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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como obijetivo seleccionar aislados de Bacillus sp. con
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal y con potencialidades
industriales, a partir del producto IHPLUS®. Para el aislamiento se inocularon 10
mL del producto en medio Caldo Nutriente y posteriormente se realizé un golpe
térmico, para iniciar el proceso a partir de formas productoras de esporas. Se
realizaron diluciones seriadas y se realizaron siembras en medio Agar Nutriente.
Los aislados fueron purificados y se verificoO que se correspondieran con formas
bacilares Gram positivas productoras de endosporas. Se evalué la produccion
de &cido indolacético y la capacidad de los aislados de solubilizar fosfafos. Se
determinaron las actividades quitinolitica y/o glucanolitica, lipidica, proteolitica,
amilolitica, celulolitica y mananolitica. Se obtuvieron un total de cuatro aislados
de Bacillus sp. Gram positivos y con capacidad de esporular. Los aislados IH7 e
IH5 mostraron propiedades bioestimuladoras y biofertilizantes al producir acido
indolacético (23,55 ug.mL™) y solubilizar fosfato tricalcico, respectivamente. El
aislado IH7 evidencio potencialidades como agente antagonico de fitopatdgenos
ya que produjo cianuro de hidrégeno y actividades B-1,3-glucanolitica y/o
quitinolitica (95,55 %) y proteolitica (43,98 %). IH5 mostr6 actividad amilolitica y
mananolitica, mientras que IH7 es productor de amilasas y celulasas, lo cual
indica que el producto IHPLUS® constituye una fuente para la obtencion de

aislados de Bacillus con aplicaciones en diferentes industrias.
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I. INTRODUCCION

En la agricultura moderna su utiliza indiscriminadamente cantidades elevadas de
agroquimicos, para maximizar las producciones agricolas. Sin embargo, esto
provoca la contaminacion de los suelos, el aire y el agua, lo que afecta
negativamente los ecosistemas agroproductivos y ponen en riesgo la salud
humana (Zahid et al., 2015). La aplicacion de fertilizantes quimicos durante
periodos largos de tiempo, con frecuencia reducen el pH del suelo y las bases
intercambiadoras, lo cual convierte a los suelos improductivos para numerosos
cultivos y en consecuencia disminuyen los rendimientos agricolas (Gupta et al.,
2015).

Entre las estrategias para resolver estos problemas esta el desarrollo de nuevos
productos, a base de microorganismos provenientes del suelo que tienen efectos
beneficiosos directos e indirectos sobre las plantas (Thakur et al. 2017). Estos
microorganismos se dominan en su conjunto promotores del crecimiento vegetal
y se destacan un grupo importante de géneros bacterianos como son: Bacillus,
Agrobacterium, Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas y

Serratia, entre otros (Bhattacharyya y Jha, 2012).

Los mecanismos que presentan las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV), estan relacionados con la produccién de fitohormonas estimuladoras de
crecimiento como auxinas, giberelinas y citoquininas (Jha y Saraf, 2015), la
solubilizacion de fosfatos y otros elementos (Thanh y Tram, 2018), la produccion
de sideréforos que quelatan el hierro (Rayavarapu y Padmavathi, 2016), asi
como la secrecion de antibidticos y enzimas liticas que tienen un efecto

antagonico y biocontrolador de patégenos (Yamamoto et al., 2015).

Uno de los géneros donde los investigadores centran su atencion es en Bacillus,
debido a su facil crecimiento en medios de cultivos, la capacidad de producir
endosporas resistentes a diversas condiciones desfavorables y que a su vez,
facilita las formulaciones estables de los productos. Ademas, esta demostrado
las propiedades de este género como BPCV en diferentes especies vegetales
(Hauka et al., 2016; Robledo-Buritica et al., 2018). Por otra parte, numerosas
investigaciones avalan la capacidad de este género para producir diferentes

tipos de enzimas hidroliticas como mananasas, celulasas y amilasas, que se

1
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utilizan en el desarrollo de distintas industrias como la alimentaria, la
farmacéutica, la textil, asi como en la produccién del papel, bioetanol y

detergentes, entre otras, debido a la (Huang et al., 2012; Singh et al., 2015).

En Cuba, existen varios productos a base de microorganismos beneficiosos que
promueven el crecimiento vegetal. Entre estos, el IHPLUS® desarrollado por la
Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey”, posee amplias
perspectivas de uso tanto en la rama agricola como en la produccion animal.
Estudios recientes demostraron su efecto beneficioso sobre la germinacion de
Phaseolus vulgaris L. (Milian, 2018) y Sorghum bicolor L. (Moench) (Gonzalez,
2017). Sin embargo, este producto por su naturaleza, constituye en si un
complejo microbiano cuyo efecto puede estar asociado a la interaccion conjunta
de los microorganismos o a determinados componentes. Por estas razones, se
propuso como problema cientifico en la presente investigacion el siguiente: el
IHPLUS® constituye producto con diferentes utilidades en la agricultura; sin
embargo, no se conoce el efecto aislado de sus componentes y sus
potencialidades para el desarrollo de nuevos productos y otras ramas

industriales.

Hipotesis cientifica: el aislamiento y la caracterizacion bioquimica y
microbiolégica de aislados de Bacillus sp., a partir del producto IHPLUS®,
permitird contar con nuevos aislados con potencialidades para el desarrollo de

la agricultura y otras industrias.

Objetivo general: seleccionar aislados de Bacillus sp. con caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal y con potencialidades industriales a partir del
producto IHPLUS®.

Objetivos especificos:

» Obtener aislados de Bacillus a partir del producto IHPLUS®.

» Evaluar las caracteristicas de los aislados como bacterias estimuladoras
del crecimiento vegetal.

» Determinar las actividades amiloliticas, celuloliticas y mananoliticas de los

aislados, como fuentes de enzimas de diversas aplicaciones industriales.
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ll. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Agricultura sostenible: concepto y realidades actuales

En el periodo Neolitico (hace 10 000 afios) comenzé el desarrollo de la
agricultura. El hombre ndmada pas6 a un estilo de vida sedentario que implico la
domesticacibn de numerosas especies vegetales y animales para su
supervivencia. Este suceso representdé un cambio radical en los ecosistemas
donde se asentaron los humanos, debido a la interaccion inminente entre la
actividad agricola y el medio ambiente. La productividad de los sistemas
agricolas depende en gran medida de los recursos naturales para sostener su
desarrollo. Con el desarrollo de la ciencia se crearon nuevas tecnologias como
el riego, la fertilizacion de los suelos, el uso de plaguicidas quimicos, entre otros,
que potenciaron diferentes procesos bioldgicos en los cultivos y se redujeron los

obstaculos ambientales que limitaban los rendimientos de los mismos.

Posterior a la Segunda Guerra Mundial en el siglo XX, hubo un incremento
notable en la demanda de alimentos a nivel mundial, debido a una explosion
demografica. Como una solucion a esta crisis se produjo la llamada “Revolucién
verde”, que tenia como objetivo elevar al maximo el rendimiento de varias
especies de cultivos agricolas tradicionales, basado en una agricultura intensiva
y agresiva al medio ambiente, con la aplicacidén de dosis elevadas de fertilizantes
quimicos, asi como otros productos agroquimicos como fungicidas y plaguicidas
que protegen a las plantas de los principales patégenos. Sin embargo, el uso
excesivo de estos agroquimicos provoca la contaminaciéon y el deterioro del
medioambiente con un riesgo importante sobre la salud humana y animal (Singh,
2018a).

Por estas razones, surge como una alternativa menos agresiva al medio
ambiente la agricultura sostenible, la cual constituye una forma de produccién
agropecuaria, basada en un uso minimo de laboreo y un manejo integral de
plagas y enfermedades para reducir el uso de plaguicidas quimicos. La
agricultura sostenible puede definirse como “la manera de cultivar el suelo
conservando al maximo la calidad medioambiental”. Este tipo de agricultura debe

permitir ingresos adecuados a los agricultores, proporcionar suficientes
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alimentos a los consumidores, preservar y regenerar los recursos naturales y

producir alimentos sanos y seguros.
2.2. Larizosferay larizobioma

La rizosfera es el area del suelo alrededor del sistema radicular y representa la
fraccion de suelo que esta unido, en el ambiente inmediato, a las raices. La
rizosfera de una planta esta determinada por las relaciones sinérgicas entre el
suelo, las raices y los microbios presentes; y esta influenciada por el pH, el tipo,
la complejidad del suelo (Mendes et al., 2013) y los exudados producidos por las
raices que incluyen diferentes sustancias como aminoacidos, azlcares y

diferentes nutrientes (Moe, 2013, Lakshmanan et al., 2014).

La rizobioma esta formada por el conjunto de microorganismos beneficiosos y
no beneficiosos presentes en la rizosfera. La composicion, la posicion y la
abundancia de los mismos afectan el desarrollo de las plantas y el rendimiento
de los cultivos. Las raices de las plantas poseen un efecto mutualista sobre el
suelo rizosférico y los microbios; de esta forma, la rizobioma actia como un
segundo nicho funcional para las plantas (Pineda et al., 2015). Berendsen et al.
(2012) se refirieron al rizobioma como el segundo genoma de las planta, por la
interaccidn estrecha que existe entre la planta y los microorganismos

rizosféricos.

La participacion del rizobioma en el crecimiento de las plantas se conoce desde
que se descubrid, sin embargo, las diferentes interacciones que tienen lugar
estdn menos estudiadas debido a la no disponibilidad de herramientas y técnicas
requeridas (Brink, 2016). No obstante, la combinacion de varias técnicas como
las tecnologias de secuenciacion (Hacquard, 2016) y la sonificacién (Lundberg
et al.,, 2012), permitieron desarrollar estudios sobre la diversidad microbiana
rizosférica y las plantas, ademas de analizar como afecta esta relacion al estado

de salud de la planta.

El genotipo de la planta y el tipo de suelo afecta de manera marcada el rizobioma
de las plantas (Mendes et al., 2013). El rizobioma influye en la comunidad de las
plantas invariablemente y se caracteriza por la coexistencia mutualista de
competidores en el mismo ambiente (Liu et al., 2015). Estas relaciones pueden

ser positivas como la simbiosis con el hospedero o negativa asociado a la

4
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presencia de patégenos y depredadores (Mack y Bever, 2014). De cualquier
forma, el rizobioma afecta el crecimiento de las plantas y la tolerancia a estreses
y su importancia aumenta cada dia en el campo de la agricultura (Reinhart,
2012).

