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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo “seleccionar cepas de Bacillus sp. con
propiedades antagonicas y productoras de enzimas mananasas”. Para cumplir
este objetivo se realizaron colecta de suelo rizosférico de cinco variedades de
frijol presentes en los municipio Colén y Unién de Reyes de la provincia de
Matanzas. Las muestras se cultivaron en medio Caldo Nutriente vy
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 evaluaron actividades enzimaticas liticas y mananoliticas y la
capacidad de producir cianuro de hidroégeno. Los datos se procesaron mediante
ANOVA de clasificacion simple. Se obtuvieron 141 aislados Gram positivos
esporulados. Se identificaron varios aislados productores de enzimas hidroliticas
(quitinasas y/o B-glucanasas, proteasas y lipasas) y cianuro de hidrégeno, con
potencialidades para el biocontrol de fitopatégenos. Se identificaron ocho
aislados con actividades mananoliticas superiores a 100 % de indice de
potencia, los cuales son fuentes potenciales para la produccién de mananasas

con aplicabilidad en el sector agropecuario e industrial.
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l. INTRODUCCION

La bioprospeccién o la prospeccion de la biodiversidad se define como la
exploracion de la biodiversidad para encontrar nuevos recursos de valor social o
comercial (Beatti et al.,, 2011). Desde la antigiiedad, el hombre realiza esta
actividad sobre todo lo que existe en la tierra, pero con el desarrollo cientifico las
fronteras se desplazaron desde la busqueda de animales y plantas, hacia otras
formas de vida como bacterias, hongos, virus, etc., que también constituyen
recursos genéticos con un potencial comercial elevado (Salvador et al., 2019).
La bioprospeccion es una actividad de exploracién natural, no destructiva, la que
a través de investigaciones cientifica, pretende obtener informacion derivada de
pequefias cantidades de material bioldgico para su aplicacion en diversos
sectores como la agricultura, la medicina y la industria (Setzer et al., 2003).

Los microorganismos del suelo constituyen una fuente inagotable de nuevos
agentes, con disimiles aplicaciones en diversas areas, especialmente en la
agricultura y algunas industrias como la alimenticia, la textil, entre otras. Estos
microorganismos, especialmente las bacterias, producen una gama amplia de
metabolitos y enzimas, que pueden ser utilizados en la solucion de diferentes
problemas como por ejemplo, el aumento de la productividad de los cultivos con
bajos costos de produccién e impacto ambiental (Zahid et al., 2015), y elevar la
calidad (digestibilidad) de alimentos fibrosos, que se utilizan en la alimentacién

de animales monogastricos (Li et al., 2008).

La agricultura es el principal sector de crecimiento econémico de los paises en
desarrollo (Nehra et al., 2016). Las producciones agricolas mundiales se
sustentan, principalmente, con el uso de grandes cantidades de insumos como
fertilizantes quimicos y plaguicidas. Sin embargo, estos productos tienen un
impacto negativo en los agroecosistemas, como la lixiviacién de nitratos, la
contaminacion de recursos hidricos, y las emisiones gaseosas, que provocan
dafios al ambiente y constituyen un riesgo para la salud del hombre y los
animales (Zahid et al., 2015; Vejan et al., 2016). Debido a esta situacion, los
cientificos buscan nuevas estrategias para disminuir uso de estos productos
agroquimicos, por otros que sean menos agresivos al medioambiente vy

mantengan rendimientos que permitan satisfacer las demandas de la poblacion.
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Entre los microorganismos del suelo, las Rizobacterias Promotoras de
Crecimiento Vegetal (RPCV) pueden ejercer un efecto positivo sobre el
crecimiento de los cultivos. Las interacciones beneficiosas que se establecen
planta-microbio, influyen sobre el vigor de las plantas y la fertilidad de los suelos.
Los efectos beneficiosos de las RPCV estan determinados por mecanismos

directos e indirectos que presentan sobre las plantas (Moreno et al., 2018).

La accion directa sobre el crecimiento esta determinada por la produccion de
fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) que estimulan el crecimiento,
asi como por otros compuestos quimicos que solubilizan fosfatos minerales de
baja solubilidad (Thanh y Tram, 2018). Los mecanismos indirectos implican la
reduccion de las poblaciones de fitopatdgenos, por la produccion de diferentes
metabolitos secundarios como los antibioticos y los sideroforos que afectan

directamente al patégeno o limita su desarrollo (Thakur y Parikh, 2018).

El género Bacillus constituye un grupo atractivo para el desarrollo de nuevos
productos agricolas con efecto bioestimulante, biofertilizante o biocontrolador
(Chowdhury et al., 2013). Ademés, a partir de diferentes cepas de este género
se obtienen enzimas como mananasas, celulasas, amilasas, etc., con
aplicaciones en la produccién de alimentos, bioetanol, papel, detergentesy en la
industria textil (Huang et al., 2012; Salvador et al., 2019).

A partir de lo expuesto anteriormente se plante6 como problema cientifico el
siguiente: el sector agropecuario no cuenta con ceparios que permitan el
desarrollo de nuevos productos biocontroladores de fitopatdgenos del frijol

(Phaseolus vulgaris L.), con potencialidades en otros sectores.

Hipotesis cientifica: la identificacion de cepas de Bacillus sp. aisladas de la
rizofera del frijol, con propiedades antagonica y actividad mananasa, permitira el
desarrollo de un nuevo producto biocontrolador de plagas de este cultivo y una

fuente de enzimas mananasas con diferentes aplicaciones industriales.

Para corroborar la hipo6tesis anterior se plante6 como objetivo general:
seleccionar cepas de Bacillus sp. con propiedades antagonicas y productoras de

enzimas mananasas.
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Objetivos especificos:

» Aislar cepas de Bacillus a partir de la rizofera de diferentes variedades de
frijol, cultivadas en los municipios Colon y Union de Reyes en la provincia
de Matanzas.

» Evaluar la actividad antagonica de los aislados bacterianos, a partir de la
produccion de enzimas liticas y cianuro de hidrégeno.

> Determinar la actividad mananasa de los aislados bacterianos.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia del cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) para la

alimentacién humana

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) representa la leguminosa de grano mas
importante del mundo para el consumo humano, debido a las propiedades
nutricionales que presenta (Estrada et al., 2017) (Figura 1). Mas de 300 millones
de personas en el planeta utilizan este cultivo como un componente importante
de la dieta diaria (Mederos, 2013). En Cuba, como en América Latina, forma
parte de la dieta basica junto al arroz (Oryza sativa L.) y se cultiva en todas las
provincia del pais, con un area total de siembra de 122 000 ha entre 2016y 2017
y se produjeron 253 470 toneladas (ONEI, 2017).

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

El valor nutricional de esta leguminosa esta determinado fundamentalmente por
el contenido de proteina, la cual se encuentra en un rango entre 20 y 40 %
(Gallegos, 2004). Las variedades de Phaseolus vulgaris L. mas consumidas en
Latinoamérica presentan un contenido de proteina promedio del 20 %, con un

intervalo de variacion entre 19,3y 35,2 % (Nabhan et al., 1985).

Las proteinas del frijol presenta un contenido alto de lisina (6,4-7,6 g / 100 g de
proteina) y de fenilalanina mas tirosina (5,3-8,2 g / 100 g de proteina). Por lo
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tanto, satisface los requerimientos minimos recomendados por la Organizacién
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) o por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) (Guzman, 2002).

Los frijoles, ademas de ser ricos proteinas, son fuente de diferentes elementos
como hierro, potasio, magnesio, zinc, fibras, almidones, acido folico y tiamina
con funciones importantes en los organismos (USDA, 2000; Santalla et al.,
1999). La fibra es muy importante en el proceso de la digestion y en otros
indicadores de salud, ya que limita y/o disminuye la velocidad de absorcion de
algunos nutrientes, y favorece el transito intestinal. Por estas caracteristicas, la
fibra permite una absorcién mas lenta de la glucosa, lo cual condiciona indices
glicémicos moderados y, por lo tanto, permite el control de la hiperinsulinemia y

los niveles del colesterol en la sangre (Guzman, 2002).

Este alimento contribuye a la prevencion y al tratamiento de distintas patologias,
como son las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el cancer, que
constituyen serios problemas de morbimortalidad. Esto se debe tanto a su aporte
en micronutrientes (particularmente acido félico y magnesio) como por su alto
contenido de fibra, aminoacidos azufrados, taninos, fitoestrogenos vy
aminoacidos no esenciales (Rodriguez y Fernadndez, 2003). Diferentes
compuestos fitoquimicos derivados del frijol se relacionaron con la disminucién
del riesgo de cancer (Hughes et al., 1997); entre los que estan al acido fitico que
reduce el riesgo de contraer cancer de colon y de mamas, probablemente por su

efecto antioxidante (Guzméan, 2002).

2.2. Principales factores que afectan la produccién de frijol en Cuba

La productividad del frijol en Cubay en el mundo esta determinada por un grupo
de factores climaticos, edaficos y bioticos, entre los cuales se pueden producir
complejas interacciones (Corzo et al., 2015). Se plantea que el 60 % de la
produccion a nivel mundial se obtiene bajo condiciones de déficit hidrico, por lo
gue se considera la sequia como el segundo factor limitante para su rendimiento,
después de los diferentes tipos de plagas. El déficit hidrico inhibe el crecimiento

de los diferentes 6rganos del cultivo, por lo que debilita a la planta y eleva la
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susceptibilidad al ataque de plagas. Esto conlleva a una disminucion del

rendimiento lo que afecta la sostenibilidad agricola (Seckin y Aksoy, 2014).

En Cuba, ademas de estos problemas se suman otros de indole econémica
como el insuficiente suministro de insumos para el desarrollo de las distintas
etapas del proceso de produccion del frijol y los eventos climatologicos como

tormentas y huracanes que destruyen las cosechas y los sistemas de riego.

Entre los factores bidticos se encuentran un grupo humeroso de virus, bacterias,

hongos y nematodos fitopatégenos, los cuales se describen a continuacion.
2.3. Principales plagas que afectan al cultivo del frijol en Cuba

Los hongos y las bacterias constituyen dos grupos de organismos importantes
que afectan al cultivo del frijol. Los hongos asociados a las semillas provocan la
pérdida de su calidad, ya que afectan la viabilidad y reducen su germinacion
(Ghangaokar y Kshirsagar, 2013). Estos hongos inciden principalmente en el
campo (fitopatogenos) o durante su almacenamiento o conservacion (de
almacén). Aquellos que contaminan las semillas en el campo usualmente
permanecen inactivos durante su almacenamiento; sin embargo, los que inciden
en almaceén, producen afectaciones debido a su capacidad de crecer en
condiciones de baja humedad en la cuales la mayoria de los hongos no

consiguen desarrollarse.

