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1. Introduccién.

La aplicacion de Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal en cultivos de importancia
agricola es una alternativa viable, sobretodo en paises con una agricultura subdesarrollada, que
carecen de fertilizantes (Dalla-Santa et al., 2004); constituyen una via ecolégica que permite la
obtencion de mayores rendimientos y la conservaciéon del medio ambiente. Los efectos
beneficiosos de los aislados bacterianos del arroz en el crecimiento y desarrollo de las plantas
son atribuidos a su capacidad de solubilizar fosfatos fijar nitrdgeno atmosférico y la estimulacion
en el crecimiento de tejidos vegetales por la produccion de fitohormonas, entre otras vias.
Nuestro pais es un gran consumidor de arroz por lo que necesita elevar las producciones
agricolas para suplir la demanda nacional sin comprometer el medio ambiente. Una de las vias
para llevar a cabo esta tarea es el empleo de productos que fomenten los rendimientos de este
cereal como es el caso de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal. En el Laboratorio
de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Biologia perteneciente a la Universidad de La Habana,
se cuenta con un cepario de 60 aislados bacterianos de plantas de arroz (Oryza sativa L.,
variedad INCA Lp-5). Hay un total de 24 aislados de la rizésfera y 36 de tejidos internos de las
plantas (posibles enddfitos). El muestreo para lo obtencién de estos aislados se realizé en julio
del 2009 en la estacion experimental “Los Palacios” ubicada en este municipio de la provincia
Pinar del Rio y perteneciente al Instituto de Ciencias Agricolas. Dado los anteriores
antecedentes, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Cuantificar la capacidad de solubilizacién de fosfatos de los aislados bacterianos en
medio solido y liquido.

2. Determinar cuantitativamente la capacidad de producir compuestos inddlicos de los
aislados bacterianos.

3. Evaluar la influencia de la inoculacion de semillas de Oryza sativa L. INCA Lp-5 con
aislados seleccionados sobre el proceso de germinacién semillas y crecimiento de las
raices.

2. Materiales y métodos.

Aislados empleados.

En los estudios desarrollados en esta tesis, se utilizaron 60 aislados bacterianos de plantas de
arroz (Oryza sativa L., variedad INCA Lp-5). Un total de 24 aislados pertenecen a la rizosfera y
36 son aislamientos de tejidos internos de las plantas (posibles enddfitos). El muestreo se
realizé en julio del 2009 en la estacion experimental “Los Palacios” ubicada en este municipio de
la provincia Pinar del Rio y perteneciente al Instituto de Ciencias Agricolas.

Determinacion de la capacidad de los aislados para solubilizar una fuente de fosfato
inorganico in vitro.

e Solubilizacion en medio soélido.

La capacidad solubilizadora de los aislados se determiné segun la metodologia descrita por
Nautiyal et al., (2002).
e Solubilizacién en medio liquido.


mailto:iriam@fq.uh.cu

La determinacion cuantitativa de la solubilizacion de fosfato se llevd a cabo empleando la
metodologia descrita por Nautiyal (1999.
Evaluacién cuantitativa de la capacidad de produccion de compuestos indélicos.
La evaluacién cuantitativa de produccién de compuestos inddlicos por parte de los aislados de
arroz (Oryza sativa L., variedad Lp-5) se llevé a cabo segun el método de Selvakumar et al.
(2008), modificado. El estudio se realizé en medio con Trp y sin Trp.
Caracterizacion de los aislados.
Se realizaron las siguientes pruebas a tres aislados seleccionados de cada zona de aislamiento
(vastago: V-7, V-14, V-15 y rizésfera: Ri-10, Ri-18, Ri-23):

e Morfologia y caracteristicas tintorales.
Motilidad.
Catalasa.
Voges-Proskauer.
Rojo de metilo.
Utilizacion de Citrato.
Nitrato reductasa.
Hidrdlisis de la gelatina.
Hidrdlisis del almidon.
Hidrdlisis de la urea.
Actividad celulolitica.
Descarboxilacion de aminoacidos.
Desaminacion de la Fenilalanina.
Utilizacién del oxigeno.