2.2.1. Los exudados de las raices y su relacién con el rizobioma

La microbiota de la rizosfera esta determinada por los exudados y las
deposiciones de sustancias producidas por las raices de las plantas (Moe, 2013).
Estos compuestos también pueden constituir moléculas sefalizadoras en las
interacciones microorganismo-microorganismo, planta-microorganismos vy

planta-planta.

La mayoria de los microorganismos rizosféricos utilizan los nutrientes exudados
de las plantas, y muchos de éstos tienen un efecto notable sobre el crecimiento
y desarrollo de las mismas, a través de varios mecanismos como el aumento de
la disponibilidad de nutrientes y la supresion y control de las enfermedades y el
incremento del rendimiento (Raaijmakers, 2015). Estos microorganismos se
denominan comunmente rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(RPCV). Existe una relacién simbiotica entre las plantas y los microorganismos
de la rizosfera, ya que las plantas alimentan a los microorganimos mediante los
exudados derivados de la fijacion de carbono y en cambio, las RBPC estimulan

el crecimiento de las plantas (Minz et al., 2013).

2.2.2. Rizobiomay la salud de las plantas

El rizobioma es vital para el crecimiento, la nutricion y la salud de las plantas. La
composicién del rizobioma posee una diversidad de genomas elevada que
incluye eucariotas, procariotas y virus, los cuales se encuentran en el ecosistema
de la planta (Lakshmanan et al., 2014). Todos estos organismos desarrollan
diferentes relaciones con la planta hospedera y con otros organismos. Estas
interacciones engranadas afectan el crecimiento y salud de las plantas de
manera positiva y negativa (Lapsansky et al.,, 2016). Positivamente, pueden
mejorar la germinacion y el vigor de las semillas, el crecimiento, la nutricion y el
desarrollo de las plantas; mientras que negativamente pueden provocar

enfermedades y estrés por competencia por los nutrientes.
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El rizobioma actia como un hébitat secundario altamente desarrollado para las
plantas (Lareen et al., 2016). Los microorganimos de la rizosfera influyen en la
diversidad y la rigueza de nutrientes debajo del suelo, la cual contribuye a
mantener la productividad de los cultivos bajo condiciones adversas (Schnitzer
et al., 2011).

Los microorganimos de la rizosfera pueden tener una influencia beneficiosa,
detrimental o ambas sobre la salud de las plantas, la cual ocurre mediante la
accion de microorganismos beneficiosos o patdgenos. Los efectos positivos
estan asociados con la produccion de reguladores del crecimiento de las plantas,
la solubilizacién de nutrientes, el antagonismo de patdgenos y la induccion del

sistema inmune de las plantas (Verbon y Liberman, 2016).

La secrecion de azUcares y otros exudados por las plantas a través de las raices,
provoca un influjo microbiano que aumenta la poblaciones de microbios debido
a la disponibilidad de nutrientes (Vorholt, 2012). La composicién, diversidad y
abundancia del rizobioma depende de factores diversos como la planta
hospedera, caracteristicas edéficos y la carga microbiana, que en conjunto

determinan la sobrevivencia de la planta hospedera (Lakshmanan et al., 2014).

El impacto del rizobioma sobre la salud de las plantas se hace mas evidente en
la supresion de enfermedades, como por ejemplo a través de la competencia
entre los microorganismos beneficiosos y patdégenos por los nutrientes
disponibles en el suelo (Lareen et al., 2016, Mommer et al., 2016). Como la
mayoria de los patdgenos necesitan incrementar en poblacion hasta ocupar la
rizosfera, antes de invadir la planta hospedera, es vital que la poblacién de
microorganismos beneficiosos sea superior a la de los patdgenos, lo que provoca
la privacion de nutrientes para éstos ultimos y su inefectividad (Lareen et al.,
2016). Este fenbmeno se conoce como la supresion general de la enfermedad y

se atribuye a la actividad microbiana total (Berendsen et al., 2012).

2.3. Los microorganismos beneficiosos

Los microorganismos beneficiosos en la rizosfera contribuyen al crecimiento,
desarrollo y control de los patdogenos de las plantas a través de mecanismos,

como la biofertilizacion, la biorremediacién y el biocontrol (Ahemad y Kibret,
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2014). Como ejemplos de biofertilizacion estd la fijacion del nitrogeno, la
solubilizacion de fosfatos y la produccion de fitohormonas reguladoras del
crecimiento vegetal, mientras que el biocontrol esta relacionado con la inhibicién
de los patdgenos a traves de la sintesis de sideroforos, la regulacion del nivel de
etileno, la resistencia sistémica inducida y la resistencia sistémica adquirida
(Glick, 2014).

Los microorganismos rizosféricos estan fuertemente asociados con la absorcion
de algunos elementos como el hierro, el cual existe primariamente en forma
insoluble inaccesible para las plantas. Por esta razon, los sideréforos tienen una
funcién importante en la solubilizacion de este elemento que posee funciones

fisiolégicas notables en las plantas (Aznar y Dellagi, 2015).

Otros mecanismos importantes de biocontrol utilizados por los microorganismos
beneficiosos es la antibiosis y la competencia por los nutrientes (Schenk et al.,
2012). La mayoria de las rizobacterias y los hongos rizosféricos también
producen metabolitos que inhiben el crecimiento de los patégenos (Saraf et al.,
2014). Los antibidticos pueden actuar como inhibidores del crecimiento o como

mediadores de sefiales celulares, en dependencia de la concentracion.

Los compuestos organicos volatiles constituyen otro grupo importante de
metabolitos producidos por los microorganismos de la rizofera. Se conoce que
que tienen actividad estimuladora del crecimiento de las plantas y del rizobioma,
incluso cuando son producidos en concentraciones pequefias en comparacion
con otros metabolitos (Chung et al., 2015). Burkholderia cepacia,
Stenotrophomas maltophilia, Pseudomonas trivialis, P. fluorescens, Serratia
plymuthica y Bacillus subtilis estan entre las especies de bacterias productoras

de acidos organicos volatiles (Ali et al., 2015).

2.3.1. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) constituyen
microorganismos promisorios para el desarrollo agricola, y el término fue
nombrado por Kloepper en los afilos 70 del siglo pasado. Aunque las BPCV
incluyen un rango amplio de géneros y especies bacterianas como

Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Flavobacterium, Serratia, Alcaligenes,
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Enterobacter, Bradyrhizobium, Rhodococcus, etc. (Singh, 2018a), estos
microorganismos son confinados a ciertas areas de aplicacion, debido a
diferentes aspectos como la sobrevivencia de estos en el sistema suelo, la
capacidad de interactuar con la microflora en el lugar, los factores ambientales y

la compatibilidad con el cultivo en cuestion (Martinez-Viveros et al., 2010).

El ecosistema del suelo formado por las bacterias, los hongos, los protozoos, los
virus, entre otros. Entre estos, las primeras constituyen el grupo mas abundante
y esta ventaja en poblacion contribuye a que sean las colonias bacterias el grupo
con el efecto mas dominante en el ecosistema rizosférico, en comparacion con

los otros grupos menos representativos (Singh, 2018b).

Para que un organismo colonice efectivamente un ecosistema, deben estar
presente varios factores en el entorno entre la planta hospedera y la vecindad
inmediata. Las interacciones que ocurren en la rizosfera entre las plantas y los
microorganismos, asi como entre microorganismos, tiene un impacto directo en
la forma de la rizosfera y determinan la capacidad de colonizacion de cualquier
organismo en este entorno. Debido al poder colonizador elevado de las
rizobacterias, estas tienen un efecto marcado en la rizosfera y en especial en la

planta hospedera.

Las rizobacterias y algunos hongos constituyen un campo de investigacion
importante debido a la importancia que presentan los mismos en la agricultura,
debido a la capacidad que tienen algunos de mejorar la disponibilidad de
nutrientes. Estas rizobacterias son denominadas rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) (Kloepper et al.,, 1989), aunque también existen
bacterias de vida libre en el suelo aisladas de la rizosfera, las cuales mejoran la
salud e incrementan la productividad de los cultivos. El efecto de las RPCV sobre
las plantas esta asociado generalmente con la estimulacion del crecimiento y la
actividad de biocontrol (Ahemad y Kibret, 2014).

Estos efectos son estimulados con frecuencia por el mismo organismo. La
presencia de estas bacterias en la rizosfera incrementa la resistencia sistémica
de las plantas a los patdégenos. Existen referencias que evidencian el incremento
significativo en el crecimiento y el rendimiento de cultivos como respuesta a la
inoculacion con BPCV (Chauhan et al., 2015, Grobelak et al., 2015). Las BPCV
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se utilizan en el desarrollo agricola sostenible y sus usos aumentan rdpidamente
en varias partes del mundo. Se conoce que estos microorganismos afectan
positivamente las plantas vasculares y constituyen una parte integral en los

programas de manejo productivo de cultivos (Datta et al., 2015).

2.3.2. Mecanismos de accién de las BPCV

Las BPCV regula el crecimiento de las plantas mediante varios mecanismos
directos e indirectos; los cuales estan relacionados con la adicién de compuestos
derivados del metabolismo microbiano con diferentes funciones, como las
bacteriocinas y las enzimas liticas que participan en la proteccion vegetal, los
sideroforos y otros compuestos que permiten solubilizar minerales, asi como la

produccion de reguladores del crecimiento (Ali et al., 2015; Singh et al., 2017).

Géneros como Bacillus y Enterobacter producen sideroforos, cuya funciéon es
quelatar el hierro para su uso por la planta, lo cual contribuye a retardar la
senescencia (Ajilogba y Babalola, 2013). Otras vias es la produccion de
fitohormonas como las auxinas, las giberelinas y las citoquinas, las cuales
intervienen en diversos procesos fisioldgicos de las plantas como la velocidad de
respiracion radicular, el metabolismo y la produccion de raices secundarias
(Ghorbanpour et al., 2015).

Existen muchas especies de microorganismos colonizadores de la rizosfera y
cada especie tiene una actividad elevada para uno o mas de estos mecanismos,
aunque no existen organismos que pueden utilizar efectivamente todos estos
mecanismos (Saharan y Nehra, 2011). Muchos inoculantes de BPCV que se
comercializan actualmente, parecen incrementar el crecimiento para al menos
uno de los mecanismos. Las bacterias del género Bacillus, Streptomyces,
Pseudomonas y Burkholderia, son buenos agentes controladores biolégicos que
son estudiados constantemente y ofertados como productos agricolas (Pal y
Tilak, 2012). Es importante considerar que algunos de estos mecanismos que
presentan cada BPCV determinan qué hacen y como funcionan estos
microorganismos. De manera general, los mecanismos mas notables de los
BPCV son la produccion de fitohormonas, la fijacion del nitrogenos y la
solubilizacion del fosfato, la actividad enziméatica ACC deaminasa, la produccion

de siderdforos, la produccion de antibidticos, la sintesis de enzimas liticas, la
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Resistencia Sistémica Inducida (RSI) y la Resistencia Sistémica Adquirida
(RSA).