La mayor parte de los hongos fitopatdgenos que afectan al frijol emplean las
semillas como via de introduccién hacia nuevas areas, donde bajo condiciones
favorables pueden causar pérdidas considerables en el cultivo. Aunque en Cuba
se desarrollaron varios estudios relacionados con la micobiota asociada a
semillas de frijol, muy pocos reflejan la incidencia por variedad de las diferentes
especies fungicas asociadas a este tipo de semilla, lo cual es importante analizar
con el objetivo de reducir la incidencia de estos patégenos y disminuir los costos

de produccidn dirigidos al control fitosanitario.

En estudios realizados por Martinez et al. (2014) se identificaron los principales
hongos asociados a semillas de frijol provenientes de 102 lotes de semilla de 16
variedades cultivadas en Cuba. Se determinaron un total de 679 aislados

fungicos pertenecientes a 34 especies de 20 géneros. De estas, Penicillium sp.
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(78,4%), Rhizoctonia solani Kiuhn (77,5%), Aspergillus niger van Tieghem
(68,6%) y Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. Snyder &
Hansen (51,0%) fueron las mas frecuentemente. En los casos de Rhizoctonia
solani (77,5%) y Macrophomina phaseolina (30,4%) (Figura 2), detectados los
lotes de semilla, constituyen dos de los patégenos mas importantes del frijol en
Cuba (Nerey et al., 2010).

Macrophomina phaseolina Sclerotium rolfsii

Figura 2. Fotografias de los hongos fitopatégenos del frijol Macrophomina

phaseolina y Sclerotium rolfsii. Fuente: autor.

También se identificé el patdgeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, de
interés cuarentenario para Cuba, que fue informado recientemente en campos
de frijol de las provincias Artemisa, Mayabeque y Matanzas (Martinez et al.,
2013; Martinez et al., 2014). Este resultado es importante ya que la transmisién
por semilla es una de las principales vias de dispersion de este patdgeno, que
presenta un rango amplio de hospederos y constituye una de las plagas mas
importantes del frijol, especialmente del cultivado en invierno y bajo riego (Parisi
et al., 2006).

Entre las bacterias que afectan al frijol estan Xanthomonas axonopodis
pv.phaseoli (Smith) Vauterin y Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli var.
fuscans (Burkholder) Starr & Burkholder, que provocan la enfermedad de
Bacteriosis comun o Tizon comun (Corzo et al., 2015).

El mecanismo principal de diseminacién de estos patdgenos es a través de la

infeccion externa o interna de la semilla, que representa una fuente importante
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de inoculo. Otras vias de propagacion son a través de la lluvia, el viento, los

insectos vectores y restos de cosecha infectados (Arayas, 2012).

Las pérdidas provocadas por este patdogeno en el rendimiento del cultivo estan
entre 10 y 40%, en dependencia de la susceptibilidad del cultivar y las
condiciones medioambientales (Asensio-Manzanera et al., 2005). En Cuba, esta
enfermedad se detect6 en las etapas de prefloracion, floracién y formacién de la
vaina, con afectaciones en el follaje entre 15y 48 %, y hasta 80% en cultivares
susceptibles (Stefanova, 1996).

2.4. Larizosferay su importancia agronémica

El término rizosfera fue denominado primeramente por Hiltner en 1904 para
describir aquella zona de maxima actividad microbiana, que corresponde al
volumen del suelo que esta bajo la influencia de las raices de las plantas. La
poblacién microbiana presente en la rizofera es relativamente diferente de la que
se encuentra a los alrededores, debido a la presencia de exudados que sirven
como fuente de nutricién al crecimiento microbiano. La composicién de estos
exudados depende del estatus fisioldgico de las plantas y de la especie vegetal

en conjunto con los microorganismos que comparten el mismo espacio.

La diversidad de microorganismos presentes en el suelo, su actividad y poblacion
dinamica, depende de varios factores como la composicién quimica y la textura
del suelo, la disponibilidad de agua, las fuentes de energia disponible, la
temperatura, la presion hidrostatica, el pH y el potencial de oxidacion-reduccion
(Delgado-Baquerizo et al., 2017). Ademas, la diversidad puede ser alterada por
factores antropogénicos como al urbanizacion, la agricultura y la contaminacion
(Huot et al., 2017).

La rizosfera constituye un area importante en las investigaciones agricolas que
se desarrollan durante muchos afios, debido a su incidencia sobre el crecimiento
de las plantas, la productividad de los cultivos, el reciclaje de nutrientes y otros
procesos ecosistémicos (Philippot et al., 2013). Por otra parte, una parte de los
microorganismos que se desarrollan en la rizosfera contribuyen notablemente no
solo al crecimiento de las plantas, sino también atentan el efecto negativo de

estreses bidticos y abioticos (Yadav y Saini, 2018). Esta fraccion de
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microorganismos beneficiosos se denomina en su conjunto Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal (MPCV). Dentro de este grupo se distinguen
las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (RPCV), las cuales se
caracterizan por ser no patogénicas, colonizar fuertemente las raices de las
plantas y estimular el crecimiento de las plantas por uno 0 mas mecanismos
(Babalola, 2010). Existe un rango amplio de especies de RPCV pertenecientes
alos géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter,
Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus y Serratia (Saharan y Nehra,
2011). Las RPCV representan entre el 2 y el 5% del total de las bacterias
rizosféricas (Antoun y Kloepper, 2001).

2.5. Potencialidades de las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento

Vegetal (RPCV) para el desarrollo de la agricultura

Las RPCV pueden afectar el crecimiento de las plantas mediante dos vias
fundamentales: directa e indirecta. La primera esta relacionada con la capacidad
de estas bacterias de sintetizar compuestos como fitohormonas que estimulan el
crecimiento, o sustancias que facilitan la solubilizacion y absorcion de ciertos
nutrientes del ambiente (Anupama et al., 2015; Jogaiah et al., 2016); mientras
que la via indirecta se asocia a mecanismos que permiten suprimir organismos
fitopatdgenos a través de la competencia por los nutrientes o de la produccién
de compuestos antimicrobianos (Berendsen et al., 2012; Jogaiah et al., 2016;
Flores-Nufez et al., 2018) (Figura 3).

Las RPCV también contribuyen a atenuar el impacto negativo de estreses
abidticos como el déficit hidrico sobre las plantas. La produccion de diferentes
compuestos como estimuladores del crecimiento, inducen la acumulacion de
osmolitos, sustancias antioxidantes, regulan positiva y negativa los genes de
respuesta a estrés y alteran la morfologia de las raiz, lo que permite el desarrollo

de la tolerancia a la sequia (Prasad et al., 2016).

2.5.1. Las RPCV como bioestimuladoras y biofertilizantes

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas poseen un potencial
elevado, para su uso como agentes estimuladores del crecimiento y desarrollo

de diferentes cultivos como Kalanchoe daigremontiana (Yong-Soon et al., 2015),
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Rubus glaucus Benth. cv. Thornless (Robledo-Buritici et al., 2018), Brassica
oleracea L. var. botrytis (Ekinci et al., 2014), Cydonia oblonga Miller (Arikan et
al., 2013), Capsicum annuum L. (Datta et al., 2015), Cicer arietinum L. (Singh et
al., 2017) y Musa spp. (Yuan et al., 2013).

Proveer de nutrientes a las plantas

v Fijacion de nitrégeno simbidtica y no simbidtica

Proteccién de plantas frente a | ¥ Produccion de fitohormonas:

” ; . X
sequia, salinidad y otros estrés / - &cldo Indolacético (AlA)
abidticos / - Citoguininas
- Giberelinas

v Medulacién en los niveles de marcadores
moleculares de estrés vegetal

(

v' Sclubilizacion de fosfatos y minerales

- Peroxidasas Mecanismos —
- Superdxido dismutasa de las RPCV \-\
- L-prolina
- Polifencloxidasa | \
v Produccién de ACC deaminasa J,/ /
S’ ’

Proteccién de las plantas frente a patégenos
(estrés bidtico)

Produccion de sideroforos

Produccion de HCN

Produccion de antibioticos

Produccion de enzimas degradadoras de la pared celular de hongos
- Glucanasas
- Quitinasas

v Resistencia Sistémica Inducida

L N N S

Figura 3. Mecanismos de las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal
(RPCV).

Las RPCV estimulan el crecimiento de las plantas mediante varios mecanismos
entre los que estan la produccion de sustancias reguladoras del crecimiento
como auxinas, giberelinas y citoquininas (Rayavarapu y Padmavathi, 2016;
Yousef, 2018) y la solubilizacién de minerales como el fésforo, el hierro y el zinc
(Giassia et al., 2016; Kumar et al., 2016) (Tabla 1).

Tabla 1. RPCV con actividad bioestimulante y/o biofertilizante.

RPCV Mecanismo Efecto Autor (es)
Bacillus spp. vy | Produccion de | Incremento en la | Thakur y Parikh,
Pseudomonas acido germinacion  de | (2018)
spp. indolacético, Araquis hipogea

L.
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solubilizacion de
fosfatos
Bacillus spp. vy | Produccion de | Aumento en la | Thakur et al.
Pseudomonas AlA, longitud de la | (2017)
spp. solubilizacion de | planta (Aloe vera
fosfatos, L.)
produccioén de
sideroforos
Bacillus spp. Produccion de Thanh y Tram
AlA, No evaluado (2018)
solubilizacion de
fosfato y
produccion de
sideroforos.
Bacillus spp. Produccion de Rayavarapu vy
AlA, giberelinas, No evaluado Padmavathi
solubilizacion de (2016)
fosfato y
produccién de
sideroforos.
Bacillus sp. cepa | Produccion de | Aumento en la | Buensanteai et
CaSuUTO007 AlA longitud del tallo y | al. (2013)
las raices de
Manihot
esculenta L.
Bacillus Produccion de | Aumento del peso | Ekinci et al.
megaterium AlA, giberelinas, | fresco del tallo, | (2014)
solubilizacion de | longitud, peso
fosfato seco y diametro
de la raiz de
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Brassica oleracea

L. var. botrytis

Bacillus sp. OSU- | Produccion de | Aumento del | Artkan et al.
142 AlA 'y giberelina peso, tamafo vy | (2013)

ndamero de frutos
de Cydonia
oblonga Miller

Bacillus Produccion de | Aumentodelpeso | Turan et al.
megaterium AlA y | fresco y seco del | (2014)

TV-91C, Pantoea solubilizacion de | tallo, peso seco
fosfato de la raiz,

agglomerans RK-
longitud de Ia

92, Bacillus
subtilis plantula, diametro
del tallo
TV-17C
Bacillus Produccion de | Incremento del | Yuan et al.

amyloliquefaciens | AIA y  acido | peso seco de raiz | (2013)
cepa NIN-6 giberélico y tallo de Musa

Spp.

