jugos (Singh et al.,

2015). También se utilizan en la produccién de alimentos para el consumo
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animal, principalmente en conjunto con hemicelulasas y pectinasas (Menendez
et al., 2015).

Las celulasas se pueden utilizar ademas para la obtencion de quitosana, la cual
se emplea con distintos fines en la medicina como por ejemplo, para la
fabricacion de hilos quirdrgicas, la reconstruccion de huesos, la produccion de
pieles artificiales, anticoagulantes y como agentes anticancerigenos vy
antidiabéticos (Rinaudo, M. 2006; Pillai et al., 2009). Sin embargo, es necesario
realizar otros ensayos bioquimicos para determinar algunos pardmetros
importantes relacionados con las propiedades enziméaticas y estabilidad al pH y

a la temperatura (Rinaudo et al., 2006; Ladeira et al., 2015).

4.6. Actividad amilolitica

Los aislados obtenidos de la rizosfera de las variedades Cul y Tcab mostraron
los mayores porcentajes de actividad amilolitica, con 51,52 y 46,67 %,
respectivamente. El porcentaje de aislados con menor actividad amilolitica se
correspondio a las cepas obtenidas de la variedad Tomeguin 93 de Sabanilla
(Figura 20).

Los aislados con las mayores producciones de enzimas amilasas
correspondieron a los obtenidos de la variedad Cul (Cul30, Cul54, Cul63, Cul62,
Cul6é y Cull6). Otras cepas que mostraron una actividad amilolitica elevada
fueron CN59, Tcab10 y Tcabl9 (Tabla 10). En el caso de los aislados TCab6,
Cull7, Cul18, Cul51, TS47, TS48, TS13 y TS33, no fue posible determinar si
producen amilasas ya que secretan una sustancia cerosa hidrofobica, que cubre

todo el medio de cultivo en la placa Petri y evita la tincion del medio (Figura 21).
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Figura 20. Porcentaje de aislados bacterianos con actividad amilolitica por
variedad/localidad.

Tabla 10. Aislados bacterianos que mostraron actividad amilolitica.

Cepa Actividad Cepa Actividad Cepa Actividad
CN59 +++ Cul2 ++ Cul37 +
TCabl0 +++ TCab20 ++ Cull9 +
TCabl9 +++ Cul33 ¥ Cul39 +
Cul30 +++ TCabl7 + Cul53 +
Cul54 +++ TCabl + TS74 +
Cul63 +++ Tcol22 + TS104 +
Cul62 +++ Tcol69 + TS115 +
Culé +++ Tcol6 + TS7 +
Cull6 +++ Tcol51 + TCab6 NI
CN64 ++ Tcol53 + Cull7 NI
CNG69 ++ Tcol54 + Cul18 NI
CN92 ++ Tcol21 + Cul51 NI
CN13 ++ CN93 + TS47 NI
CN78 ++ CN95 + TS48 NI
TCabl8 ++ CN61 + TS13 NI
Cul59 ++ TCab23 + TS33 NI
Culel ++ Cul35 +
Cull ++ Cul36 +

Actividad: +++ alta, ++ moderada, + baja. NI: no identificado.
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La presencia de actividad amilasa en aislados de Bacillus spp. concuerda con
otros trabajos donde se utilizan especies de este género para la obtencion de a-

amilasa con fines industriales (Souza y Magalhaes, 2010; Benjamin et al., 2013).

Los aislados amiloliticos identificados pueden constituir fuentes de estas
enzimas amilasas con aplicaciones en la produccion de bebidas y licores, para
la licuefaccion del mosto con el objetivo de reducir la viscosidad y mejorar la
filtracion de las cervezas (Hofemeister et al., 1986), clarificar de jugos
(Sivaramakrishnan et al., 2006), potenciar la calidad de los detergentes (Tester
y Karkalas, 2002), incrementar la suavidad y la fortaleza en la fabricacion del
papel (Mobini-Dehkordi y Javan, 2012), asi como otras aplicaciones importantes
como incrementar la calidad del alimento animal mediante el aumento de la
digestibilidad (Marc et al., 2002), para la deteccidon analitica de oligosacéaridos
(Gupta et al., 2003), para la produccién de nanoparticulas de oro (Kalishwaralal
et al., 2010) y en la biorremediacién mediante la degradacion de desechos que

contienen almidén.

Figura 21. Actividad amilolitica de aislados bacterianos. La placa D muestra los
aislados Cull7 y Cull18 que producen sustancias cerosas.
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V. CONCLUSIONES

» Se obtuvo una coleccion de Bacillus spp. proveniente de la rizosfera de
Phaseolus vulgaris L., compuesta por 141 aislados Gram positivos
esporulados con potencialidades para el desarrollo agropecuario e
industrial.

» Se identificaron 9 aislados productores de concentraciones elevadas de
acido 3-indolacético superiores a 150 ug.mL, entre los que estan Tcol4,
Cul3y cul20.

» Nueve aislados mostraron capacidad para solubilizar fosfato tricalcico con
indice de potencia supriores a 100 %, entre los que destacan TS10, CN84,
TCab6 y Cul57.

» Se identificaron nueve aislados con actividad amilolitica elevada y siete
celuloliticos con indices de potencia por encima de 200 %, los cuales son
fuentes potenciales para la produccion de amilasas y celulasas,
respectivamente, con usos potenciales en diferentes procesos

industriales.
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VI. RECOMENDACIONES

» Realizar un estudio de optimizacion de la produccion de acido indolacético
con los aislados mejores productores de esta auxina.

» Determinar la capacidad de solubilizacion de fosfatos de los aislados con
otras fuentes de fosfato insolubles.

» Profundizar en estudios de caracterizacion de las enzimas celulasas y
amilasas producidas por los aislados (estabilidad al pH y a la
temperatura).

» Evaluar el efecto de los mejores aislados productores de AIA y
solubilizadores de fosfatos, en la germinacion, crecimiento vegetativo y

reproduccion del frijol.
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