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Introduccién

Las Bacterias Promotoras del crecimiento Vegetal (PGPB) pueden promover el crecimiento de
las plantas por diferentes vias; de forma directa esta accion se evidencia en ausencia de otros
microorganismos, mientras que los mecanismos indirectos se pueden observar en la interaccion
del microorganismo de interés con un fitopatégeno (Thrane et al., 2000). Los efectos directos de
las PGPB pueden ser: fijacion del nitrégeno atmosférico (que es captado por la planta y que
puede llegar a suplir hasta un 70% de sus necesidades, segun Mantelin y Touraine, (2004),
produccion de sideréforos (Bolwerk et al., 2003), solubilizacién de minerales (Fernandez et al.,
2005) y sintesis de fitohormonas (Barea et al., 2005, Han et al., 2007). Se ha observado
ademas su influencia en la absorcion de elementos minerales debido a incrementos en los
flujos i6nicos de la superficie de las raices en presencia de PGPB (Nelson, 2004). Dentro de los
grupos microbianos potencialmente eficientes para la elaboracion de inoculantes microbianos,
se encuentran las pseudomonas fluorescentes, que han sido descritas como excelentes
agentes fitoestimuladores y de control biolégico por numerosos autores. Teniendo en cuenta
este aspecto, este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto promotor del crecimiento
vegetal de dos cepas de Pseudomonas putida en 3 variedades comerciales de arroz y
determinar algunos de sus mecanismos de accion.

Materiales y Métodos

Material vegetal: Se emplearon semillas de tres variedades comerciales de arroz (INCA -LP5,
Perla de Cuba e IACUBA 25).

Cepas empleadas: En este estudio se emplearon dos cepas de Pseudomonas putida (AJ13,
AIO5) previamente aisladas de la rizosfera del arroz de las variedades Jucarito-104 e INCA LP5
identificadas mediante métodos convencionales (APl 20NE) y moleculares (PCR) por Acebo et
al. (2008).

Determinacion de la produccion de acido indolacético y solubilizacion de fosfatos: Para
la determinacién de la produccion de auxinas del tipo AIA, se inocularon tubos con 5mL de
Caldo Triptona Soya suplementado con triptéfano (0.1g-L-1) con 500 yL de una suspension
bacteriana en salina fisiolégica de cada aislado ajustada a una concentracion celular de
10%cel/mL. Se incubaron por 48 horas y se centrifugé el contenido de los tubos a 5000 rpm por
15 minutos (Centrifugue 5702, Eppendorf). A los cultivos libres de células se les afiadié en
condiciones de oscuridad el reactivo de Salkowski (600mL de H2SO4 18M, 4.5g de FeCI3
anhidro, 400 mL de agua destilada) en una relacion 1:1. Se incubd durante 30 minutos en la
oscuridad y luego se leyd la absorbancia a 530nm en un espectrofotometro (Genesys 20,
Thermospectronic). El experimento se repiti6 4 veces a razén de 5 réplicas por aislado.
Paralelamente se elabord una curva patron con AlA sintético, utilizando las concentraciones: 5,
10, 15, 20, 40, 60, 80 y 100ug/mL, a la que se le determind la ecuacion (y = 0.0213-x).

Para la determinacion de la capacidad de solubilizacion de fésforo inorganico de los aislados,
se utilizé el medio NBRIP (Mehta y Nautiyal, 2001). A partir de cultivos de 24 horas en medio LB
liquido, se tomaron 10uL y se inocularon en placas de medio NBRIP sdélido. Se incubaron a
30°C de 24 hasta 120 horas, tomando como positivos aquellos aislados en los que aparecié un
halo claro y cambio de coloracion del medio alrededor de la colonia.
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Bioensayo de promocion del crecimiento: Este bioensayo se realizé6 en el Instituto de
Investigaciones de Granos en condiciones semicontroladas. Las semillas previamente
desinfectadas de cada variedad se sumergieron en los inéculos bacterianos (caldo libre de
células) durante 45 minutos y posteriormente se sembraron en bandejas plasticas con suelo
como sustrato. Se establecio un tratamiento control (agua estéril) y se realizaron mediciones del
largo de la raiz, altura de la planta y masa fresca y seca de raiz y parte aérea a los 21 dias. Se
establecieron 5 réplicas por tratamiento y el experimento se repitié tres veces.

Resultados y discusion

Determinacién de la produccion de acido indolacético y solubilizacion de fosfatos: Dentro
de los mecanismos por los cuales las rizobacterias pueden manifestar su accién se destacan la
produccion de compuestos inddlicos, a los cuales se les atribuye el incremento en el desarrollo
y rendimiento de diversas especies de plantas. Los microorganismos, en sentido general,
utilizan el triptéfano como precursor para la sintesis de auxinas del tipo acido-3-indolacético, tal
y como se evidencia en las diferentes vias que involucran la indol-3-acetamida, el acido indol-3-
piravico, el triptofol, la triptamina y la indol-3-acetaldoxima, respectivamente (Gravel et al.,
2007). En la Tabla 1 se muestran los resultados de la produccion de AlA por las cepas de P.
Putida empleadas en el estudio, los que no presentaron diferencias significativas entre ellas.
Los niveles de produccion de esta hormona obtenidos en el presente trabajo son elevados si se
comparan con los encontrados por Hernandez (2002) y por Trujillo et al. (2005), con cepas de
Pseudomonas fluorescens aisladas de la rizosfera del cultivo del maiz.

Tabla 1. Produccién de AlA por las cepas de Pseudomonas putida estudiadas.