2.3.2.1. Produccion de fitohormonas

Las fitohormonas producidas por las BPCV constituyen buenos estimuladores
del crecimiento y también son metabolizados y utilizados por estas bacterias
como nutrientes (Dodd et al., 2010). Los principales grupos de reguladores del

crecimiento son: auxinas, citoquininas, giberelinas, acibo abscisico y el etileno.
Auxinas

Las auxinas son reguladores del crecimiento vitales para las plantas, que cuando
no se encuentran presente tienen un impacto profundo en el crecimiento vegetal.
Patten y Glick (1996) refirieron que aproximadamente el 80% de los
microorganismos de la rizosfera pueden sintetizar y liberar auxinas como
metabolites secundarios. La clase de auxina natural mas abundante es el acido
indol 3-acético (AlA) (Spaepen et al., 2007). Otras auxinas importantes son el

indol e-acetamida, el indol-3-piruvato y el indol-3-acetaldehido (Figura 1).

Las formas inactivas de la auxina incluyen el acido 4-cloroindol-3-acético y otras
formas conjugadas con azlcares, alcoholes, aminoacidos y glicoproteinas
(Korasick et al.,, 2013). Las auxinas participan en fendémenos como el
geotropismo y el fototropismo, la diferenciacion vascular de tejidos, la
dominancia apical, la iniciacién de las raices laterales y adventicias, la division

celular y el alargamiento de raices y tallos (Grobelak et al., 2015).

H H
N N
) Ho | NH,
O (@)}
Acido indol-3-acético Indol-3-acetamida
H
N H
| | @) o N
OH (:Q\ £0
Indol-3-piruvato Indol-3-acetaldehido

Figura 1. Principales auxinas naturales producidas por las BPCV.
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El acido indolacético producido por las RPCV altera el balance de auxinas de las
plantas, aumentan la longitud de las raices y el area superficial. El precursor del
AlA es el triptofano, el cual se encuentra en los exudados en diferentes
concentraciones, en dependencia del genotipo de las plantas (Figura 2). La
capacidad de estimular el crecimiento de las auxinas producidas por las BPRC,
requiere de sefiales efectivas de la mayoria de las plantas hospederas (Vacheron
et al., 2013).

H H N

N NH, N €Oz

|| o == [ ]| jjj ——— 0

i . Descarboxilasa . . . i
L-Triptéfano M Aminoiransiersa e Acido 3-indolacético

Figura 2. Representacion esquematica de la ruta biosintética del &cido 3-indolacético.
Giberelinas (AG)

Las giberelinas constituyen un grupo amplio de acidos carboxilicos tetraciclicos
diterpenoides que poseen 20 o 19 atomos de carbono en su estructura quimica
(Hedden y Thomas, 2012). Estas sustancias tienen funciones importantes como
la estimulacién del crecimiento y la activacion de procesos como el alargamiento
del tallo, la produccién de pelos radiculares, la expresion del sexo, la germinacién
de las semillas y en conjunto con otras fitohormonas, participan en la

transduccion de sefales (Ghorbanpour et al., 2015).

La producciéon de AG por las BPCV se observé en diferentes géneros y especies
como  Achromobacter  xylosoxidans,  Gluconobacter  diazotrophicus,
Acinetobacter calcoaceticus, Rhizobia, Azotobacter spp., Bacillus spp.,
Herbaspirillum seropedicae y Azospirillum spp. (Dodd et al., 2010, Deka et al.,
2015).

Citoquininas

Las citoquininas estan distribuidas ampliamente en varios grupos como las
algas, las bacterias y las plantas superiores, aunque existe poca informacion
disponible sobre la funciones de las citoquininas producidas por bacterias
(Tirichine et al., 2007), entre las que se refieren Agrobacterium tumefaciens y
Pseudomonas savastanoi (Zhang et al., 2011).
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Estos reguladores tienen funciones importantes en procesos fisiolégicos como el
control de la diferenciacion celular en los tejidos meristematicos de las plantas y
en conjunto con las auxinas participan en la organogénesis (Jha y Saraf, 2015).
Existen dos grupos basado en su estructura, la tipo adenina y la fenil urea. Entre
los miembros de la primera estan la kinetina y la zeatina, mientras que la difenil

ureay el tidiazuron pertenecen al segundo tipo (Figura 3).

R
)2l O <
HN— O HN— HN OH
N7 N N7 N 7 N
> > TS
H*\N N H*\N N HJ\\N N
H H H
Kinetina Benziladenina Zeafina

Figura 3. Citoquininas derivadas de la adenina.

Las citoquininas retardan el proceso de la senescencia ya que intervienen en la
acumulacion de clorofila, y en la formacion de 6rganos y de un amplio rango de
tejidos. También estimulan el alargamiento de la raiz, la formacion de pelos

absorbentes, la expansion foliar y la iniciacion del tallo (Sakakibara, 2006).

2.3.2.2. Fijacion bioldgica del nitrogeno

El nitrdgeno es uno de los nutrientes mas importantes para las plantas y su
deficiencia en las plantas tiene un efecto negativo notable sobre el rendimiento
de los cultivos. La sobreexplotacion de los suelos provoca deficiencia de
nitrogeno y por ello se utilizan los fertilizantes quimicos nitrogenados para
alcanzar maximos de productividad en la mayoria de los cultivos (Zhang et al.,
2015). Aproximadamente el 78 % del nitrbgeno se encuentra en la atmosfera en
forma de dinitrogeno (N2); sin embargo, no puede ser asimilado e incorporado al
metabolismo por la mayoria de los organismos, entre estos, las plantas (Baas et
al., 2014).

12
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Para que el nitrdgeno atmosférico sea incorporado a la cadena tréfica, debe
convertirse a una forma asimilable para las plantas, a través del proceso de
fijacion del nitrégeno por las bacterias fijadoras de nitrogeno (Cooper y Scherer,
2012). Como ejemplo de microorganismos simbidticos fijadores de nitrégeno
estan Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium,
Mesorhizobium, Frankia, Azoarcus, Achromobacter, Burkholderia, vy
Herbaspirillum (Babalola, 2010).

2.3.2.3. Solubilizacién de fosfato

El fosforo es uno de los nutrientes mas importantes que limitan el crecimiento
optimo de las plantas (Beltran, 2014). Algunas bacterias heterotréficas y hongos
tienen la capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos a partir de fuentes
insolubles como Cas(POa)2, FePO4, y AIPO4 y convertirlos en formas asimilables
para las plantas (Goswami et al., 2016). A estos microorganismos se les
denomina solubilizadores de fosfatos. Entre las bacterias mas eficientes se
encuentran los géneros Bacillus, Pseudomonas, Bradyrhizobium, Arthrobacter y
Agrobacterium (Beltran, 2014). La actividad de estos organismos depende de las
condiciones ambientales, del suelo, las plantas y las cepas bacterianas
presentes (Gupta et al., 2015).

El mecanismo de solubilizacion de fosfatos esta relacionado con la secrecion de
acidos organicos de bajo peso molecular, los cuales reducen el pH y quelatan
cationes metdlicos (Ca?*, Fe®", AI**) unidos a fosfatos insolubles, con la
consecuente liberacién del fésforo en una de las formas solubles para la planta:

la forma monobasica (H2PO4) y la dibasica (HPO4%).

El proceso de solubilizacion esta asociado con las propiedades de los grupos
hidroxilos y carboxilos presentes en los acidos organicos y otros compuestos
como sideréforos e iones hidroxilos, que participan en la quelatacion de los
cationes metalicos y que permiten la liberacion de los fosfatos (Bhardwaj et al.,
2014). Entre los acidos organicos mas frecuentes producidos por estos
microorganismos estan: acético, adipico, citrico, formico, fumarico, glicélico,
gluconico, indolacético, lactico, méalico, malonico, oxalico, propionico, succinico

y 2-cetogluconico (Goswami et al., 2016).
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La disminucion del pH en el suelo por la secrecion de los &cidos organicos
también reduce la precipitacion de dichos fosfatos por la presencia de Fe y
Al en el suelo (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010). Estos mecanismos
de solubilizacion de fosfatos no solo difieren entre los microorganismos, sino

también depende de la fuente de fosfato aplicada a las plantas.

Las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) también son capaces de
mineralizar el fosfato organico insoluble, a través de la excrecién de enzimas
extracelulares como las fosfatasas, las cuales catalizan la hidrolisis de ésteres
fosféricos. Entre estas enzimas las fitasas tienen una importancia notable ya que
son capaces de hidrolizar el hexafosfato de inositol o fitato, que constituye
alrededor del 80% del total de formas en que se encuentra el fésforo organico
(Alexander, 1977).

La inoculacién con BSF aumenta la disponibilidad de P en la rizosfera y su
absorcién por la planta (Faria et al., 2013). Es posible reducir la aplicacion de
P en un 50 % mediante el uso combinado de microorganismos solubilizadores

de fosfatos sin afectar el rendimiento (Tahir y Ageel, 2013).

2.3.2.4. Produccion de sider6foros

El hierro es uno de los minerales mas abundantes en la tierra y tiene funciones
esenciales en las plantas, al constituir un cofactor de diferentes enzimas que
participan en procesos importantes como la fotosintesis, la respiracion celular y
la fijacion del nitr6geno. Sin embargo, en el suelo no se encuentra de forma
disponible para su asimilacién directa por las plantas y los animales. Esto se
debe a que el hierro férrico (Fe®*), la forma mas comun de hierro en la naturaleza,
es poco soluble (10-*® M a pH 7,0). Por lo tanto, la cantidad de hierro soluble en
el suelo escasamente permite el crecimiento microbiano (Glick y Bashan, 1997).
Para solucionar este problema, los microorganismos secretan proteinas de bajo
peso molecular (0,4-1,0 kDa) que unen o quelatan Fe3* con una afinidad elevada.
La mayoria de los microorganismos aerdbicos y anaerobios facultativos
producen sideroforos que unen y transportan iones férricos nuevamente hacia
las células microbianas, donde son introducidos al interior mediante receptores

de membrana (Bultreys et al., 2001).
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El hierro es un elemento con funciones vitales en el sistema fotosintético de las
plantas y participa en diferentes rutas metabdlicas biosintéticas (Jeong et al.,
2014). La cantidad de hierro soluble presente en el suelo no es siempre suficiente
para garantizar producciones elevadas de los cultivos; de ahi la importancia de
las rizobacterias que producen y secretan sideréforos y acidos orgénicos.