2.5.1.1. Produccién de reguladores del crecimiento vegetal

Los grupos de sustancias reguladoras del crecimiento mas importantes son:
auxinas, giberelinas, citoquininas, acido abscisico y etileno. Entre estas
fitohormonas las tres primeras se consideran estimuladoras del crecimiento, por
sus funciones en los procesos de division y alargamiento celular. Estos
compuestos tienen funciones vitales en las plantas y son producidos tanto por
los vegetales como por los microorganismos. Aquellos dltimos que tienen la
capacidad de regular las producciones de las fitohormonas se les conoce como
fitoestimuladores. Los reguladores del crecimiento estan presentes en pequefias

cantidades pero influyen de manera marcada y variada en el crecimiento de las
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plantas, ya que afectan numerosos proceso morfolégicos, bioquimicos y

fisiologicos (Somers et al., 2004).

Entre los regulares del crecimiento naturales mas importantes esta el 4cido 3-
indolacético (AlA), el cual es una auxina indispensable para el desarrollo de
organos, respuestas celulares como la diferenciacion, el alargamiento y la
division celular y la regulacion de genes (Ryu et al., 2008). Existe un grupo
numeroso de bacterias que tienen la capacidad de producir fitohormonas como
el AlA, y este criterio se utiliza para identificar cepas productoras eficientes que

constituyen agente bioestimuladores potenciales (Khalid et al., 2004).

Est4 demostrado que la concentracion de auxinas es un factor de sensibilidad
para el proceso de germinacién de semillas. Bajas concentraciones estimulan el
crecimiento, mientras que las concentraciones elevadas inducen la inhibicién
(Arshad y Frankenberger, 1991). Los estudios relacionados con el efecto de las
bacterias productoras de AIA en el crecimiento de las plantas, asociaron las
especies bioestimuladoras con un incremento en la longitud de las raices que en
consecuencia aumenta el area de superficie de absorcion de nutrientes (Mandal
et al., 2007).

Los microorganismos asociados con las plantas son responsable de la
produccién de AIA por las vias L-triptéfano dependiente e independiente. Este
aminodcido es el precursor del AlIA y se encuentra en los exudados de las raices
de las plantas. Aproximadamente el 90 % del total de produccion se estima que
se produzca por la via independiente, mientras que solo el 10 % se sintetiza por

el mecanismo conocido mediante la utilizacion del triptéfano (ldris et al., 2007).

2.5.1.2. Solubilizacién de fosfatos

El fosforo es uno de los nutrientes mas importantes y limitantes para el
crecimiento de las plantas. Aunque es abundante en el suelo, aun provoca la
reduccion del crecimiento de las plantas, debido a que el 50 % del fésforo esta
en forma insoluble. En suelos calcareos esta como fosfato de calcio. Los fosfatos
inorganicos estan presentes en asociaciéon con diferentes elementos como
compuestos de aluminio o hierro. Las plantas solo pueden utilizar las formas

monobasicas o dibasicas del fésforo (Jha y Saraf, 2015).
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Los microorganismos generalmente contribuyen con el desarrollo de las plantas
mediante el uso y la conversion de las formas orgénicas e inorganicas del fésforo
como el fosfato de aluminio y fosfato de tricélcico, etc., en formas inorganicas
que pueden ser facilmente asimiladas por las plantas y posteriormente
incorporadas al metabolismo de las plantas para su desarrollo. Uno de los
mecanismos comunes para la solubilizacion de fosfatos, esté relacionado con la
secrecion de acidos orgénicos por los microorganismos, los cuales se forman
por el uso de azucares presentes en los exudados de las raices. Estos acidos
actlian como agentes quelantes y eliminan los cationes Ca?*, lo que provoca la
salida de los grupos fosfatos de los diferentes compuestos fosfatados presentes

en el suelo (Goswami et al., 2014).

Estudios realizados por Gunes et al. (2015) con diferentes cepas de Bacillus
megaterium, Pantoea agglomerans, Pseudomonas fluorescens y Hafnia alvei,
mostraron la produccion de diferentes tipos de acidos organicos como succinico,
citrico, lactico, butirico, malico, propionico, tartarico, malénico, maleico y
fumarico. Los valores mas elevados se obtuvieron en los primeros cuatro acidos

organicos mencionados anteriormente.

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) representan una nueva
alternativa en el campo de la agricultura para el desarrollo sostenible de las
producciones. Entre los grupos bacterianos que se caracterizan por solubilizar
fosfatos estan Bacillus, Pseudomonas y Rhizobium. Los microorganismos
solubilizadores de fosfato en accion a otras RPCV permitieron disminuir los
requerimientos de fosfatos y aument6 la calidad de los rendimientos, el uso
eficiente de los fertilizantes, menor contaminacion y menor impacto ambiental
(Yazdani et al., 2009). Los MSF constituyen entre el 20 y el 40 % de los
microorganismos que pueden ser cultivados y gran cantidad de estos pueden

colonizar la rizosfera (Chabot et al., 1993).

El llamado fitato (hexa fosfato) constituye aproximadamente el 80 % del fésforo
organico presente en el suelo. Los géneros Bacillus y Pseudomonas, también se
encuentran entre los microorganismos mas efectivos para la solubilizacion del

fitato y la incorporacién del fosfato a la cadena trofica (Patel et al., 2015).
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2.5.2. Las RPCV como antagonistas y biocontroladores de organismos

fitopatogenos

El empleo de rizobacterias como agentes biocontroladores de fitopatogenos
constituye un tema de investigacion en continuo crecimiento. Estas bacterias
representan una fuente de agentes con potencial como controladores biolégicos
de plagas de cultivos, que pueden ser utilizados como alternativas sostenibles a
la aplicacion de compuestos agroquimicos sintéticos (Méndez-Bravo et al.,
2018). Sin embargo, solo recientemente se le dado una atencion considerable a
la supresion de estos patdgenos que se asocian a las raices de las plantas, como

una alternativa para mantener la productividad de los agroecosistemas.

Los mecanismos antagonistas que presentan las RPCV estan relacionados con
la sintesis de enzimas hidroliticas tales como quitinasas, glucanasas, proteasas
y lipasas, que pueden provocar la lisis de las paredes celulares patogénicas de
los hongos (Neeraja et al., 2010; Maksimov et al., 2011); la competencia por
nutrientes y la colonizacion de nichos disponibles en la superficie de las raices
(Kamilova et al., 2005), la regulacion de los niveles de etileno en la planta a través
de la enzima ACC-deaminasa, la cual actia en la modulacion de los niveles de
etileno como resultado de estreses bidticos (Van Loon, 2007), asi como mediante
la produccién de sideréforos y antibiéticos (Tabla 2).

Tabla 2. RPCV con actividad antagonica a fitopatdogenos.

RPCV Mecanismo Fitopatdbgeno Autor (es)
Bacillus sp. Produccion de | Phytophthora Méndez-Bravo et
compuestos Cinnamonmi al. (2018)
volatiles
Bacillus Iturin (lipopéptido) | Alternaria panax, | Ji et al. (2013)
amyloliquefaciens Botrytis cinerea,

Colletotrichum
orbiculare y
Penicillium

digitatum
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Bacillus spp. Yy | Produccion de | Sclerotium rolfsii | Thakur y Parikh
Pseudomonas HCN, actividad |y Aspergillus | (2018)
spp. quitinolitica niger
Pseudomonas Produccion  de | Alternaria  spp., | Thakur et al.
spp. y Bacillus | HCN y de | Fusarium  spp., | (2017)
spp.- siderdéforos, Pythium spp.
actividad
quitinolitica
Bacillus Produccion  del | Fusarium Yuan et al. (2013)
amyloliquefaciens | lipopéptido iturin | oxysporum f. sp.
cepa NJIN-6 A y compuestos Cubense
organicos
volétiles
B. licheniformis Virus de la | Srinivasan y
MML2501, P. No determinado | N€Crosis del | Mathivanan
aeruginosa girasol (SNV) (2011)
MML2212,
Bacillus sp.
MML2551
Bacillus  cepas | Produccion  de | Fusarium Szilagyi-Zecchin
CNPSo 2477 vy |enzimas liticas y | verticillioides, et al. (2014)
CNPSo 2478 sideréforos Colletotrichum
graminicola,
Bipolaris maydis
y Cercospora
zea-maydis.
Bacillus sp. B19, | Lipopéptidos: Sclerotinia Sabaté et al
Bacillus sp. P12 y | surfactina, iturina | sclerotiorum (Lib.) | (2018)

Bacillus

y fengicina

de Bary
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amyloliquefaciens
B14

2.5.1.1. Producciéon de sider6foros

El hierro es un nutriente esencial para las plantas y la deficiencia de este
elemento provoca modificaciones metabolicas drasticas en los vegetales. Esto
se debe a que el hierro participa como un cofactor de varias enzimas
fundamentales, que catalizan reacciones en procesos fisiolégicos importantes
como la respiracion, la fotosintesis y la fijacion del nitrogeno. El hierro es
abundante en los suelos pero frecuentemente se encuentra de forma no
disponible para las plantas o para los microorganismos. La especie quimica
predominante es la forma oxidada Fe3* que reacciona para formar éxidos e
hidroxidos insolubles, inaccesibles para los diferentes organismos (Goswami et
al., 2016).

Las plantas poseen dos estrategias para realizar la absorcion eficiente del hierro.
La primera consiste en liberar compuestos organicos capaces de quelatar hierro
y convertirlo en una forma soluble que puede difundir hacia la planta, y
posteriormente reducirlo y absorberlo por sistemas enzimaticos presentes en la
membrana celular de la planta. La segunda via esta relacionada con la absorcion
del complejo formado por el compuesto organico y el Fe3*, donde el hierro es
reducido dentro de la planta. Algunas bacterias rizosféricas son capaces de
liberar moléculas quelatadoras de hierro hacia la rizofera, que constituyen
agentes quimicos que atraen este elemento hacia esta region donde puede ser

absorbido por la planta (Payne, 1994).

Los sideroforos son compuestos de bajo peso molecular, los cuales poseen
grupos funcionales capaces de unir hierro de manera reversible. Las bacterias
rizosféricas liberan estos compuestos para incrementar su potencial competitivo,
ya que estas sustancias tienen actividad antibidtica y favorecen la nutricién del
hierro de la planta. Ademas, estos compuestos mejoran la salud de las plantas
ya que dificultan el crecimiento de patdégenos, generalmente hongos, ya que
limitan la disponibilidad del hierro porque estos hongos no son capaces de
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absorber el complejo hierro-sideroforo, y los compuestos sideroforos se secretan

tienen menos afinidad que los producidos por las RPCV (Shen et al., 2013).

2.5.1.2. Produccién de enzimas hidroliticas

Uno de los mecanismos mas efectivos que utilizan los agentes biocontroladores
del suelo, esta relacionado con la produccion de enzimas que degradan o
modifican la pared celular de los patogenos (Kobayashi et al.,, 2002). Las
enzimas liticas secretadas por las RPCV como las B-1,3-glucanasas, las
quitinasas, las celulasas, las lipasas y las proteasas, tienen un efecto inhibitorio
directo sobre el crecimiento de las hifas de los hongos patdgenos, ya que las

mismas acttan degradando o modificando los componentes de la pared celular.