CEPAS AIA (ug. mL™
P. putida AJ13 47 2 a
P. putida Al0O5 49.6 a

La utilizacion del medio NBRIP para la cuantificacion de la eficiencia de solubilizacion de
fosfatos ha sido ampliamente validada por numerosos autores (Mehta y Nautiyal, 2001). La
adicién de un indicador de pH como el bromofenol azul es de gran utilidad en estos estudios ya
que permite observar adicionalmente la produccion de acido en el medio. En la figura 1 se
observa que ambas cepas tienen la capacidad de solubilizar fosfato tricalcico y se observa la
liberacion de acido al medio, por el cambio de color del indicador de azul a amarillo.
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Figura 1. Fotografia que muestra la solubilizacion de fosfato en medio NBRIP sélido
(suplementado con bromofenol azul). A (AJ13), B (AIO5).

En la presente investigacidn, se demostré que las cepas en estudio tienen potencialidades para
ser utilizadas en la solubilizaciéon de fosfato inorganico. De igual manera, otros autores han
informado que la inoculacién con bacterias del género Pseudomonas con la capacidad de
solubilizar fosfato inorganico ha resultado beneficiosa para diversos cultivos, tales como maiz,
soya, alfalfa y col (Poonguzhali et al., 2008, Rosas et al., 2006, Hameeda et al., 2008).
Bioensayo de promocion del crecimiento: De modo general, los microorganismos
promotores del crecimiento vegetal desempefian un papel clave en la toma de nutrientes,
tolerancia al estrés ambiental y en general en el mantenimiento de la salud radicular,
favoreciendo asi el aumento en el rendimiento de los cultivos (Bloemberg y Lugtenberg,



2001;Matiru y Dakora,

2004).

En el

presente estudio,

se determind

la capacidad

fitoestimuladora de las cepas seleccionadas sobre plantulas de arroz de 21 dias de edad,
mediante la medicién de la altura de las plantas, la longitud de la raiz mas larga y la masa
(fresca y seca) de la raiz y de la parte aérea. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Mediciones de

los parametros de promocién del

crecimiento vegetal.

Tratamientos: Variedades inoculadas con cada una de las cepas y Control sin inocular de
cada variedad.

Parametros de pramocidn del crecimienio
Variedades
Tratamientos Masa fresca {mg) Masa seca {mg) Langitud {cm})
Ralz Aérea Raiz Aérea Ralz Aérea

AJ13
TR 7978+638a| 7457=736a| 1414+036a| 1064+159a| 978-045a| 31.30=0,76b
AT 8142+995a| 6864+497b| 1393+118a 993+161a| 968-063a| 3323+091a
Pesia de Cuba s 8440+618a| 7490-764a| 1542+085a| 1207+154a| 947-065a| 3373:+099a
(IS 7584-622b| 7557 +572a| 1427 +106ab| 1071=113b| 997+062a | 31,10=057b
IACUBA 25 AJ13 7768+685a| 8407+531a| 1335+071a 950+1,16b | 480+038b | 30,90 +065b
(IS 7519+661a| 7238+571b| 1421+069a| 1157+210a| 841-047a| 3214+1.05a
INCA -LP5 6933+-384b| 6754+524b| 1007+082b 7.28-082b| 618+060b| 2527+066¢c
Canirol PertadeCuba | 68,25 +532 ¢ 7024+322b| 1305+060b 828+:042c| 720+032b| 2725043 ¢
JACUBA 25 70,13 +3,33b 70,22+403b | 11,07+082b 7.28+062¢| 518+050b| 24.21+0,36¢

En este trabajo, se demostrd que la inoculacion bacteriana favorece el desarrollo del sistema
radical y de la parte aérea de las plantas de arroz, observandose diferencias significativas de
los tratamientos inoculados con las cepas con respecto al los tratamientos controles en cada
una de las variedades estudiadas. Asimismo, se observa un efecto beneficioso de la inoculacion
bacteriana con las cepas de P.putida sobre la masa fresca y la masa seca de las raices.

La masa fresca aérea de las plantas inoculadas también fue estimulada en la mayoria de los
tratamientos con inoculacion, con relacién al control sin inocular, destacandose en este caso la
variedad Perla de Cuba inoculada con ambas cepas por los mejores resultados. En cuanto a la
masa seca aérea, en las tres variedades hubo notables incrementos de este parametro en los
tratamientos inoculados con respecto a los controles.

Al hacer un andlisis integral de los resultados mostrados en el bioensayo (Tabla 2), se
demuestra el efecto promotor del crecimiento vegetal de las cepas de P.putida, lo que podria
estar relacionado con la produccién de auxinas del tipo AIA por estas. En este trabajo se
demostré que las mismas producen cantidades suficientes de este metabolito como para ejercer
un efecto beneficioso cuando son inoculadas en variedades de arroz.

La produccion de auxinas se encuentra entre los mecanismos de accidon mas estudiados entre
las bacterias rizosféricas, demostrandose su impacto en la promocién del crecimiento en los
cultivos. Mantelin y Touraine (2004) senalaron la importancia de este mecanismo en el
desarrollo del sistema radical del cultivo y la toma de nitrato y otros nutriente por la planta.
Asimismo, la capacidad de solubilizacién de fosfatos mostrada por las cepas, podria estar
influyendo en estos resultados, tal y como demostraron Hameeda et al. (2008), al utilizar
rizobacterias solubilizadoras de fosfatos para aumentar los rendimientos en el cultivo del maiz.



Conclusiones

e Las cepas de P.putida estudiadas tienen la capacidad de producir auxinas (hasta 50 ug.
mL™) y solubilizar fosfato inorganico.

e Se demostro el efecto promotor del crecimiento vegetal de las cepas de P.putida AJ13 'y
AlO5 en las tres variedades comerciales de arroz empleadas en el estudio,
manifestandose notables incrementos en los parametros del crecimiento evaluados.
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