Los siderdforos son moléculas peptidicas pequefias que tienen una cadena
lateral y un grupo funcional al cual se unen iones férricos y posteriormente son
introducido en las plantas (Goswami et al., 2016). La funcionabilidad de estos
compuestos fue demostrada con el desarrollo de las tecnologias de la ingenieria
genética, ya que los microorganismos transgénicos que sobreexpresan
sideroforos aumentaron el crecimiento y la productividad de los cultivos (Simiyo
et al., 2016).

Los microorganismos productores de sideréforos también utilizan estas
moléculas para enfrentar patdgenos, ya que reducen la disponibilidad de hierro
y otros ligandos Utiles a los organismos patégenos (Shen et al.,, 2013). Su
elevada afinidad por los iones hierro hace posible su facil extraccion de la
mayoria de los minerales y complejos organicos (Gupta et al., 2015). En
presencia de oxigeno y pH neutro, la forma reducida del Fe?* no es estable, por
lo cual es convertida facilmente a Fe3*. Esta Gltima forma es un poco mas soluble
y esta presente como hidréxido de hierro, el cual no es disponible para los
sistemas biolégicos (Saha et al., 2015). Entre los tipos de sider6foros descritos
estan: carboxilatos, hidroxamatos, fenol catecolato, pioverdinas, enterobactinas,
vibriobactinas, micobactinas, acinetobactinas, anguibactinas, yersiniabactina y

pioquelina (Figura 4).

La actividad de los sideréforos presentes en cada microorganismo determina su
capacidad de mejorar el desarrollo de la planta, siempre que la planta reconozca
el complejo hierro-sideréforo para que pueda ser absorbido el mineral (Dimkpa
et al., 2009). Durante la competencia entre los microorganismo por los nutrientes
y los minerales, la disponibilidad de los sideréforos puede definir cuales
organismos puede hacer uso de la fuente de carbono disponible a partir de los

exudados de la raiz y de la rizodeposicion (Crowley, 2006).
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Figura 4. Estructura quimica de sideréforos producidos por bacterias que participan en

el crecimiento de las platas y el biocontrol de patégenos.

2.3.2.5. Efecto de la actividad enzimatica ACC deaminasa en los niveles de

etileno

Las BPCV contienen una enzima vital denominada &cido 1-aminociclopropano-
1-caboxil (ACC) deaminasa (EC 4.1.99.4), la cual regula la produccién de etileno
ya que es capaz de metabolizar el ACC (un intermediario precursor de la
biosintesis de etileno en la plantas superiores), en a-cetobutirato y amonio. Esta
enzima microbiana hidroliza irreversiblemente el ACC, por lo cual disminuyen los
niveles de etileno en la planta, lo que permite una mayor resistencia del vegetal

a una amplia variedad de estreses ambientales (Saraf et al., 2010).

La enzima ACC deaminasa que poseen las BPCV, disminuyen una porcion
significativa de los dafios fisiologicos que ocurren en las plantas debido a
diferentes factores estresantes como la infeccién por patégenos, la exposicion a
temperaturas extremas, metales pesados, contaminantes organicos,
concentraciones elevadas de sales, inundaciones y a la depredacion por
insectos. Para muchas especies de plantas el aumento en las concentraciones

de etileno es necesarias para romper la dormancia de las semillas, pero posterior
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a la germinacion, los niveles elevados y sostenidos de esta fitohormona pueden

inhibir el alargamiento celular (Kumar y Saraf, 2015).

Las BPCV que contienen la enzima ACC deaminasa, cuando se unen a las
raices de las plantas o a la cubierta de las semillas de un plantula durante el
proceso de germinacion, pueden actuar como un mecanismos para asegurar que
los niveles de etileno dentro de los tejidos del vegetal, no alcancen niveles
superior a punto en el cual afecte el crecimiento y el desarrollo de las raices y de

los brotes (Kumar y Saraf, 2015).

3.3.2.6. Actividad biocontroladora de las BPCV

Las bacterias que tienen actividades antagonistas contra patdégenos de plantas
y previenen o0 suprimen las enfermedades se denominan agentes
biocontroladores. Un biocontrolador efectivo debe ser un colonizador de raices
vigoroso y tener la capacidad de competir y suprimir las acciones de los
patbgenos. Los géneros como Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas,
Burkholderia y Agrobacterium son estudiados predominantemente y se utilizan
para el desarrollo de productos agricolas con fines biocontroladores (Berkelmans
et al., 2003).

Algunas BPCYV tienen la capacidad de suprimir enfermedades en las plantas y
promover el crecimiento vegetal simultaneamente. Estas bacterias tienen su
efecto mediante varios mecanismos tales como la competencia por los nutrientes
(Babalola, 2010), la disminucién de los niveles de etileno en la planta por accion
de la enzima ACC deaminasa (Glick et al., 2007), la produccion de sideréforos y
antibioticos, la resistencia sistémica inducida (RSI) y la resistencia sistémica
adquirida (RSA), la sintesis de enzimas hidroliticas tales como quitinasas,
glucanasas, proteasas y lipasas, que pueden provocar la lisis o deformaciones
de las células de los hongos patégenos (Saharan y Nehra, 2011, Goswami et al.,
2016).

3.3.2.5.1. Produccion de sider6foros

Las RPCV que poseen actividad biocontroladora previenen la proliferacion de
patogenos del suelo y facilitan el crecimiento de las plantas a través de la

produccion de los sideréforos. Esto se debe a que los microorganismos quelatan
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la mayoria del Fe** disponible en la rizofera, por lo cual inhibe el crecimiento y
proliferacion de hongos patdgenos en la vecindad inmediata debido a la carencia
de estos iones (O’Sullivan y O’'Gara, 1992). Los sideroforos producidos por los
hongos fitopatdgenos tienen mucha menor afinidad por el hierro que los
sideroforos de las RPCV (Pérez-Montario et al., 2016)

3.3.2.5.2. Produccion de antibioticos

Los antibidticos constituyen uno de los antagonistas microbianas mas comunes
utilizados contra patdgenos de plantas (Glick et al., 2007). Estos constituyen un
grupo de compuestos organicos de bajo peso molecular que afectan el
crecimiento o la actividad metabdlica de otros microorganismos (Ali et al., 2015).
Los antibi6ticos polimixina, circulina y colistina producidos por Bacillus spp. son
activos frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como otros
hongos patdgenos (Maksimov et al., 2011). Entre las clases de antibioticos
asociadas con la actividad biocontroladora de enfermedades de raices estan la
fenazina, el floroglucinol, la pioluteorina, la pirrolnitrina, los lipopéptidos ciclicos,

el cianuro de hidrégeno, las quinolonas y el resorcinol.

3.3.2.5.3. Resistencia Sistémica Inducida (ISR)

El aumento en los niveles de resistencia a enfermedades con el uso de agentes
externos sin alterar el material genético de las plantas, se conoce como
resistencia inducida (Hassen, 2007). Se describe también como un proceso en
el cual los microorganismos no patogénicos reducen las enfermedades de las
plantas mediante la activacion de mecanismos de resistencia en las plantas (Van
Loon et al., 1998).

Algunas RPCB son capaces de provocar la induccion de la ISR. Los agentes
inductores puedes ser biéticos o abioticos. La produccién de fengicina por cepas
de Bacillus es un caso convincente de la induccion de la ISR por RPCV (Ali et
al., 2015). La resistencia sistémica inducida fue estudiada en muchas
rizobacterias inoculadas en plantas y se demostro inicialmente por Van Peer y
Schippers (1992) quienes observaron un efecto protector de la cepa

Pseudomonas fluorescens WCS417r frente a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi.
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Bacillus subtilis también produce metabolitos y enzimas como surfactina, iturina
y quitinasa, las cuales elicitan la resistencia sistémica inducida en planta por
activacion de la expresion de genes como se observo hojas de fresa (Fragaria

spp.) (Yamamoto et al., 2015).

Algunos estudios utilizaron la actividad de enzimas para inducir la RSI y
determinar el mecanismo asociado. Estas actividades estan determinadas por
los agentes inductores, el genotipo de la planta, el patégeno y las condiciones
fisiologicas de la planta (Yamamoto et al., 2015). La RSI permite a la planta
reaccionar rapidamente al ataque de patdgenos donde el acido jasmonico y el
etileno también participan en la respuesta (Farace et al., 2015). Muchas
sustancias que contribuyen a la supresion de enfermedades en las plantas son
atribuidas a la accién de las RPCV, lo que evidencia el uso viable de las RPCV
para el desarrollo de un sistema agricola sostenible, ya que pueden estimular

tanto el crecimiento como la proteccién de las plantas frente a patdgenos.

3.3.2.5.4. Resistencia sistémica adquirida (RSA)

Este fendmeno se analizé y practicé en 1961, cuando se infestaron plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.) con el virus del mosaico del tabaco y se descubri6
un efecto protector en las plantas expuestas frente a otros virus, lo cual origind
el término “Resistencia Sistémica Adquirida” (Ross, 1961). Los hongos, los virus,
los nematodos y las bacterias, pueden activar los mecanismos de defensa de las
plantas, los cuales pueden ser un solo organismo 0 mas que actlan en
sinergismo, mediante la secrecion de enzimas que provocan la patogénesis o

contribuyen a esta (Ali et al., 2015).

Entre las enzimas inductoras de la patogénesis estan las lipooxigenasas, las
peroxidasas, las quitinasas y las glucanasas (Yamamoto et al., 2015). Las
peroxidasas son expresadas durante la interaccion entre el patégeno y las
plantas hospederas, donde ocurren fendmenos como la oxidacién de los fenoles,
la proteccidn de la planta, la lignificacion y el alargamiento celular (Abhayashree
et al., 2016). La resistencia en muchas plantas como el arroz (Oryza sativa L.) y
el trigo (Triticum aestivum L.) conlleva a un incremento en la actividad peroxidasa
y lipooxigenasa, que provoca la inhibicion del patégeno y la induccion de las

fitoalexinas.
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Las fitoalexinas constituyen un grupo de metabolitos secundarios como
antibioticos y otros compuestos de bajo peso molecular, que son producidas por
las plantas en respuesta a estreses estreses fisicos, quimicos o biolégicos
(Bacon et al., 2015). Las fitoalexinas son capaces de prevenir o reducir la
actividad de los patdgenos en dependencia de los genotipos de las plantas
hospederas y del patégeno en cuestion. Estas sustancias tienen actividad
biocida y estan relacionadas directamente a los mecanismos de defensa de las

plantas (Kulkarni y Lingraju, 2015).