Las enzimas que degradan la pared celular afectan la integridad estructural de
la misma. La actividad quitinolitica de la cepa Serratia marcescens B2 sobre los
hongos Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum, evidencid varias anomalias
en las paredes celulares de estos patégenos como el hinchamiento parcial y
curvamiento de las hifas y ruptura de la misma por los extremos (Someya et al.,
2000).

La quitinasa es una de las enzimas mas importantes implicadas en los
mecanismos de biocontrol, ya que degrada la quitina, un polimero linear
insolubles formado por [-1,4-N-acetil-glucosamina, que constituye el
componente mayoritario de las paredes de los hongos. La B-1,3-glucanasa
sintetizada por cepas de Paenibacillus y Streptomyces spp., pueden degradar
las paredes celulares del hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum; mientras que
Bacillus cepacia expresa la -1,3-glucanasa, que destruye las paredes celulares
de otros patdogenos como Rhizoctonia solani, P. ultimum y Sclerotium rolfsii
(Compant et al., 2005).

2.5.1.3. Produccién de antibi6ticos

La produccion de uno o mas tipos de antibidticos es el mecanismo mas comuan
gue expresan los agentes antagonistas de fitopatdogenes, como las RPCV (Glick
et al., 2007). El conocimiento sobre los mecanismos de la antibiosis (actividad
de biocontrol basada en la secrecion de moléculas que destruyen o reducen el

crecimiento de patdgenos), se conoce con mas detalle a partir de un grupo
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numeroso de investigaciones realizadas en las ultimas dos décadas (Lugtenberg
y Kamilova, 2009). Los antibioticos constituyen un grupo heterogéneo de
compuestos organicos de bajo peso molecular que son nocivos para el

crecimiento o la actividad metabdlica de otros microorganismos (Duffy, 2003).

Las RPCV biocontroladoras estan dotadas fundamentalmente de la capacidad
de producir antibidticos contra numerosos hongos fitopatdgenos y bacterias.
Estas rizobacterias producen uno o mas tipos de antibiéticos como el 2,4-
diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), los compuestos de fenazina (Phz), la
pirrolnutrina (Prn), y el piluteorin (Plt) (Raaijmakers et al., 1997). Las PGPR
pertenecientes a los géneros Bacillus y Pseudomonas tienen una funcién
importante en la supresion de patégenos de plantas, mediante la produccion y
secrecion extracelular de metabolitos que son inhibitorios incluso a bajas

concentraciones (Goswami et al., 2016).

Las bacterias del género Bacillus producen una amplia variedad de antibiéticos
antibacterianos y antifungicos. Entre estos compuestos estan la subtilina, la
subtilosina A, la TasA y la sublancina, los cuales tienen un origen ribosomal;
mientras que otros como bacilisina, clorotetaina, micobacilina, rizocticina,
bacilaene, difficidina y lipopéptidos son producidos por péptido sintetasas no

ribosomales (Leclere et al., 2005).

La cepa Bacillus cereus UW85 que produce los antibidticos zwittermicina Ay B,
suprimen enfermedades con mayor efectividad que las cepas de Bacillus que no
produce antibidticos (Stabb et al., 1994). Esta cepa demostré ser efectiva
también contra el patégeno Phytophtora (Emmert y Handelsman, 1999). En
general, el antibiético zwittermicina A producido por esta cepa puede afectar
negativamente el crecimiento y la actividad de un amplio rango de hongos
fitopatdgenos (Silo-Suh et al., 1998).

Muchas otras especies del género producen antibiéticos, de las cuales la mas
importante es Bacillus subtilis (Foldes et al., 2000), la cual esta distribuida
ampliamente en los sistemas agricolas. La cepa comercial mas exitosa es B.
subtilis GBO3, la cual coloniza efectivamente las raices y constituye un
ingrediente activo de uno de los biofungicidas mas ampliamente distribuidos
(Kodiac, Gostafson LLC) (McSpadden y Fravel, 2002). B. subtilis A13 es otra
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cepa de buenos resultados en el biocontrol, la cual ademas de inhibir nueve
patogenos enfrentados in vitro, estimuldé subsecuentemente el crecimiento de
cereales y zanahorias cuando se inocul6 a las semillas (Kim et al., 1997). Bacillus
spp. se considera un candidato importante para Su uso como agentes
biocontroladores en programas de inoculacion de semillas contra patégenos del
suelo (Walker et al., 1998).

Las bacterias del género Pseudomonas también producen diversos tipos de
metabolitos con actividades biolégicas importantes como antiviral,
antimicrobiana, antialimentaria de insectos y mamiferos, antihelmintica,
fitotoxica, antioxidante, citotoxica y antitumoral (Hammer et al., 1997). Varias
cepas de Pseudomonas spp. son utilizadas para el control de enfermedades en
diferentes cultivos y otras especies sin interés agricola. Durante la fase de
crecimiento estacionaria, las cepas biocontroladoras de Pseudomonas sintetizan
los antibidticos &cido carboxilico fenazina, 2,4-DAPG, pioluterina y pirrolnitrina
(Schnider et al., 1995).

El cianuro de hidrégeno constituye otro grupo importante de antibioticos de
naturaleza volatil, con efecto antagonico a diferentes fitopatdgenos. La
produccion de este gas se observé en diferentes RPCV como la cepa de Bacillus
sp. AvSB-5 y la cepa Pseudomonas sp. AvSP-7 (Thakur et al., 2017), Bacillus
sp. cepas BAl, BA4, BA6-8 (Karuppiah y Rajaram, 2011), Bacillus
amyloliquefaciens cepa sks_bnj_1 (Sharma et al., 2013) y Pseudomonas sp.,
Serratia sp. y Bacillus sp. (Agbodjato et al., 2015). Este compuesto se considera
un agente biolégico importante para el control de varios patégenos de plantas,
ya que forma complejos con metales como el cobre e inactiva enzimas como la
citocromo oxidasa, de la cadena de trasporte electronico. Esto provoca una
interrupcion en la produccion de energia metabodlica (ATP) que es requerida
para todas las funciones metabdlicas de cualquier organismos (Blumer y Haas,
2000).

2.5.1.4. Produccién de bacteriocinas

Las bacteriocinas constituyen otro grupo de moléculas que utilizan los

microorganismos en su sistema de defensa. Estos compuestos difieren de los

20



Seleccion de aislados de Bacillus spp. con propiedades antagdnicas | 2019
de fitopatdégenos y actividad mananolitica

antibioticos tradicionales en que comunmente tienen un espectro de destruccion
relativamente estrecho, y son téxicos solamente a bacterias relacionadas
estrechamente con la cepa productora (Riley y Wertz, 2002). Casi todas las
bacterias pueden producir al menos un tipo de bacteriocina y muchas veces se
nombran a partir del nombre cientifico del microorganismo que la produce:
Escherichia coli (colicinas), P. pyogenes (piocinas), Enterobacter cloacae
(cloacinas), Serratia marcescens (marcescinas) y Bacillus megaterium
(megacinas) (Cascales et al., 2007). La importancia de las bacteriocinas de
Bacillus spp. aumento6 notablemente debido al espectro de inhibicion amplio que
muestra algunas veces, en comparacion con las bacteriocinas de otros grupos

como las bacterias lacticas (Abriouel et al., 2011).

2.5.1.5. Resistencia sistémica inducida

La resistencia sistémica inducida (ISR, por las siglas en inglés) constituye otro
mecanismo mediante el cual las PGPR pueden proteger a las plantas de
enfermedades. Este proceso esta relacionado con un aumento de la defensa del
hospedero (planta) frente a patégenos, cuando entra en contacto con las PGPR.
Esto se manifiesta con una reduccion de la severidad o incidencia de
enfermedades provocadas por patdégenos, que estan separados espacialmente
del agente inductor (van Loon et al., 1998). Mayormente, la resistencia inducida
es de caracter no especifico y provoca un aumento de la resistencia basal a
numerosos patdgenos simultaneamente, lo cual constituye un beneficio
importante en condiciones naturales donde mdltiples patdégenos se encuentran
presentes (Van Loon and Bakker, 2006; Thakker et al., 2007; Thakker et al.,
2011).

Las RPCV utilizan varios mecanismos para inducir la Resistencia Sistémica de
las plantas, los cuales estan relacionados el reforzamiento de la pared celular o
la liberacion de compuestos quimicos para la defensa contra el agente causante
de la enfermedad. Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum Mill.) tratadas
con la cepa Bacillus pumilus SE34, indujo un reforzamiento de las paredes
celulares del tomate frente a F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Benhamou

et al. 1998). Este tipo de reaccion de defensa rapida no permite que el patégeno
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invada a la planta y ademas da al patdgeno tiempo suficiente para utilizar otros

mecanismos de defensa contra el patdgeno.

La Resistencia Sistémica Inducida también puede ocurrir mediante la
acumulacion de proteinas relacionadas con la patogénesis, como las enzimas
liticas B-1,3 glucanasas y endoquitinasas (Maurhofer et al., 1994). Estas enzimas
se acumulan en el sitio de penetracion de las hifas del hongo F. oxysporum f. sp.
pisi, lo que provoca la degradacion de la pared celular del hongo (Benhamou et
al., 1996). De manera similar, las enzimas quitinasas y peroxidasas también
pueden inducir la resistencia sistémica en la cafia de azlcar (Saccharum spp.)

(Viswanathan y Samiyappan, 1999).

Las plantas producen otras enzimas de defensa de activino no litica como la
fenilamonio-liasa (PAL, por sus siglas en inglés) y la polifenol oxidasa. Mientras
que la ultima participa en la formacion de la lignina junto a las peroxidasas, la
PAL y otras enzimas estan relacionadas con la produccion de fitoalexinas
(Figueiredo et al., 2010). Estos compuestos constituyen metabolitos secundarios
o antibioticos de bajo peso molecular, producidos por las plantas en respuesta a
estreses fisicos, quimicos o biolégicos y son capaces de prevenir o reducir la
actividad de los patégenos. La velocidad de produccion de las fitoalexinas
depende del genotipo de la planta y/o del patégeno (Daniel y Purkayastha, 1995).