3.3.2.5.5. Sintesis de enzimas hidroliticas

Entre las enzimas hidroliticas producidas por las bacterias estan las glucanasas,
las proteasas, las celulasas y las quitinasas. El efecto de estas enzimas esta
relacionado con la actividad litica que tienen sobre componentes de la pared
celular de patégenos u oosporas (estructuras reproductoras), lo que afecta
directamente el crecimiento y desarrollo del patdégeno, asi como el proceso de
germinacion de las oosporas (Pérez et al., 2016, Spadaro y Droby, 2016). Las
RPCYV productoras de enzimas liticas son utilizadas exitosamente en consorcios
con otros agentes biocontroladores, lo que produce un efecto coinhibidor frente

a los patégenos (Someya et al., 2007).
2.4. Otras aplicaciones de las BPCV
2.4.1. Biorremediacion

La biorremediaciéon abarca el uso de microorganismos para solucionar
problemas ambientales provocados por metales, derramamiento de petroleo y
otras sustancias contaminantes y otros factores. Estos problemas afectan las
practicas agricolas ya que la contaminacion de los suelos puede provocar que
no sean adecuados para estas labores. Asi como los metales pueden ser Utiles
a las plantas, también pueden afectar su funcionamiento, cuando estan en

concentraciones excesivas.

Cuando los metales se encuentran en su forma inestable (oxidada), pueden
afectar numerosos procesos bioquimicos y fisiologicos en las plantas (Masood
et al., 2016); por ejemplo, pueden atacar biomoléculas importantes lo que afecta

su actividad bioldgica y en consecuencia las rutas metabdlicas donde éstas
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participan (Wang et al., 2016). Esto provoca un aumento en la produccion de
especies reactivas del oxigeno (Azarmi et al., 2016), asi como de la toxicidad en
plantas, ya que estos compuestos reaccionan con proteinas, lo que provoca

trastornos en procesos como la fotosintesis (Wang et al., 2016).

Las BPCV se utilizan en procesos de biorremediacion y est4 decrita su
participacion en la eliminacion de metales pesados, mediante la produccion de
agentes quelantes como siderdforos; mientras que las plantas intercambinas
nutrientes para la nutriciéon y sobrevivencia de la microbiota. Segun Tak et al.
(2013), los microorganismos poseen diferentes mecanismos para el proceso de
biorremediacion como la fitoextraccion, fitoestabilizacion, fitovolatilizacion,

fitoestimulacioén y fitodegradacion.
2.4.2. Aplicaciones industriales de las enzimas microbianas

Los microorganismos constituyen una fuente importante de enzimas con usos en
diversas industrias. Enzimas como las celulasas, las amilasas y las mananasas

se destacan por el nimero de aplicaciones en diferentes procesos.

Las mananasas son un grupo de enzimas que degradan el manano, el cual
constituye el componente mayoritario de la fraccidbn hemicelul6ésica de las
maderas blandas, y tienen una distribucién amplia en los tejidos de las plantas.
Las enzimas que mas degradan el manano son la f-mananasa (E.C 3.2.1.78),
B-manosidasa (E.C 3.2.1.25) y la B-glucosidasa (E.C 3.2.1.21). La B-mannanasa
es la mas importante y degrada la hemicelulosa en oligdmeros cortos de enlaces
B-1,4, los cuales pueden ser hidrolizados posteriormente a manosa por (-
manosidasas. Las enzimas -mananasas son producidas por una variedades de
organismos como bacterias, hongos, actinomicetos, plantas y animales y tiene
un potencial de aplicaciones elevado en la Biotecnologia y en diferentes
industrias y procesos como la produccion de alimentos, la extraccion de café, la
produccion de etanol, y las industrias farmacéuticas y de fabricacion de pulpa y
papel (Van Zyl et al., 2010; Chauhan et al., 2012).

Las enzimas amilasas también poseen una amplia aplicabilidad en diferentes
industrias y tienen la funcion catalitica de degradar el almidon. Estas enzimas se
caracterizan por su ubicuidad al estar presentes en plantas, animales y

microorganismos. Sin embargo, los microorganismos productores de amilasas
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reemplazaron exitosamente la metodologia del procesamiento quimico del
almidon en diferentes industrias, debido al costo efectivo y al avance en el

desarrollo de las tecnologias (Vengadaramana, 2013).

Actualmente, con la expansion en las aplicaciones, las investigaciones estan
enfocadas en el desarrollo de nuevas amilasas con estabilidad elevada al pH y
la temperatura, para incrementar las velocidades cataliticas, mejorar la
gelatinizacion del almidon, disminuir la viscosidad media y la posibilidad de la
contaminacion microbiana (Li et al., 2012). En la tabla 1 se muestran las
principales aplicaciones industriales de estas enzimas (Gupta et al., 2003; Singh
et al., 2016).

Tabla 1. Aplicaciones industriales de las enzimas amilasas.

Industria Aplicaciones

Alimenticia Licuefaccion del almidon y sacarificacion, elaboracion
de siropes de maiz, incrementar el tiempo de vida de
productos horneados como el pan.

Detergente Eliminar las manchas asociadas a la deposicion de
almiddn en las ropas.

Papel Reduccion en la viscosidad y aumento de la dureza.

Textil Aumento de flexibilidad de las fibras.

Biocombustible Produccién de bioetanol.

Farmacéutica Mejorar la digestibilidad.

Biorremediacion Biorremediacion de residuales con contenidos de
almidon.

La celulasa es otra de las enzimas de mayor interés industrial producida por
bacterias celuloliticas (Sadhu, 2013), ya que convierten la celulosa en azlcares
gue se utilizan en la alimentacion humana. A gran escala, estos azlcares pueden
ser fermentados para generar bioetanol. Las celulasas también se aplican en la
industria textil, donde se utilizan para pulir la tela y en la industria del detergente
(Hill et al., 2006).

2.5. Principales limitantes de la aplicacién de las BPCV y perspectivas

futuras
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Aunque el efecto positivo de las BPCV sobre el crecimiento y el rendimiento de
los cultivos esta bien documentado, la practica de esta estrategia todavia no esta
bien implementada en numerosas regiones del mundo. Esto se debe a que los
resultados son inconsistentes por que la actividad promotora del crecimiento de
la mayoria de las BPCV depende de las condiciones de cultivo en campo (Bly et
al., 2009).

Otro factor que puede ser responsable de la inconsistencia de las RPCV es la
sensibilidad de las plantas y las condiciones del suelo, que limita la capacidad
de las bacterias para colonizar la rizosfera y expresar los mecanismos de
promocién del crecimiento. Estas condiciones abarcan diferentes aspectos como
el tipo de suelo, la temperatura, el contenido de humedad, la materia organica y
el pH (McSpadden-Gardener, 2004; Cakmakgi et al., 2006).

Debido a que estas condiciones pueden variar considerablemente a través de
las diferentes localidades geogréficas, la efectividad de las BPCV se refiere
frecuentemente como variable, en dependencia de la localizacién en la cual se
realizé el estudio. En trabajos realizados por Suslow et al. (1979) en California,
EUA, se obtuvo un aumento en el contenido de azucar de la remolacha en
condiciones de campo; sin embargo, los resultados no fueron buenos cuando se
realizaron los ensayos en Idaho. Por el contrario, mientras que otra cepa produjo
los mayores rendimientos en ldaho, cuando se utilizé en Californo no mostroé la
misma efectividad. Por estas razones, para que las RPCV tenga un uso
comercial, se requiere que sean efectivas en diferentes condiciones ambientales;
por lo que la seleccién de tales organismos todavia constituye un reto en el

campo de la agricultura.

Las RPCV representan una alternativa atractiva y ecoldgica para la produccion
de alimentos en todos los paises del mundo. El impacto negativo de los
fertilizantes quimicos sobre el medioambiente hace patente la necesidad de
nuevos enfoques y estrategias mas econdémicas y amigables con el ambiente.
Unido a la seleccion de cepas con capacidades para estimular el crecimiento de
los cultivos y controlar el ataque de patdgenos; es necesario realizar estudios
moleculares que permitan determinar los genes activos durante la interaccion

rizobacteria-planta y comprender los mecanismos de accion de estas BPCV.
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La mayoria de los mecanismos que utilizan las BPCV para promover el
crecimiento de las plantas son regulados por genes especificos. Por lo que el
conocimiento de los genes responsables de estas vias regulatorias, permitira
estimular o disminuir la expresion de los metabolitos intermediarios que
participan en estos procesos. La nueva generacion de secuenciacion en conjunto
con los estudios metabolomicos y gendémicos, seran la clave para avanzar en los

mecanismos Yy funciones de las BPCV.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en los laboratorios del Centro de Estudios
Biotecnoldgicos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de

Matanzas. En la Figura 5 muestra las diferentes etapas de la investigacion.

3.1. Esquema general del trabajo

Etapas generales de la investigacion

1. Aislamiento de las colonias bacterianas
1.1. Colecta de las muestras

1.2. Siembra en medio Agar Nutriente (107-10°7)
1.3. Diluciones seriadas 10! — 10

1.4. Aislamiento y siembra en medio Agar Nutriente

2. Ildentificacion de cepas de Bacillus Gram + esporulados

2.1. Tincién de Gram

2.2. Seleccion de aislados bacilares Gram +
2.3. Tincion para observacion de endosporas

2.4. Seleccién de aislados bacilares Gram + formadores de endosporas

3. Ensayos microbiolégicos y bioquimicos

3.1. Actividad amilolitica

3.2. Actividad celulolitica

3.3. Actividad mananolitica

3.4. Actividad lipidica

3.4. Actividad proteolitica

3.5. Actividad quitinolitica / glucanolitica
3.6. Produccién de HCN

3.7. Produccién de acidos organicos

3.8. Solubilizacion de fosfatos

3.9. Produccién de acido 3-indolacético
4, Seleccion y conservacion de los aislados

4.1. Conservacion en glicerol 20%

Figura 5. Etapas generales de la investigacion.
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3.2. Aislamiento de los aislados bacterianos
3.2.1. IHPLUS®

Los experimentos se realizaron con el lote 31 de inéculo liquido del IHPLUS®
caracterizado segun el procedimiento normalizado de operacion (PNO-LB-M-
008/2014) de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey” y los

resultados aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion del lote 31.

Caracteristicas organolépticas

Lote 31

Olor Agradable a vino
Caracteristicas fisico-quimicas

pH 3,87

Conteo total de microorganismos (UFC)
Bacterias aerébias 106
Bacterias anaerdbias 10°
Hongos y levaduras 104-10°
Lactobacilos 104

Ausencia de microorganismos patégenos

Escherichia coli

No presencia

Staphylococcus aureus

No determinado

Pseudomona aeruginosa

No presencia

Salmonella typhi

No presencia

Coliformes fecales y totales

No presencia

Shigella

No presencia

Clostridium perfringens

No presencia

El conteo total de los principales grupos de microorganismos benéficos se
encontré dentro de lo establecido para la produccidén y no tuvo crecimiento de
patogenos. Ademas, a los 3 meses de la realizacion de las pruebas de calidad
se volvi6 a comprobar la ausencia de microorganismos no deseados y se

obtuvieron resultados satisfactorios.
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3.2.2. Siembra en Caldo Nutriente

Con el objetivo de incrementar la poblacion bacteriana presente en el suelo
rizosférico, se incularon 10 mL del producto IHPLUS® en 90 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 6). 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 6. Crecimiento de los microorganismos del producto IHPLUS® en Caldo
Nutriente. A: erlenmeyer con medio Caldo Nutriente sin inocular. B: erlenmeyer con
medio Caldo Nutriente inmediatamente después de la inoculacion. C: crecimiento
microbiano en el medio de cultivo posterior a 72 h de incubacion.

3.2.3. Diluciones seriadas y siembra en medio Agar Nutriente

Posterior al choque térmico se realizaron diluciones seriadas (10 y 10°) a las
suspensiones microbianas en solucion salina (NaCl 0,9 %). Se tomaron alicuotas
de 100 pL de las diluciones 10 - 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 espatula de Drigalski. Cada dilucion de las diferentes
muestras se sembré por triplicado. Las placas se colocaron en una incubadora
marca Boxun a 37 °C durante 72 h.
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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 cuia (Figura 7). Los aislados se identificaron numéricamente y se

colocaron en similares condiciones al acapite anterior.

Figura 7. Aislados obtenidos del producto IHPLUS®. En la esquina derecha superior de
las fotografias se muestra la dilucion.
3.3. Identificacién de los asilados de Bacillus Gram + productores de

endosporas

Posterior a las 24 h de crecimiento se realizd una tincion de Gram a todas las
colonias aisladas, para identificar los aislados con morfologia bacilar y Gram
positivos. A las colonias que mostraron estas caracteristicas se le realizé una
tincion verde de Malaquita a las 72 h de sembradas 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 8).
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Figura 8. Tincion de endospora (izquierda) y purificacién de los aislados IH9 e IH5
(derecha).

3.4. Ensayos bioquimicos y microbioldgicos
3.4.1. Ensayos bioquimicos
3.4.1.1. Produccion de 4cido 3-indolacético (AlA)

La produccion de acido indolacético se determiné con el método de Loper y
Schroth (1986). Los aislados bacterianos (un asa calibrada llena) se inocularon
en erlenmenyers de 25 mL de volumen con 10 mL de Caldo Nutriente
suplementado con L-triptéfano (1 mg.mL1). 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 a 6 000 rpm durante
10 minutos. El sobrenadante se colectd para la determinacion cualitativa y
cuantitativa de acido 3-indolacético. Se utiliz6 como control negativo el medio de

cultivo sin in6culo.

3.4.1.1.1. Determinacién cualitativa de AIA

Se colocaron alicuotas de 100 pL de los sobrenadantes correspondientes a los
aislados obtenidos, en placas de 96 pocillos y se adicionaron posteriormente 100
uL del reactivo Salkoswki (acido perclorico HCIO4 3,48 mol.Lt y FeClz 10 mmol.L
1). Este reactivo permite establecer la presencia de grupos indol en las
soluciones que contengan, entre otros compuestos, tejidos vegetales y extractos
de cultivos microbianos. El desarrollo de una coloraciéon entre rosado y rojo fucsia
indicé la presencia de grupos indol presumibles como compuestos auxinicos
(Celis y Gallardo, 2008).
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3.4.1.1.2. Determinacién cuantitativa de AIA

A los aislados evaluados como positivos mediante el ensayo cualitativo, se les
cuantifico colorimétricamente la concentracion de esta auxina por la técnica de
Salkoswki. Primeramente se realizé 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.mL?. 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 espectrofotbmetro UV/VIS
(ULTROSPEC, 2000). Con los valores obtenidos de la curva patrén, se obtuvo
la ecuacion que relaciona la concentracion de AlA en funcion de la absorbancia.

Las mediciones se realizaron por triplicado (Sanchez-Garcia, 2013).

3.4.2. Determinacion cualitativa de la produccion de &cidos organicos

La capacidad de producir acidos organicos se determind inoculando los aislados
bacterianos en erlenmeyers de 25 mL de volumen, con 10 mL de medio de cultivo
compuesto por glucosa (5 g.L ), K2HPO4 (5,0 g.L ) y peptona (5,0 g.L %), pH 7,3.
Los indculos 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 uL del indicador rojo metilo (0,02 %).
El cambio instantaneo del color amarillo del medio de cultivo a rojo, indicé la

formacién de acidos orgénicos (Trivedi et al., 2013).
3.4.3. Ensayos microbioldgicos
3.4.3.1. 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 ), FeSO4 (0,002 g.L 1), extracto de levadura (0,5 g.L™),
Agar (15,0 g.L1). 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 férmula siguiente:

(z-0)

ES (%) = * 100
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Donde,
Z: diametro del halo de hidrolisis

C: didmetro de la colonia bacteriana

3.4.3.2. 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 produccién 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). Se disolvieron 4,0 g.L! de levadura panaderay 16 g.L* de agar
en agua destilada y el medio se esterilizé 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 indico la produccion de B-1,3-glucanasa y/o quitinasa y se expreso en

términos de eficiencia (%) igual a la actividad anterior.

3.4.3.3. Actividad lipidica

La actividad lipidica se determind con la siembra de las cepas en un medio de
cultivo compuesto por peptona (10 g.L™1), cloruro de calcio (0,1 g.L1), cloruro de
sodio (5 g.L1), agar (15 g.L ) y 10 mL de 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 de cultivo a 121 °C durante
20 min. Previo a verter el medio de cultivo en las placas Petri se mezclaron y
homogenizaron el Tween 80y el resto de los componentes del medio. Las placas
con los aislados sembrados se incubaron a 37 °C durante 48 h. Las deposiciones
alrededor de las colonias bacterianas indicé la actividad de la enzima lipasa. El
indice de potencia se determiné mediante la medicion del diametro de zona clara
de deposicion (hidrdlisis) con el empleo de una regla milimetrada. Para el calculo
del indice de potencia se utilizo la férmula descrita en el acépite 3.4.3.1 y se

expreso en %.
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3.4.3.4. 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 férmula descrita en

el acdpite 3.4.3.1.

3.4.3.5. Produccién de cianuro de hidrégeno (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 solucién compuesta por carbonato de sodio (Na2CO3) al 2% y acido
picrico 0,5 %. El papel humedecido se colocé 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 coloracién de amarillo a naranja-rojizo
indico la produccién de cianuro de hidroégeno. Se utiliz6 como control una placa

Petri con medio de cultivo sin inocular.

3.4.3.6. Actividad amilolitica

Se determind segun el método de Karnwal (2011). Los aislados bacterianos se
sembraron en un medio compuesto por: NaCl 0,1 %, KH2PO4 0,3 %, K2HPO4 0,6
%, MgSO0a4 0,12 %, peptona 0,5 %, extracto de levadura 0,3 % y suplementado
con almidén soluble (1,0 %) y agar 15 g.L. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 48 h. La actividad amilolitica se observdo mediante la tincion del medio
de cultivo con la solucién yodada de Gram (yodo 2 % y yoduro de potasio 0,2
%). La presencia de un halo de hidrolisis alrededor de la colonia indico la
produccion de enzimas amilasas. La capacidad de producir estas enzimas de

evaluo cualitativamente como: ausencia (-), bajo (+), medio (++) y alto (+++).
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3.4.3.7. Actividad celulolitica

Los aislados bacterianos se sembraron en medio de cultivo compuesto por: NaCl
0,1 %, KH2PO4 0,3 %, K2HPO4 0,6 %, MgS0O4 0,12 %, peptona 0,5 %, extracto
de levadura 0,3 %, suplementado con carboximetil celulosa (1,0 %) y agar 15
g.L L. Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h y la actividad celulolitica se
determind mediante la tincion del medio de cultivo con una soluciéon 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 determind
mediante la formula descrita en el acépite 3.4.3.1 y se expreso en %.

3.4.3.7. Actividad mananolitica

Se determindé mediante la siembra de los aislados bacterianos en el medio de
cultivo compuesto por: NaCl 0,1 %, KH2PO4 0,3 %, K2HPO4 0,6 %, MgSO4 0,12
%, peptona 0,5 %, extracto de levadura 0,3 %, suplementado con goma de
algarrobo (LBG, por las siglas en inglés de Locust Beans Gum) (0,5 %) y agar
15 g.L! (Matos et al., 2018). Las placas se incubaron a 37 °C durante 48 hy la
actividad mananolitica se observé mediante la tincién del medio de cultivo con
Rojo Congo (0,5 %). La presencia de un halo de hidrdlisis alrededor de la colonia
indicé produccién de mananasas. El indice de potencia de los aislados se
determind mediante la férmula descritas en el acapite 3.4.3.1 y se expresion en
%.

2.5. Conservacién 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
determiné el ajuste a una Distribucion Normal mediante la prueba de Bondad de
Ajuste Kolmogorov-Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante las

Pruebas de Bartlett. En los casos en que los datos cumplieron los requisitos
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exigidos se procesaron mediante ANOVA de clasificacién simple o multifactorial
y la Prueba de Rangos Multiples de Tukey HSD (P<0,05). Los datos que no
cumplieron con estas premisas fueron comparados mediante la Prueba de

Kruskal-Wallis y la Prueba de Rangos Mdultiples 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 3. Se obtuvo un total de 20 aislados entre bacilos
esporulados (4), bacilos no esporulados (5), cocos (6) con diferentes
agrupaciones (diplococcus, tetracoccus, en sarcinas, etc.), asi como otras
formas, fundamentalmente actinomicetos (5) (Figura 9). El porcentaje general de
formas bacilares con capacidad de esporular con respecto al total de aislados
fue de 20,0 %. El hecho de que se obtuvieron pocos aislados en numero y
diversidad, puede estar relacionados con el pH &cido del producto IHPLUS®

(3,87) que afecta el crecimiento de los bacilos.

Tabla 3. Resultados del aislamiento de cepas bacterianas del producto
IHPLUS®.