Las RPCV tales como cepas de Pseudomonas pueden inducir la resistencia
sistémica en cultivos como el clavel (Dianthus sp.), la remolacha y Arabidopsis
thaliana L., donde una cadena lateral antigénica del membrana lipopolisacéarida
externa actla como el determinante inductor; mientras que el sideréforo
pseudobactin induce la resistencia sistémica en tabaco (Nicotiana tabacum L.) y
Arabidopsis thaliana L. Otro tipo de sideréforo conocido como la pseudomanina,
producido por cepas de Pseudomonas, induce la produccion de acido salicilico
en el rAbano (Raphanus raphanus) lo cual eleva la defensa de la planta (Van
Loon y Bakker, 2006). De esta forma, las rizobacterias inductoras en las raices
de las plantas producen sefales, las cuales se extienden sistematicamente
dentro de las plantas y elevan la capacidad defensiva de los tejidos distantes de

la infeccién por patdgenos (Thakker et al., 2012).
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En trabajo realizado por Srinivasan y Mathivanan (2011), la aplicacién de un
consorcio de B. licheniformis, Bacillus sp., P. aeruginosa y S. fradiae a plantulas
de girasol (Helinannus annus L.) infestadas con el virus de la necrosis del girasol
(SNV), redujo el titulo viral y no se observaron sintomas de la enfermedad ni se
detecto la presencia de patdgeno en hojas jovenes, luego de 45 dias de iniciado
el tratamiento. Este resultado evidencié un efecto positivo del consorcio en la

induccion sistémica de la planta.

La efectividad de la aplicacién de las RPCV se mantiene durante cierto tiempo y
posteriormente disminuye con el tiempo. Este hecho determina el nimero de
aplicaciones de las formulaciones de RPCV que se necesitan para mantener
niveles de resistencia en los cultivos (Dalisay y Kuc, 1995). EI método de
aplicacion también afecta la durabilidad de la efectividad. La aplicacion foliar de
Pseudomonas fluorescens puede dar una resistencia a intervalos de 15 dias en
el manejo de enfermedades en el arroz (Oryza sativa L.) (Vidhyasekaran et al.,
1997).

Los experimentos conducidos por Nayar (1996) indicaron que la induccion de los
mecanismos de defensa de P. fluorescens persistieron hasta 60 dias mediante
el tratamiento de las semillas, 30 dias por su aplicacién en el sistema radicular y
15 dias asperjado en las hojas. La duracion de la resistencia inducida varia
también en dependencia del tipo de cultivo y de cepa de RPCV que se utilice
(Viswanathan, 1999).

2.5.1.6. Produccién de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)

deaminasa

El acido 1-aminociplopropano-1-carboxilico (ACC, por sus siglas en inglés) es el
precursor de la fitohormona etileno. Este compuesto gaseoso es producido de
manera natural por las plantas, sin embargo, su nivel aumenta significativamente
bajo condiciones de estrés abiotico como la sequia, la salinidad y el
encharcamiento (Etesami et al., 2015; Jha y Saraf, 2015). Este compuesto se
conoce como la fitohormona del estrés y tiene un efecto detrimental en las
plantas, donde provoca senescencia y abscision de las hojas, clorosis y la

marchitez de las flores.
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Numerosas PGPR poseen la capacidad de producir la enzima ACC deaminasa
(EC 4.1.99.4), que degrada el compuesto ACC, lo cual inhibe su conversién a
etileno. Las plantas tolerantes a estreses abidticos producen cantidades
considerables de ACC, el cual es transformado en amonio y a-cetobutirato por
la enzima bacteriana ACC deaminasa, que impide de esta forma la produccion

de etileno y protege a la planta del efecto perjudicial del etileno (Glick, 2014).

Estudios con diferentes PGPR productores de ACC deaminasa mostraron un
retardo de la senescencia de las flores en el clavel (Ali et al.,, 2012) y una
proteccion frente a estreses inducidos por temperatura, anegamiento,
radiaciones ultravioletas y metales pesados (Mayak et al., 2004; Ali et al., 2012;
Glick, 2014).

2.6. Importancia del género Bacillus como RPCV

Bacillus spp. posee un potencial elevado para desarrollar funciones fisiol6gicas
importantes y diversas en interacciones multiespecies que ocurren en
ecosistemas (Kloepper et al. 2004; Van der Ent et al. 2009) y se utiliza
ampliamente por su asociacion simbiético con plantas y su actividad antagonista
contra patdgenos de diferentes cultivos (Compant et al. 2005). La actividad
promotora del crecimiento de Bacillus spp., se asocia a la produccién de diversas
moléculas con un espectro amplio de actividades (Ongena y Jacques, 2008), las
formulaciones estables de endosporas (Errington, 2003), la multiplicacion masiva
in vitro, la colonizacion rapida y extensiva y la competencia en la rizosfera bajo

condiciones de estrés (Chowdhury et al., 2013).

Numerosas especies de Bacillus como B. cereus, B. subtilis y B.
amyloliquefaciens, son colonizadores exitosos de las plantas (Kloepper et al.
2004). Por ejemplo, B. cereus es un colonizador de raices persistente y
relativamente abundante, que muestra actividad antifingica y capacidad de
estimular el crecimiento vegetal en diferentes especies (Chang et al., 2007; Dutta
et al.,, 2013). Bacillus subtilis es una de las rizobacterias predominantes y
presenta un espectro amplio de beneficios a las plantas como actividades
antibacteriana y antifingica (Kinsella et al., 2009), incrementa el rendimiento y la

capacidad reproductiva (Sharaf-Eldin et al., 2008) y eleva las defensas contra la
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plaga Bemicia tabaco (Valenzuela-Soto et al., 2010). Bacillus
amyloliquefaciensis también es abundante en la rizosfera, coloniza exitosamente
las raices, incrementa el rendimiento (Chowdhury et al., 2013) y promueve el
crecimiento de las plantas indirectamente mediante la supresion de patégenos
(Kim y Chung, 2004).

Estudios realizados por Guillén-Cruz et al. (2006) demostraron un efecto
marcado en el crecimiento y en el desarrollo del pimiento (Capsicum annuum L.),
con la aplicacion de cuatro aislados de Bacillus en un suelo infestado con los
patdogenos que provocan la pudricion de la raiz. La aplicacion de las bacterias
incremento la altura de la planta en un 20 % y el rendimiento al final del cultivo
en 270 %. También, se redujo la incidencia en un 80 % y la severidad de
pudricion de raiz en 39 %, respecto al testigo. Las especies identificadas
molecularmente fueron Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis y

Bacillus subtilis.

2.7. Importancia del género Bacillus con fines industriales

Bacillus spp. se considera un género muy promisorio para la obtencién de
enzimas con diferentes aplicaciones industriales. De este grupo bacteriano se
extraen enzimas versatiles como amilasas, proteasas, celulasas, hemicelulasas,

xilanasas y mananasas, entre otras.

Las mananasas son particularmente importantes por nimero de usos que
poseen. Este grupo de enzimas degradan el manano, el cual constituye el
componente mayoritario de la fraccion hemiceluldsica de las maderas blandas,
y se encuentra en practicamente todos los tejidos de las plantas y son producidas
por numerosos organismos como hongos, actinomicetos, plantas y animales.
Las enzimas que mas degradan el manano son la 3-mananasa (E.C 3.2.1.78),
la B-manosidasa (E.C 3.2.1.25) y la B-glucosidasa (E.C 3.2.1.21). La B-
mannanasa degrada la hemicelulosa en oligdbmeros cortos, que pueden ser

hidrolizados posteriormente a manosa por B-manosidasas.

Entre las aplicaciones que poseen estas enzimas estan su uso en la produccion

de alimentos, la extraccion de café, la produccion de etanol, y las industrias
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farmacéuticas y de fabricacion de pulpa y papel (Van Zyl et al., 2010; Chauhan
et al., 2012).

2.8. Comercializacion de las PGPR como agentes biofertilizantes y

biocontroladores

Numerosas cepas de PGPR estan disponible comercialmente como productos
formulados que se emplean como biofertilizantes y agentes biocontroladores
(Jhay Saraf, 2015). Los biofertilizantes bacterianos son formulados de diferentes
maneras y estan disponibles en el mercado. Por ejemplo, se utiliza la formulacién
de esporulados de bacterias Gram positivas resistente a la desecacion y al calor,
ya que pueden producir formulaciones estables. Como una alternativa a las
formulaciones de polvos esta la suspension de microorganismos en aceite,
donde el propdsito es excluir el oxigeno del medio, lo que evita que ocurra el

proceso de respiracion (Kamilova et al., 2015).

La comercializacion de productos a base de PGPR constituye un tépico de
actualidad, y numerosas industrias comercializan cepas de bacterias y hongos
como biofertilizantes a base de PGPR, entre los que se pueden estan “Biofox”
(www.biofox.com), para el control de Fusarium moniliforme; Ecosoil
(www.ecosoil.com), una formulacién con Pseudomonas aureofaciens que se
utiliza para control de diferentes patégenos como Pythium aphanidermatum y
Michrochium patch. Un producto a base de Streptomyces griseoviridisstrain K61
se comercializa con el nombre de “AgBio” (http://www.agbio-inc.com), el cual
inhibe a patégenos importantes como Fusarium spp., Alternaria brassicola,
Phomopsis spp., Botrytis spp., Pythium spp. y Phytophthora spp. que provocan
enfermedades en numerosos cultivos y plantas ornamentales. Un biofertilizante
que contiene esporas de Bacillus licheniformis SB3086 fue elaborado por la
campafiia estadounidense Novozyme (http://www.bioag.novozymes.com/), el
cual actia como solubilizador de fosfato y es efectivo contra la enfermedad dollar
spot de las plantas. El biocontrolador comercial “EcoGuard” se comercializa
como una suspension concentrada de esporas de Bacillus licheniformis SB3086,
el cual es efectivo como inhibidor natural frente a una variedad de hongos
patdgenos agrondémicamente importantes, particularmente la antracnosis

(https://www.harrells.com/uploads/products/labels/ecogua.pdf).
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En Cuba se desarrollan varios tipos de estos productos como Azofert®, el cual
mostré resultados satisfactorios en el cultivo del frijol en condiciones de estrés
hidrico (Estrada et al., 2017). Estos autores inocularon el producto en dos
variedades (CC-25-9R) y Tomeguin-93 con riego y sin riego en la etapa
reproductiva. En ambas variedades se observo un efecto positivo del producto
tanto en presencia de riego como en condiciones de déficit hidrico. Este efecto
esta en dependencia de la persistencia y del funcionamiento simbidtico de las
cepa bacteriana de Rhizobium que forma parte del producto, frente a diversos
factores como la sequia, la falta de nitrogeno y la capacidad de exudacion de las
raices, lo que estara a su vez determinado por las asociaciones planta-
microorganismo que sean capaces de permitir la supervivencia y la tolerancia

durante la restriccion hidrica (Da Silva Lobato et al., 2013).
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lIl. MATERIALES Y METODOS
3.1. Etapas generales de la investigacion

La investigacion se desarrolld en los laboratorios del Centro de Estudios
Biotecnoldgicos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de
Matanzas. El trabajo se desarrollé en varias etapas las cuales se muestras a
continuacion (Figura 4).