) Formas
Aislados _ Cocos | Otros BNE BE Total
bacilares
IH 9 6 5 5 4 20
% 45 30 25 25 20 100

BNE: bacilos no esporulados, BE: bacilos esporulados.

g

- ..
e

Figura 9. Tincion de Gram al aislado IH7: bacilos Gram positivos en cadena con

esporas ovales centrales.
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4.2. Propiedades bioestimulantes de los aislados bacterianos
4.2.1. Produccion de acido indolacético

El acido indolacético constituye una auxina natural producida por las plantas y
amplia gama de microrganismos del suelo. Las Figuras 10 y 11 muestran los
resultados del analisis cualitativo y cuantitativo de la produccion de AIA. Como
se puede observar, los mejores resultados se obtuvieron con el aislado IH7 con
una concentracion de 23,55 pg.mL, mientras que los aislados IH4, IH5 e IH9

produjeron valores bajos sin diferencias estadisticas entre estos.

trol positivo:
A (100 pg.mL?)

Control negativo:
edio de cultivo
in inocular

Figura 10. Ensayo cualitativo de la produccion de AIA por los aislados bacterianos.

30,0
23,55 a
25,0
7200
—
£
B1s0
!
X 10,0
6,59 b 599 b 5.45 b
- B
0,0
IH4 IH5 IH7 IH9

Aislados

Figura 11. Ensayo cuantitativo de la produccion de AIA. Letras distintas indican
diferencias significativas entre aislados segun Prueba de Newman-Keuls (P<0,05).
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Estos resultados se corresponden con los observados por Thakur y Parikh
(2018), quienes obtuvieron valores de AIA entre 3,85 y 11,65 pg.mL?! con
aislados rizosféricos de Bacillus spp. obtenidos de la rizosfera de plantas de mani
(Arachis hipogea L.). De manera similar, otros autores refirieron valores de esta
auxina en este rango, en aislados bacterianos obtenidos de la rizosfera de Piper
nigrum L. (Thanh y Tram, 2018), Zea mays L. (Thanh et al., 2016) y Aloe vera
L. (Thakur et al., 2017).

Otros estudios realizados con cepas de Bacillus spp. mostraron valores de AlIA
superiores a IH7, como por ejemplo Bacillus sp. CaSUT007 con 31 ug.mL™*
(Buensanteai et al., 2013). Estas diferencias en la concentracion de AlA pueden
estar relacionadas con la especie bacteriana, asi como el medio de cultivo, el
tiempo de crecimiento y la concentracion de L-triptéfano utilizado como precursor

de la sintesis de esta auxina (Buensanteai et al., 2013).

En el caso de la presente investigacion, el aislado IH7 constituye un candidato
potencial como bioestimulador del crecimiento vegetal. En estudios realizados
con cepas de Bacillus sp. productores de AIA se observd un aumento del
desarrollo radicular de Triticum aestivum L. (Fatima et al., 2009), Allium cepa L.
(Reetha et al., 2014) y Glycine max L. (Araujo et al., 2005); de la germinacién y
el crecimiento de plantulas de trigo (Triticum aestivum L.) y fabas (Vicia fabaL.)
(Yousef, 2018), asi como del rendimiento del trigo (Baghaeeravari y
Heidarzadeh, 2014) y la soya (Glycine max L. Merrill) (Sushil et al., 2013). Por
otra parte, la produccion de &cido indolacético por IH7 puede actuar ademas
como un mecanismo de biocontrol, relacionado con la inhibicion de la
germinacion de esporas y el crecimiento del micelio en hongos fitopatégenos
(Uneo, 2004).

Sin embargo, es necesario comprobar el efecto de los aislados promisorios
obtenidos en la presente investigacion, sobre el proceso de la germinacion y el
crecimiento de cultivos de importancia agricola; ya que la respuesta de las
plantas depende la concentracion de este regulador en el medio y del genotipo
vegetal, entre otros factores. En varios estudios con Bacillus sp. se evidencio
una respuesta variable sobre el crecimiento y el desarrollo de las plantas.

Egamberdiyeva (2007) refirio un efecto positivo de Bacillus sobre la germinacion
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y el crecimiento vegetal asociado a la produccién de sustancias reguladoras del
crecimiento. De manera similar, VrbniCanin et al. (2011) observaron una
respuesta positiva en la germinacion de Ambrosia artemisiifolia L. con el uso de
Bacillus pumilus. Por el contrario, estos ultimos autores determinaron un efecto

inhibitorio sobre A. artemisiifolia L. con la aplicacion de Bacillus licheniformis.

En otros trabajos similares, pero con otra especie descrita como BPCV,
Pseudomonas flourescens, se observd en algunos casos un comportamiento
bioestimulador (Zdor et al., 2005) y en otros inhibitorio (Vrbni¢anin et al., 2011).
Carrillo-Castaneda et al. (2002) refirié que P. fluorescens tiene un efecto variable
sobre la germinacion de la alfalfa (Medicago sativa L.), en dependencia del medio

de cultivo donde se desarrolle la bacteria.

4.2.2. Propiedades biofertilizadoras de los aislados
4.2.3. Solubilizacion de fosfatos

El resultado del ensayo de solubilizacion de fosfato se muestra en la Figura 12.
Entre los aislados obtenidos solamente IH4 mostré la capacidad de solubilizar
Cas(P0Oa4)2, con un indice potencia de 68,25 %. En trabajos realizados por Thanh
y Tram (2018), se obtuvieron aislados rizosféricos de Bacillus spp. con

eficiencias similares o inferiores a las observadas por IH4.

Figura 12. Solubilizacion de fosfato tricalcico por los aislados bacterianos. La flecha
muestra el halo de claro alrededor de la cepa que indica la actividad solubilizadora de
fosfato.
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Se realizé un estudio de la capacidad de produccion de acidos organicos por los
aislados como mecanismo posible para la solubilizacién de fosfatos. El analisis
del medio de cultivo mediante la adicidon del indicar rojo metilo, mostré6 que no
hubo cambios de pH (el indicador varié su coloracion instantaneamente de rojo
a amarillo); por lo cual, los aislados no producen en el medio de cultivo utilizado

cantidades significativas de acidos organicos (Figura 13).

Control negativo:
medio de cultivo
sin inocular

Control positivo:
solucion de acido
acético (pH 4,5)

Figura 13. Ensayo cualitativo de la producciéon de acidos organicos por los aislados

bacterianos.

Este resultado indica que el aislado IH4 posee otros mecanismos para la
solubilizacion del Cas3(PO4)2, como la secrecion de otros compuestos como iones
hidroxilos. No obstante, es posible que en el caso especifico del aislado IH4, este
produzca &cidos orgénicos en el medio Pikovskaya con presencia de fosfato

tricalcico, como inductor de la sintesis de acidos organicos.

El uso de IH4 en consorcio con otros aislados puede contribuir a elevar el
crecimiento y desarrollo de cultivos. El empleo de solubilizadores de fosfatos
eleva la disponibilidad del fésforo para los cultivos, que tiene funciones vitales al
ser un componente estructural de acidos nucleicos, fosfolipidos y moléculas
ATP. Ademas, este elemento incrementa la produccion de semillas y frutos y

estimula el crecimiento de las raices (Ranjbar-Moghaddam y Aminpanah, 2015).

Es importante sefialar que es necesario realizar estudios adicionales en
condiciones in vivo, ya que un aislado bacteriano que produce cantidades
considerables de AlA 'y es buen solubilizador de fosfatos en el laboratorio, puede
no exhibir estas propiedades en condiciones de campo y por el contrario, algunas

BPCV pueden no producir AlA o fosfatos solubles en cantidades significativas en
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condiciones in vitro, pero en el campo pueden estimular notablemente el

crecimiento y la productividad de las plantas.

4.2.3. Propiedades antagonicas de los aislados

4.2.3.1. Produccion de cianuro de hidrégeno

La produccion de cianuro de hidrogeno forma parte del sistema de defensa de
algunos microorganismos. El estudio de la capacidad de produccién de este gas
toxico, mostré6 que solo el aislado IH7 (25 %) es capaz de sintetizar este
compuesto, lo cual se evidencio por el cambio de coloracion del papel de filtro
de amarillo a pardo rojizo (Figura 14).

Figura 14. Produccion de cianuro de hidrégeno por el aislado IH7 (derecha). Izquierda:

control (placa con medio de cultivo estéril sin inocular.

En estudios similares relacionados con la evaluacion de aislados rizosféricos se
observé la produccion de cianuro de hidrégeno por varios autores con
porcentajes diferentes (El-Sayed et al., 2014, Agbodjato et al., 2015; Thakur y
Parikh, 2018). Este compuesto se considera un agente bioldgico importante para
el control de varios patdgenos de plantas, ya que bloquea la cadena de
transporte electrénica mitocondrial, al formar complejos con algunos metales
como el cobre e inactivar enzimas como la citocromo oxidasa. Esto provoca una
disminucién en la produccion de ATP indispensable para todos los procesos

metabdlicos (Blumer y Haas, 2000).
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4.2.3.2. Produccion de enzimas liticas

Con el objetivo de evaluar capacidad de los aislados de producir enzimas liticas,
se evaluaron las actividades p-1,3-glucanolitica y/o quitinolitica, lipidica y
proteolitica (Tabla 4, Figura 15). Los aislados IH4 e IH7 mostraron actividad -
1,3-glucanolitica y/o quitinolitica. En el caso de IH7 la efectividad resultdé mayor
(95,55 %) que el IH4 (43,98%). No se determind actividad lipidica de ninguno de
los aislados, mientras solo IH7 expresO también actividad proteolitica con un
indice de potencia de 43,98 %. Estos resultados concuerdan con otros trabajos
con cepas de Bacillus sp. donde también se observaron actividades quitinoliticas
(Bhatt y Bharatkumar, 2014) y proteoliticas (Majumdar y Chakraborty, 2017).

Tabla 4. Actividades B-1,3-glucanolitica y/o quitinolitica, lipidica y proteolitica de

los aislados.
Actividades (Indice de Potencia %)
Aislados B-1,3-glucanolitica
y/o quitinolitica Lipidica = EE | Proteolitica + EE
EE
IH4 23,15°+0,92 - -
IH5 - - -
IH7 95,552+ 3,61 - 43,98 £ 4,75
IH9 - - -

Letras diferentes indican diferencias estadisticas segun Prueba de Kruskal-Wallis
(P<0,05).