—— Etapa 1. Aislamiento de las colonias bacterianas

5 Colecta de las muestras (10 g)
—— Crecimiento en medio Caldo Nutriente
—— Diluciones seriadas 10— 107

_____» Siembra en medio Agar Nutriente (107 - 10°9)

—» Aislamiento y siembra en cuiias de Agar Nutriente

Etapa 2. Identificacion de cepas de Bacillus Gram + esporulados

» Tincion de Gram
—— Seleccién de aislados bacilares Gram +
— Tincion para observacion de endosporas

» Seleccion de aislados bacilares Gram + formadores de endosporas

‘—— Purificacion de los aislados

—— Etapa 3. Ensayos microbioldgicos

. » Actividad litica de los aislados
—— Actividad quitinolitica / glucanolitica

» Actividad proteolitica

—— Actividad lipidica
.~ » Produccion de cianuro de hidrogeno

» Producciéon de mananasas

Etapa 4. Conservacion de los aislados

Seleccion de los aislados de mayor potencial antagénico

___» Conservacion de los aislados

Figura 4. Esquema general de la investigacion.
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3.2. Aislamiento de las colonias bacterianas
3.2.1. Colecta de las muestras

Se colectd suelo rizosférico de tres variedades de frijol en distintas localidades
de los municipios Colon y Unién de Reyes de la provincia de Matanzas (Tabla
3). Se obtuvieron muestras de 11 sitios diferentes en cada area de siembra,
mediante un disefio de bandera inglesa (Figura 5A). El material se colecté en
frasco estériles de 50 mL con ayuda de una espétula también estéril (Figura 5B).
Las muestras se trasladaron hacia el laboratorio para su inoculacion en medio

Caldo Nutriente.

Tabla 3. Variedades de frijol y localidades seleccionadas para la colecta de suelo

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

Tomeguin 93 del municipio Colon, colectadas en frascos plasticos estériles.
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3.2.2. Siembra en Caldo Nutriente

Con el objetivo de incrementar la poblacion bacteriana presente en el suelo
rizosférico, las muestras colectadas (10 g) se inocularon en 100 mL de medio
Caldo Nutriente contenidos en erlenmeyers de 250 mL. Las muestras se
incubaron en agitacion (130 rpm) a 37 °C, durante 72 h (Figura 6A).
Posteriormente, los medios de cultivo se colocaron en bafio de Maria a 80 °C
durante 12 minutos para eliminar todas las formas vegetativas y comenzar el

aislamiento a partir de endosporas resistentes a estas condiciones (Figura 6B).

Figura 6. Crecimiento de las muestras se suelo rizoférico en Caldo Nutriente. A:
erlenmeyers con muestras posterior a la inoculacion. B: suspensiones en
zaranda. C: crecimiento microbiano en el medio de cultivo posterior a 72 h de

incubacion. D: tratamiento de calor a las suspensiones microbianas.

3.2.3. Diluciones seriadas y siembra en medio Agar Nutriente

Posterior al choque térmico se realizaron diluciones seriadas (10! y 10-°) a partir
de las suspensiones microbianas en soluciones salinas (NaCl 0,9 %) (Figura 7).
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Se tomaron alicuotas de 100 uL de las diluciones 107, 108y 10°y se transfirieron
a placas Petri 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 sembrd por triplicado. Las placas se

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

Figura 7. Diluciones seriadas a partir de las suspensiones microbianas crecidas

en medio Caldo Nutriente.

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 con medio Agar Nutriente en
forma de cufia. Los aislados se identificaron numéricamente (Tabla 4, Figura 8).
Las muestras se colocaron en condiciones similares descritas en el acapite

anterior.

Tabla 4. Nomenclatura utilizada para la identificacion de los aislados de bacilos.

Nombre de los aislados Descripcion

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

TCol 1,2...n Aislados de la variedad Tomeguin 93 del
municipio Colén
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TS 1,2...n Aislados de la variedad Tomeguin 93 de la
localidad Sabanilla del municipio Unién 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
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Figura 8. Aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera de la variedad Cuba

Cuento Negro.

3.2.5. Identificacion de las cepas de Bacillus Gram + productoras de

endosporas

Posterior a las 24 h de crecimiento se realizaron tinciones de Gram a todas las
de las colonias, para identificar los aislados Gram positivos con morfologia
bacilar. A las colonias que mostraron estas caracteristicas se le realizé una
tincion verde de Malaquita a las 72 h 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).
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Figura 9. Tincion de Gram (A) y purificacion del aislado TCol 22 (B).

3.3. Ensayos microbioldgicos
3.3.1. Actividad quitinolitica y/o B-1,3-glucanolitica

La levadura panadera (Saccharomyces cerevisiae) contiene en sus paredes
celulares quitina y B-1,3-glucano (Klis et al., 2002); por lo cual, la produccion de
B-1,3-glucanasa y/o quitinasa por los aislados bacterianos se determind
mediante el crecimiento de las mismas en un medio de cultivo con levadura
(Gaye, 2016). 4,0 g.L! de levadura panadera y 16 g.L! de agar fueron
autoclavados a 121 °C durante 20 min. Los aislados fueron sembrados en placas
Petri con el medio de cultivo. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. La
presencia de una zona clara alrededor de las colonias indic6 la produccién de B-

1,3-glucanasa y/o quitinasa.

Para el célculo de la eficiencia de midieron los halos claros con el uso de una
regla milimetrada. El resultado se expresé en porcentaje mediante la formula

siguiente:

E (%)= =100

Donde,
E: eficiencia

Z: zona de hidroélisis
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C: zona de crecimiento de la colonia

3.3.2. Actividad lipidica

La actividad lipidica se determiné mediante la siembra de las cepas en un medio
de cultivo compuesto por peptona (10 g.L™?), cloruro de calcio (0,1 g.L™?), cloruro
de sodio (5 g.L?), agar (15 g.L ) y 10 mL del detergente Tween 80 (Omidvari,
2008). La peptona y las sales se disolvieron en 990 mL de agua destilada.
Posteriormente se autoclavaron por separado el Tween 80 y el medio a 121 °C
durante 20 min. Previo a verter el medio de cultivo en las placas Petri se
mezclaron y homogenizaron el Tween 80 y el resto de los componentes del
medio. Las placas con los aislados sembrados se incubaron a 37 °C durante 48
h. Las deposiciones (zonas claras) alrededor de las colonias bacterianas
indicaron la actividad de la enzima lipasa. El indice de potencia se determino
mediante la medicion del diametro de zona de deposicion (hidrolisis) con el
empleo de una regla milimetrada. Para el célculo del indice de potencia se utilizé
la féormula descrita en el acépite 3.3.1.

3.3.3. Actividad proteolitica

La actividad proteolitica se realiz6 de acuerdo al método de Marhofer et al.
(1995). Los aislados fueron sembrado en placas Petri con medio de cultivo
compuesto por 15 g.L! de leche descremada, 0,5 g.L! de extracto de levadura,
15 g.L! de agar. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Los diametros
de los halos claros alrededor de las colonias se midieron con una regla
milimetrada para determinar la actividad proteolitica segun la formula descrita en

el acépite 3.3.1.

3.3.4. Produccion de cianuro de hidrogeno (HCN)

Se utilizé el método de Lorck (1948) para determinar la capacidad de produccién
de cianuro de hidrégeno de los aislados bacterianos. El medio Agar Nutriente se
suplementé con 4,4 g.L* de glicina y se autoclavé a 121 °C durante 20 min. Los
aislados se sembraron por estrias en placas Petri con la ayuda de un asa
calibrada. Posteriormente se humedecié una capa de papel de filtro Whatman

No. 1, en una solucidon compuesta por carbonato de sodio (Na2CO3) al 2% y acido
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picrico 0,5 %. El papel humedecido se coloco en la tapa superior de la placa Petri
y posteriormente se sellé con para-film. Las placas Petri fueron incubadas a 37
°C durante cuatro dias. El cambio de coloracion de amarillo a naranja-rojizo
indico la produccién de cianuro de hidrogeno. Se utiliz6 como control una placa

Petri con medio de cultivo sin inocular.

2.3.5. Actividad mananolitica

Se determindé mediante el método de Matos et al. (2018). La siembra de los
aislados bacterianos se realizé en Medio Minimo de Sales (NaCl 0,1 %, KH2POa4
0,3 %, K2HPO4 0,6 %, MgSO4 0,12 %, peptona 0,5 %, extracto de levadura 0,3
%) suplementado con goma de algarrobo (LBG, de las siglas en inglés) (0,5 %)
y agar 15 g.L. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. La actividad
mananolitica se observo mediante la tincion del medio de cultivo con Rojo Congo
(0,5 %). La presencia de un halo de hidrolisis alrededor de la colonia indico
produccién de mananasas. El indice de potencia de los aislados se determind
mediante la formula descrita en el acapite 3.3.1.

2.4. 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.

2.5. 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 Multiples de Student-Newman-Kwels
(SNK) (P<0,05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Aislamiento de las colonias bacterianas

Los resultados generales del proceso de aislamiento de colonias de bacilos se
muestran en la Tabla 5. Se obtuvo un total de 437 aislados entre bacilos
espulados (141), bacilos no esporulados (79), cocos (189) con diferentes
agrupaciones (diplococcus, tetracoccus, en sarcinas, etc.), asi como otras
formas, fundamental fundamentalmente actinomicetos (28) (Figura 10). El
porcentaje general de formas bacilares con capacidad de esporular con respecto

al total de aislados fue de 32,27 %.

Tabla 5. 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

TCol21

Figura 10. Fotografias de aislados de bacilos productores de esporas obtenidos

de la rizosfera de la variedad Tomeguin 93 del municipio Col6n.
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4.2. Actividad litica de los aislados bacterianos
4.2.1. Actividad B-1,3-glucanolitica y/o quitinolitica

La Figura 11 muestra el porcentaje de aislados con actividad -1,3-glucanolitica
y/o quitinolitica. Los aislados obtenidos de las variedades Cul 156 y Tomeguin
93 de Cabezas, Unidn de Reyes, mostraron el porcentaje méas alto con un 84,85
% y 80,00 %, respectivamente. El valor mas bajo se observo en los aislados
obtenidos de la variedad Cuba Cueto Negro (28,57 %).
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Figura 11. Porcentaje de aislados de bacilos con actividad p-1,3-glucanolitica y/o

quitinolitica por variedad/localidad.

Los aislados Cul22, TCab2, TCol72, TS34, TS147, TS74 y TS104 mostraron las
actividades mas elevadas (Tabla 6, Figura 12). El 60,6 % de los aislados Cul
mostraron una actividad alta o moderada; mientras que los valores mas bajos se
obtuvieron en el caso de los aislados CN donde solamente el 22,22 % manifesto
una actividad moderada o baja. Entre los aislados con mayor actividad, mas de
la mitad (57 %) correspondieron a la variedad Tomeguin 93 de la localidad de
Sabanilla.
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Tabla 6. Aislados bacterianos que mostraron actividad (-1,3-glucanolitica y/o

quitinolitica.