Figura 14. Actividad p-1,3-glucanolitica y/o quitinolitica de los aislados IH7 e IH4.
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La actividad proteolitica obtenida con IH7 fue superior a la observada en otros
aislados de Bacillus spp. extraidos de la rizosfera de Aloe vera L. con valores
indice de potencia entre 11,3 y 21,8 % (Thakur et al., 2017). Estos resultados
pueden sugerir el empleo de este aislado como biocontrolador de fitopatégenos.
Los trabajos relacionados con cepas de Bacillus subtilis, B. cereus, B.
licheniformis y B. tequilensis, evidenciaron las potencialidades de este género
para la produccion de enzimas quitinasas (Dar et al., 2018).

Un estudio de la capacidad antagbnica de la cepa productora de proteasas
Bacillus subtilis B28, demostro ser efectiva frente al hongo Fusarium oxysporum
f. sp ciceris y ademas, estimulé el crecimiento de Cicer arieatinum L., al
incrementar indicadores como la altura de la planta y el peso seco y fresco en

comparacion con plantas control sin tratar (Karimil et al., 2012).

La obtencion de aislados con actividades quitinoliticas y/o glucanoliticas y
proteolitica, indican un uso potencial de IH7 como biocontrolador de
fitopatdgenos, ya que estas enzimas provocan la lisis o alteran los componentes
de las paredes celulares de los hongos (Neeraja et al., 2010). Rao et al. (2013)
refirieron un efecto inhibitorio sobre Fusarium sp. por las cepas Bacillus EUQ7,
QST713y FZB24, asociado a la produccion de enzimas bacterianas liticas como

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

En importante también sefialar que en el caso de los aislados obtenidos del
producto IHPLUS®, estos tienen también la capacidad de tolerar pH acidos
inferiores a valores de 4, por lo cual es posible que posean enzimas tolerantes a
este pH. Esto sugiere un posible empleo de los aislados con actividad promotora

y antagodnica en suelos acidos.
4.2.4. Produccidon de enzimas con aplicaciones industriales

Para determinar las potencialidades de los aislados con fines industriales se
evalu6 la capacidad de produccién de tres enzimas importantes: amilasas,
celulasas y mananasas. En la Tabla 5 y Figura 16 se muestran los resultados de
estos ensayos. Con relacion a la actividad amilolitica, los aislados IH5 e IH7
mostraron la capacidad de expresar amilasas. En el caso de IH4 no se pudo
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determinar debido a que este aislado secreta sustancias cerosas hidrofobicas
que cubren el medio de cultivo, por lo cual no fue posible revelar la actividad
mediante la tincion del medio. Con relacion al resto de las actividades evaluadas,
el aislado IH7 mostré también una actividad celulolitica notable (152,06 %) e IH5
fue capaz de producir mananasas con un indice de potencia igual a 94,44%.

Tabla 5. Actividades amilolitica, celulolitica y mananolitica de los aislados.

Actividades (Indice de Potencia %)
Aislados i i i :
Amilolitica Celulolitica £ EE | Mananolitica = EE
IH4 No determinada - -
IH5 + - 94,44 + 5,56
IH7 + 152, 06 + 14,23 -
IH9 - - -

Los resultados obtenidos son congruentes con los observados por otros autores
quienes refirieron actividades amiloliticas (Saxena et al., 2007; Yang et al., 2011)
y celuloliticas (Sadhu y Maiti, 2013; Bhatt y Bharatkumar, 2014) en Bacillus spp.
Varias especies de Bacillus se utilizan ampliamente para la obtencion de a-
amilasas para fines industriales como por ejemplo B. subtilis, B.
stearothermophilus, B. licheniformis y B. amyloliquefaciens (Saini et al., 2017).
La actividad celulolitica observada en IH7 sugiere posibles aplicaciones en
diferentes areas como por ejemplo la agropecuaria. El sinergismo entre la
producciébn de celulasas y antibidticos en bacterias, puede suprimir
enfermedades provocadas por hongos patégenos (El-Tarabily et al., 1996). Por
ejemplo, Paenibacillus ehimensis KWN38 produce compuestos antifingicos en
combinacién con enzimas liticas, especialmente celulasas y B-glucanasas, las
cuales protegen a los cultivos de oomicetos patogénicos, tales como cepas del
género Phytophthora (Naing et al., 2014). Ademas, las celulasas descomponen
la materia organica celulésica presente en la rizosfera y con ello se aumentan la
disponibilidad de nutrientes para las plantas.

De manera similar, diferentes especies de Bacillus manifestaron actividad
mananolitica como por ejemplo: Bacillus nealsonii (Chauhan et al., 2012),
Bacillus subtilis (Huang et al., 2012), Bacillus sp. (Hossain et al., 1996).
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bacterianos IHPLUS®. Las flechas indican los halos de hidrolisis enzimatica.

La actividad mananolitica notable observada por IH5 sugiere un uso potencial de
este aislado en diferentes &reas agropecuarias e industriales, como por ejemplo,
para mejorar la digestibilidad y absorcién de nutrientes, en animales que se
alimentan de desechos fibrosos de plantas como el bagazo de la cafia de azlucar
y la paja de maiz (Matos et al., 2018).

El desarrollo de procesos fermentativos en estas materias prima con IH5, pudiera
digerir parcialmente diferentes componentes de las paredes celulares, ya que las
mananasas hidrolizan los enlaces -1,4-mananosidicos presentes en esqueletos
carbonados de manano, galactomananos, glucomananos y
galactoglucomananos (Naughton et al., 2001), con la produccion de varios
oligosacaridos como productos mayoritarios. Este proceso eleva la disponibilidad
y asimilacién de nutrientes energéticos en animales monogastricos como aves

de corral, etc.
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IH5 también puede ser utilizado en la fabricacion de pulpa y papel (Pan et al.,
2011), detergente (Bettiol et al., 2000), café (Van Zyl et al., 2010), asi como en
la industrias farmacéuticas (Parisi et al., 2002), de aceites y gas (Varnai et al.,
2011).

4.3. VALORACION ECONOMICA

Durante el siglo pasado, la industrizacion de la agricultura provocé un incremento
sustancial de la productividad de los cultivos y de la disponibilidad de alimentos.
Unido a este resultado, aparecieron serios problemas ambientales y sociales,
gue deben ser enfrentados y resueltos a corto y mediano plazo. Actualmente, es
necesario mantener producciones elevadas pero con el minimo impacto sobre el
medio ambiente. Por lo tanto, se deben encaminar esfuerzos por desarrollar una
agricultura ambientalmente sostenible, donde se preserven los ecosistemas y la

biodiversidad.

Una via potencial para disminuir los efectos negativos del uso de fertilizantes
quimicos, herbicidas y pesticidas, es el empleo de bacterias promotoras del
crecimiento de plantas. La diversidad de mecanismos biolégicos que poseen
estos microorganismos, permite que puedan ser utilizados en consorcio y

potenciar el efecto total sobre los cultivos.

La produccién de sustancias reguladoras del crecimiento como auxinas,
giberelinas y citoquininas por las BPCV, constituye un mecanismo bien
establecido para estimular el crecimiento de las raices de las plantas; por lo cual,
aumenta la capacidad de absorcion de agua y sales minerales en condiciones
normales o en presencia de déficit hidrico.

Por otra parte, la obtencién de aislados productores de AlA, puede constituir una
via para desarrollar productos enraizadores de estacas, en cultivos donde se
utiliza la multiplicacion vegetativa como forma fundamental de propagacion. Esto
contribuye a elevar la eficiencia del proceso al aumentar el porcentaje de
superviviencia. Ademas, el aislamiento de estas sustancias con actividad

bioldgica, puede utilizarse en laboratorios de cultivo de tejidos vegetales en
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diferentes etapas del proceso de micropropagacion. Todo esto reduciria los

costos de produccion y la sustitucion de importaciones.

Los aislados solubilizadores de fosfatos también pueden contribuir al desarrollo
de nuevos biofertilizantes. De acuerdo con Vessey (2003), los biofertilizantes son
definidos como sustancias que contienen microorganismos vivos y cuando se
aplican a semillas, a superficies de plantas o al suelo, estos colonizan la rizosfera
de la planta y estimulan el crecimiento mediante el incremento de la
disponibilidad de nutrientes como el nitrégeno, el fésforo y el hierro, entre otros,
en la planta hospedera. Las BPCV evaluadas como biofertilizantes, constituyen
una alternativa a los fertilizantes quimicos y minerales para elevar los

rendimientos en el marco de una agricultura sostenible (Babalola, 2010).

Los microorganismos biofertilizadores como las bacterias nitrofijadoras
incrementan la absorciébn de nitrégeno, otros producen &cidos organicos y
sideroforos que solubilizan formas insolubles de hierro e incrementan la entrada
de fosforo asimilable a la planta, mientras que las bacterias que oxidan el azufre
elevan la disponibilidad de este elemento para la planta hospedera (Stamford et
al., 2008).

El ataque de plagas a los cultivos tropicales constituye una de las causas
fundamentales de disminucion de los rendimientos agricolas. Por ello, se
dedican numerosos recursos para el control de estos patdgenos. El empleo de
aislados bacterianos con actividad antagénica, permite no solo disminuir los
gastos por concepto de compra de insumos, sino también reducir el impacto

ambiental y producir alimentos mas sanos.

Por otra parte, las enzimas microbianas se utilizan en la actualidad de manera
rutinaria en numerosos procesos tecnolégicos que abarcan diferentes campos
como la industria alimenticia, la farmacéutica, del papel y el detergente, entre
otras. El uso de aislados con capacidad de expresar estas enzimas de manera
notable, brinda una oportunidad para la explotacion de estos recursos naturales,
en funcion de elevar la calidad de distintas producciones industriales e incluso

de exportar nuevos productos.
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V. CONCLUSIONES

» Se obtuvieron un total de cuatro aislados de Bacillus sp. Gram positivos
con capacidad de esporular.

» Los aislados IH7 e IH5 mostraron propiedades bioestimuladoras y
biofertilizantes, al producir acido indolacético (23,55 ug.mL™) y solubilizar
fosfato tricélcico, respectivamente.

» EIl aislado IH7 evidencié potencialidades como agente antagénico de
fitopatdégenos ya que produjo cianuro de hidrégeno y actividades -1,3-
glucanolitica y/o quitinolitica (95,55 %) y proteolitica (43,98 %).

» IH5 mostr6 actividad amilolitica y mananolitica, mientras que IH7 es
productor de amilasas y celulasas, lo cual indica que el producto
IHPLUS® constituye una fuente para la obtenciébn de cepas con

aplicaciones en diferentes industrias.
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VI. RECOMENDACIONES

» Evaluar la actividad antagonica de la cepa IH7 frente a hongos y bacterias
fitopatdgenas.

» Determinar el efecto del acido indolacético producido por el aislado IH7
sobre la germinacion, el crecimiento y el desarrollo de cultivos de interés

agricola.
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