Cepa Actividad Cepa Actividad Cepa Actividad
Cul 22 +++ Cul 63 ++ Cul 9 +
TCab 2 +++ Cul 37 ++ Cul 37 +
TCol72 +++ TCab1l ++ Cul 57 +
TS 34 +++ T Cab 8 ++ TCab7 +
TS 147 +++ T Cab 20 ++ T Cab 6 +
TS 74 +++ TCab9 ++ T Cab 51 +
TS 104 +++ T Cab 10 ++ T Col 59 +
Cul 31 ++ TCab 19 ++ T Col 7 +
Cul 6 ++ T Cab 23 ++ T Col 21 +
Cul 7 ++ T Col 57 ++ T Col 49 +
Cul 50 ++ T Col 58 ++ T Col 48 +
Cul 32 ++ TS 114 ++ T Col 68 +
Cul 36 ++ TS 97 ++ TS 15 +
Cul 16 ++ TS 112 ++ TS 110 +
Cul 53 ++ TS 142 ++ TS 96 +
Cul 26 ++ TS 115 ++ TS 48 +
Cul 35 ++ TS 84 ++ TS 47 +
Cul 63 ++ CN 65 ++ TS 83 +
Cul 19 ++ CN 84 ++ CN 59 +
Cul 20 ++ Cul 54 + CN 19 +
Cul 39 ++ Cull + CN 69 +
Cul 33 ++ Cul 3 + CN 85 +
Cul 62 ++ Cul 18 +
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Cul 21 ++ Cul 30 +

Actividad: +++ alta, ++ moderada, + baja.

Figura 12. Actividad [B-1,3-glucanolitica y/o quitinolitica de los aislados
bacterianos. A: Variedad Tomeguin 93 de Cabezas, B y D: variedad Tomeguin
de Colon, C: variedad CUI156.

Estos resultados coinciden con estudios de bioprospeccion donde se
evidenciaron las potencialidades de Bacillus spp. para producir quitinasas (Dar
et al., 2018). La actividad quitinolitica y/o -1,3-glucanolitica mostrada por varios
de los aislados estudiados, indican un uso potencial de éstos como agentes
biocontroladores, debido a la capacidad que tienen estas enzimas de inhibir el

crecimiento de las hifas de los hongos fitopatégenos, ya que pueden provocar la
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lisis 0 modificaciones a las paredes celulares de estos organismos (Haldar y
Sengupta, 2015).

La actividad litica de estas enzimas se debe a que las quitinasas (endo y
exoquitinasas) degradan la quitina, un polimero linear insoluble de 3-1,4-N-acetil-
glucosamina, el cual constituye el componente fundamental de las paredes
celulares de los hongos. Las B-glucanasas, por otra parte, pueden actuar
mediante dos mecanismos, las exo B-glucanasas hidrolizan la cadena de [3-
glucano por sucesivos cortes que provocan la liberacion de residuos de glucosa
en el extremo no reductor de la cadena; mientras que las endo- B-glucanasas
rompen los B-enlaces aleatoreamente a lo largo de la cadena, con la

consiguiente produccién de oligosacaridos pequeiios (Pitson et al., 1993).

Numerosos trabajos evidencian la actividad antagénica de cepas bacterianas
productoras de enzimas hidroliticas. La enzima 3-1,3-glucanasa sintetizada por
cepas de Paenibacillus y Streptomyces spp., pueden degradar facilmente las
paredes celulares del hongo Fusarium oxysporum (Compant et al., 2005). De
manera similar, Bacillus cepacia sintetiza 3-1,3-glucanasa, que destruye las
paredes celulares de los fitopatdgenos del suelo R. solani, P. ultimum vy
Sclerorium rolfsii (Compant et al., 2005). Varios de los agentes biocontroladores
potentes con actividad quitinolitica, constitiyen cepas de varias especies del
género Bacillus: Bacillus licheniformis, B. cereus, B. circulans, B. sultilis y B.
turirgensis (Sadfi et al., 2001).

En estudios realizados por Przemieniecki et al. (2018) con la cepa Bacillus SP-
A9, relacionada estrechamente con Bacillus subtilis, se observaron propiedades
antagonicas in vitro frente a Fusarium culmorum, F. oxysporum and
Monographella nivalis. Los analisis microbiolégicos mostraron una fuerte
actividad quitinolitica y celulolitica, que fueron asociadas con caracteristicas

antifangicas.

4.2.2. Actividad lipidica

La capacidad de los aislados de producir lipasas se muestra en la Figuras 13 y
14 y en la Tabla 7. Los aislados con mayores porcentajes fueron los
correspondientes a las variedades Tomeguin 93 de Cabezas (20,00 %) y
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Tomeguin 93 de Sabanillas (18,42 %), mientras que los porcentajes mas bajos
se obtuvieron con los aislados de las variedades Cul156 (6,06 %) y Cuba Cueto
Negro (11,11 %). En general, solo el 13,98 % del total de aislados de Bacillus

spp. mostraron la capacidad de producir lipasas.

20,00
13,98
6 I

6,0
Tcab Cul Promedio

250

15,0 14,29
10,0 11,11
50 I
0,0
TS

CN Tcol

Aislados productores de lipasa (%)

Variedad/localidad

Figura 13. Porcentaje de aislados de bacilos con actividad lipidica por

variedad/localidad.

El aislado con mayor indice de potencia fue TCol35 (312,22 %), seguido de
TS124 (257,14 %) y TS104 (149,12%), TCab17 (132,54 %) y CN85 (125,56 %).

Entre los ultimos tres no hubo diferencias significativas (Figura 14).

Tabla 7. Aislados bacterianos que mostraron actividad lipidica.

Cepa Actividad (IP%) = EE Cepa Actividad (IP%) = EE
TCol35 312,22 2+ 6,18 TS123 59,68 ¢ + 4,13
TS124 257,14 "+ 8,24 TS33 34,5219+ 3,82
TS104 149,12 ¢ + 8,75 TS15 32,419+ 5,09
TCabl7 132,54 °+ 10,3 Culs7 30,36 19+ 3,71

CN85 125,56 ¢+ 2,14 CN65 27,78 19 + 3,46
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CN94 101,119+ 18,2 Cul59 26,90 19 + 4,63
TS119 93,049+ 7,32 TCab6 26,50 19 + 2,27
Tcol 39 63,18 € £ 4,55 CN71 24,299 +9,72
TS149 59,89 ¢ + 9,44 TCab18 24,079+ 0,92

Letras diferentes indican diferencias segun Prueba de Student Newman Keuls

(P<0,05). IP: indice de potencia, EE: error estandar.

Figura 14. Actividad lipidica de los aislados bacterianos. Las flechas indican
halos de deposiciones alrededor de las colonias como resultados de la hidrolisis

de los lipidos.

Estos resultados concuerdan con otros autores, quienes plantean que la
actividad lipidica de RPCV, también estd documentada entre las especies del
género Bacillus (Malleswari y Bagyanarayana, 2013). La accion de esta enzima
en conjunto con quitinasas, proteasas y glucanasas, pueden inhibir el desarrollo
de diferentes patégenos como Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium
oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia solani y Pythium ultimum (Glick,
2012; Joshi et al., 2012).
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4.2.3. Actividad proteolitica

La Figura 15 muestra el porcentaje de aislados con actividad proteolitica por
variedad/localidad. El mayor valor se obtuvo con los aislados obtenidos de la
variedad Tomeguin 93 de Sabanilla (81,58 %) y el menor porcentaje se observo
en los aislados de la variedad Cuba Cueto Negro (35,71 %). El promedio entre

todos los aislados fue de 57,68 %.

Los 20 aislados con mayores actividades se muestran en la Tabla 8. Entre estos,
las cepas TS fueron las mas representativas (55 %) con relacion al segundo de
mayor representacion, que se correspondio con la variedad TCol (30 %). Es
importante sefialar que entre las 12 primeras no hubo diferencias significativas,

lo cual estuvo relacionado con la varianza observada entre los aislados.
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Figura 15. Porcentaje de aislados bacterianos con actividad proteolitica por

variedad/localidad.

Tabla 8. Actividad proteolitica de los mejores 20 aislados bacterianos.

Cepa Actividad (IP%) = EE Cepa Actividad (IP%) = EE
TS96 201,112+10,59 TS124 125,56 2 + 17,88
TS149 200,612+ 11,02 TS114 125,56 2 + 17,80
CN15 175,24 3 + 18,09 CN92 125,15b + 3,57
TS142 172,22 3 + 18,00 TS70 120,00 P + 20,00
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Tcol40 171,21 3 + 14,92 Tcol62 116,67 ° + 8,81
Tcol21 151,10 + 2,7 TS115 115,49°+ 12,70
TS84 133,84 3 + 20,79 TS47 115,21 °+ 19,40
Tcol54 131,853 + 11,85 TS110 113,85+ 16,60
TS123 129,12 % + 10,74 Tcol53 107,89 °+9,13
CN78 127,78 @ + 11,56 Tcol22 103,890 + 8,41

Letras diferentes indican diferencias segun Prueba de Rangos Mdultiples de
Tukey HSD (P<0,05). IP: indice de potencia, EE: error estandar.

Los resultados obtenidos estan en correspondencia con otros trabajos realizados
por Thakur et al. (2017), con aislados de Bacillus spp. provenientes de la
rizosfera de Aloe vera L.. Estos aislados determinaron un 88,8 % de aislados con

actividad proteolitica, aunque la efectividad estuvo entre 11,3y 21,8%.

En estudios similares realizados por Karimil et al. (2012) con la cepa Bacillus
subtilis B28 productora de proteasas, se observé un efecto antagénico frente a
Fusarium oxysporum f. sp ciceris, y ademas, incrementd varios indicadores
morfolégicos y fisiologicos como la altura y el peso fresco y seco en plantas de

garbanzo (Cicer arieatinum L.).

La obtencion de aislados con una eficiencia elevada en la actividad de enzimas
hidroliticas como quitinasas y/o glucanasas, lipasas y proteasas, indican un uso
potencial de varios de estos aislados como biocontroladores de fitopatégenos,
ya que estas enzimas provocan la lisis o alteran los componentes de las paredes
celulares de los hongos, los cuales estan compuestos por quitina, B-glucano y
proteinas (Flores et al., 1997; Neeraja et al., 2010). Rao et al. (2013) refirieron
un efecto inhibitorio sobre Fusarium sp. por las cepas Bacillus EU07, QST713 y
FZB24, asociado a la produccion de enzimas bacterianas liticas como proteasas,

celulasas, proteasas, 3-1,3-glucanasas, entre otras hidrolasas.

Trabajos recientes realizados por Jimtha et al. (2016) demostraron el efecto
antagonico de la cepa Bacillus sp. WG4 frente al hongo fitopatégeno Pythium
myriotylum, al producir alteraciones morfologicas en el patrén de crecimiento del

patdgeno, por accién de los metabolitos extracelulares secretados por la
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bacteria. Los estudios de ultraestructura indicaron cambios en el grosor y la
regeneracion de las paredes celulares del hongo, asi como constricciones en las

hifas en la region de septo transversal.

La acci6 de las enzimas hidroliticas no so6lo pueden suprimir el desarrollo de
hongos fitopatégenos, sino también poblaciones de nematodos dentro de la

rizosfera (Youssef y Eissa, 2014).

4.2.4. Produccion de cianuro de hidrégeno

La produccion de cianuro de hidrogeno constituye uno de los indicadores
importantes que son evaluados en la busqueda de aislados con actividad
antagonica. En la Figura 16 se observan los porcentajes de aislados por
variedad/localidad con la capacidad de producir este compuesto. Los aislados
mejores representados fueron los de la variedad Tomeguin de Cabezas (13,33
%) y Cull56 (12,12 %) también de la localidad de Cabezas. Entre los aislados
obtenidos de la variedad Tomeguin 93 de Sabanilla no se observo ninguno con

esta propiedad.
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Figura 15. Porcentaje de aislados bacterianos con capacidad de producir cianuro

de hidrégeno por variedad/localidad.

Entre todos los aislados, Tcol54 mostré una producciéon elevada de HCN,
determinada en funcion de la intensidad de la coloracion naranja-rojo en el papel
de filtro (Tabla 9, Figura 16). Las cepas TCab23 y Cul53 produjeron niveles
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moderados del gas toxico y el resto de las cepas mostraron bajas producciones

del antibidtico.

Tabla 9. Produccion de cianuro de hidrégeno por los aislados bacterianos.

Cepa Produccion

Tcol54 +++
TCab23 ++

Cul53 ++
Tcol34 +
TCabl +

Culé +

Cul7 +
Cul22 +
CN84 +
CN92 +

Figura 16. Aislados productores de cianuro de hidrogeno. TCol54 (abundante), Cul53 y

TCab23 (moderado), Cul22, TCab1l (bajo) y el control negativo (no productor).
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros investigadores. Thakur y
Parikh (2018) obtuvieron un 12 % de aislados rizosféricos cianogénicos a partir
de la rizosfera de Arachys hipogea L. De manera similar, EI-Sayed et al. (2014)
observaron 34 aislados productores de HCN (6,45 %) entre 531 aislados
analizados. Thakur et al. (2017) también obtuvieron porcentajes bajos (11,11 %)
de aislados rizosféricos de Bacillus spp. con estas caracteristicas. Por el
contrario, Agbodjato et al. (2015) refirieron un 100 % de aislados productores de
HCN pertenecientes a los géneros Bacillus, Pseudomonas y Serratia. Estudios
similares confirman que Bacillus es un género productor de cianuro de
hidrégeno, donde se refieren varias especies rizosféricas de este género con
actividad cianogénica (Yadav et al., 2010; Kumar y Shruthi, 2013).

El género Bacillus spp. también fue descrito por otros autores como productor de
compuestos volatiles que participan en el control biolégico de hongos, bacterias
y virus en varios cultivos de importancia agricola (Tahir et al., 2017). Los aislados
obtenidos de la rizosfera de la planta de té, produjeron compuestos antifingicos
volatiles sobre seis hongos patogénicos en condiciones de cultivo in vitro
(Chaurasia et al., 2005). Bacillus megaterium inhibié el crecimiento de dos
patdgenos de plantas, A. alternata y Fusarium oxysporum, también mediante la

produccién de compuestos voléatiles (Trivedi y Pandey, 2008).

La producciéon notable de cianuro de hidrégeno por Tcol54, puede contribuir al
desarrollo de un nuevo agente biocontrolador. EI HCN se considera un
metabolito secundario volatil que actla indirectamente como un agente biolégico
en el control de varios patdégenos de plantas. La accion de este compuesto se
basa en la formacion de complejos con algunos metales a nivel de la cadena de
transporte electronico mitocondrial, lo cual inhibe la sintesis de ATP mediado por
la citocromo oxidasa (Blumer y Haas, 2000; Kandan, 2005). No obstante, si se
produce en cantidades considerables este compuesto puede inhibir el
crecimiento de las plantas, por lo cual es importante estudiar el efecto de la

aplicacion de este aislado en condiciones in vivo (Siddiqui et al., 2006).

El hecho de obtener diferentes aislados con distintas actividades biologicas
notables, sugiere el uso de consorcios entre estos aislados, con el objetivo de

potenciar el efecto antagénico frente a fitopatdgenos. ElI empleo de varios
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consorcios donde participan cepas de especies diferentes de Bacillus o
combinaciones de Bacillus con otros géneros, demuestran la efectividad de los
mismos para incrementar el crecimiento y la actividad antagolnica frente a

diferentes especies vegetales (Khabbaz y Abbasi, 2014; Jimtha et al., 2016).

4.2.5. Actividad mananolitica

El ensayo para la determinacion de la actividad mananolitica de los aislados en
estudio, mostré los mayores porcentajes en los obtenidos en las variedades
Cul156 de Cabezas (36,36 %) y Tomeguin 93 de también de esa localidad (33,33
%). Los menores porcentajes se correspondieron las los aislados de las
variedades Cuba Cueto Negro (7,14 %) y Tomeguin 93 de Sabanilla (7,89 %)

(Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de aislados bacterianos con capacidad de producir cianuro

de hidrégeno por variedad/localidad.

Los aislados con mayor actividad mananolitica fueron TS142, Cul6, CN12 Cul39,
Cul20, TCab7 y Cul26, entre los que no hubo diferencias significativas (Tabla 10,
Figura 18).

Tabla 10. Resultados de la actividad mananolitica de los 25 mejores aislados

bacterianos.

Cepa Actividad (IP %) zEE Cepa Actividad (IP %)+ EE
1 | TS 142 138,892+ 19,24 14 | T Col 54 75,93 Ped + 4,41
2 Cul 6 131,332+8,17 15 Cul 9 68,33 ¢4 + 7,64
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3 CN 12 128,332+ 17,4 16 Cul54 67,09 ¢ + 6,53
4 | Cul 39 125,452+ 12,77 17 | TCol9 65,00 ¢ + 3,84
5 | Cul20 121,792+5,78 18 Cull8 64,78 9 + 3,84
6 | TCab7 119,44 3 + 4,81 19 | TCab2 59,22 9+ 2,89
7 | Cul 26 110,44 3¢ + 4,81 20 Cul 62 55,199+ 8,44
8 | Cul37 108,33 cd + 8,81 21 Cull7 51,59 9+ 8,25
9 CN 19 83,33 Pcd + 513 22 | TS124 51,399+ 6,85
10 | TCab6 83,33 bed + 7,25 23 | T Cab 10 51,219+ 8,58
11 | Cul6l 82,58 bcd + 578 24 | T Col 58 49,59 9+ 7,70
12 | Cul51 79,77 bcd + 4,39 25 | Tcab 8 46,26 ¢ + 13,02
13 | TCol 57 | 78,21bd+ 14,46

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

IP: indice de potencia, EE: error estandar.

Figura 18. Aislados productores de mananasas. lzquierda: aislados de la
variedad Cull56, derecha: aislados de la variedad Tomeguin 93 de Cabezas.

Las fechas indican los halos de hidrélisis alrededor de las colonias.

La produccion de enzimas mananasas también fue referida por otros autores en
Bacillus como por ejmplo: Bacillus nealsonii (Chauhan et al., 2012), Bacillus
subtilis (Huang et al., 2012) y Bacillus sp. (Hossain et al., 1996).
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La actividad mananolitica mostrada por varios de los aislados obtenidos sugiere
la posibilidad de utilizar algunos, como agentes productores de mananasas con
diferentes aplicaciones. En el sector agropecuario, ya que estas enzimas
hidrolizan los enlaces [B-1,4-mananosidicos presentes en las moléculas de
manano, galactomananos, glucomananos y galactoglucomananos (Naughton et
al., 2001), para producir varios oligosacaridos como productos mayoritarios, que
aumentan la disponibilidad y la asimilacion de nutrientes energéticos en animales

monogastricos como pollos, cerdos, etc.

En otros trabajos relacionados se obtuvieron mananasas bacterianas utilizadas
en la produccién de monooligosacaricos con efectos prebiéticos que fueron
descritos por Al-Ghazzewi et al. (2007). De manera similar, otros trabajos
refirieron un efecto positivos de los monooligosacaridos sobre la microflora, la
estructura y el funcionamiento intestinal (Chauhan et al., 2014). Estos
compuestos derivados de la actividad mananolitica de enzimas bacterianas,
también son empleados ampliamente como suplementos nutricionales en

aditivos naturales (Van Zyl et al., 2010).

Los mejores aislados también pueden ser fuentes de mananasas con
aplicaciones en diferentes industrias como en la produccion de alimentos, la
extraccion de café, la produccién de etanol, y las industrias farmacéuticas y de
fabricacion de pulpa y papel (Van Zyl et al., 2010; Chauhan et al., 2012).

El andlisis conjunto de los mejores aislados para los ensayos realizados se
muestra en la tabla 11. Aunque se observaron varios aislados con
potencialidades como antagoénicos, es importante destacar que otros como
TS96, TCol35 y Cul22 mostraron eficiencias muy elevadas con relacién a las
actividades proteoliticas, lipidicas y quitinoliticas y/o glucanoliticas,
respectivamente; por lo cual se deben valorar también algunos de estos aislados
en consorcio con otros que mostraron buenos resultados, para su empleo en el

control de hongos fitopatégenos.
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Tabla 11. Aislados con caracteristicas promisoras como antagonistas.
Actividades
Aislados Quitinolitica y/o Proteolitica Lipidica HCN
glucanolitica
Tcol54 + +
TCab23 + +
Cul53 + +
TCabl + +
Cul53 +
Cul6 + +
Cul7 + +
CN84 + +
CN92 + +
TS104 + +
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V. CONCLUSIONES

» Se obtuvo una coleccién de Bacillus spp. proveniente de la rizosfera de
Phaseolus vulgaris L., compuesta por 141 aislados Gram positivos
esporulados.

» Se identificaron varios aislados productores de enzimas hidroliticas
(quitinasas y/o B-glucanasas, proteasasy lipasas) y cianuro de hidrégeno,
con potencialidades para el biocontrol de fitopatégenos.

» Los aislados Tcol54, Tcab23, Cul53, Cul6, Cul7, CN84, CN92 y TS104,
mostraron las mejores caracteristicas como agentes antagonicos.

» Se identificaron ocho aislados con actividades mananoliticas superiores a
100 % de indice de potencia, los cuales son fuentes potenciales para la
produccion de mananasas con aplicabilidad en el sector agropecuario e

industrial.
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VI. RECOMENDACIONES

» Evaluar la actividad antagoénica in vitro e in vivo de los mejores aislados
frente a hongos fitopatdgenos.
» Caracterizar bioquimicamente las enzimas mananasas producidas por los

aislados en funcion de la estabilidad al pH y a la temperatura.
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