e Crecimiento en medio triple azucar-hierro.
Influencia de la inoculacién de aislados de interés en la germinacion de semillas y en
parametros del crecimiento de plantulas de 14 dias.
Para determinar la influencia de la inoculacién de cepas en el crecimiento vegetal de plantulas
de arroz (variedad INCA Lp-5), se seleccionaron tres aislados por cada zona de aislamiento
(vastago: V-7, V-14, V-15 y rizésfera: Ri-10, Ri-18, Ri-23). Se desinfectaron 800 semillas de
arroz variedad INCA Lp-5 con una solucién de HgCl; al 0.2 % con la cual se inundaron las
semillas en placas petri estériles durante 1 min. Se desechd la solucién y se enjuagaron las
semillas seis veces con agua destilada estéril. Por cada aislado, se colocaron 25 semillas
desinfectadas por placa petri estéril; un total de 200 semillas (ocho placas petri). A las placas se
les afiadio 13 mL de Solucion Buffer de Fosfatos (PBS segun su siglas en inglés) y 2 mL de la
suspension bacteriana del aislado de manera tal que las células quedaran a una DO de 0.5. Las
placas controles tenian solo 15 mL de solucion PBS. Las semillas se pusieron a germinar
durante 14 dias. En el ultimo dia se conté el numero de raices, se midio la longitud total de
raices y la longitud del tallo.
3. Resultados y Discusién
Determinacién de la capacidad de los aislados para solubilizar fosfatos in vitro.
La solubilizacion de fosfatos de los 60 aislados bacterianos en medio sélido se determiné
mediante el crecimiento de los mismos en placas con medio NBRI-P y bromofenol azul. Sélo
siete aislados bacterianos del vastago y seis de la rizésfera presentaron halos de solubilizacion,
mientras que el resto de los aislados del vastago y de la rizosfera no presentaron formacion del
halo de solubilizacién de fésforo (Fig. 1). Los diametros de los halos de solubilizaciéon en el
vastago oscilaron entre 0,27 cmy 0,83 cm y los de los rizosféricos entre 0,27 cmy 1,0 cm
(Tabla 1).
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Figura 1: Fotografias de los halos de solubilizacion de fosfato producidos por 13
aislados de vastago y rizosfera de arroz (variedad INCA Lp-5). Los aislados
crecieron en medio NBRI-P durante cinco dias a 30 °C.

Tabla 1. Tamano de los halos de solubilizacién de fosfatos de los aislados después de
cinco dias de cultivo a 30 °C en medio NBRI-P; n =3

Aislados Media
V-3 0,47 £ 0,06
V-4 0,40+0,10
V-6 0,27 £ 0,06
V-7 0,5+0,00
V-8 0,50+ 0,17
V-14 0,57 £ 0,12
V-36 0,83+0,15
Ri-1 0,4 £ 0,00
Ri-2 0,5+0,00
Ri-5 0,27 £ 0,12
Ri-6 0,60 £ 0,00
Ri-18 0,65+ 0,21
Ri-23 1,0+ 0,00

Estos valores se encuentran dentro del rango de los informados por Caballero-Mellado et al.
(2007) para aislados rizosféricos de tomate, pertenecientes al género Bulkholderia (0,15 cmy
0,97cm). Asimismo los valores de los halos de solubilizacién de los aislados del vastago
(0,27cm y 0,83 cm) fueron superiores a los informados por Cordero et al., (2008) para el
endofito de la cafia de azucar Pantoea sp. (0,6 cm al cabo de siete dias de crecimiento).



También existen estudios con aislados rizosféricos de los géneros Bacillus y Pseudomonas
cuyos halos de solubilizacion obtenidos fueron entre 0,2 cm y 0,7 cm (Nautiyal, 1999),
encontrandose por debajo de los resultantes en nuestro trabajo. Este método no es muy fiable,
segun plantean algunos autores, dado que varios aislados que no producen halo de
solubilizacién en medio sdlido, si manifiestan un nivel de solubilizacion de fosfato mineral en
medio liquido (Nautiyal, 1999).Esto quedo evidenciado en nuestros resultados donde de los 36
aislados bacterianos del vastago, solo 16 solubilizaron fosfato en medio NBRI-P liquido (Fig. 2);
mientras que en medio solido sdélo presentaron halo de solubilizacién siete de ellos (Tabla 1).
Con respecto a los 24 aislados rizosféricos, solo seis presentaron halo de solubilizacién en
medio sélido (Tabla 1) y sin embargo diecisietes solubilizaron fosfato en medio NBRI-P liquido
(Fig. 3). Estos resultados diferentes en cuanto a la solubilizacién de fosfatos en medio sélido y
liquido pueden deberse a la difusion diferencial de los acidos organicos en medio sélido y en
medio liquido. La presencia de microorganismos rizosféricos con esta capacidad fisiologica es
un hecho que se ha venido informando reiterativamente (Hariprasad y Niranjana, 2009). La
asociacion entre los aislados de rizosfera presentados en este estudio y las plantas de arroz
pudiera constituir una ventaja ecolégica si existiese una baja disponibilidad de fésforo soluble en
el suelo, situacion que se manifiesta con bastante frecuencia en la actualidad. Sin embargo, la
presencia de
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(Cordero et al.,

2008 ). Igualmente Verma et al. (2001) informaron de la presencia de los diazétrofos enddfitos
del arroz Pantoea spp. y Pseudomonas spp. con capacidad solubilizadora de fosfatos. Nuestros
resultados al respecto pueden indicar que los aislados del vastago que solubilizan fosfatos
hayan pertenecido a la rizosfera de la planta y penetrado a los tejidos internos a través de la
raiz. Prueba de este hecho ha sido el mantenimiento del fenotipo solubilizador aun siendo
posibles endofitos. Los aislados bacterianos V-7, V-14, Ri-18 y Ri-23, a los que se les realizaron
pruebas bioquimicas para su caracterizacion, resultaron ser bacterias Gram negativas (Tabla 2)
y presentaron altos valores de solubilizacion de fosfatos. Debido a que la produccion de acidos
organicos por los microorganismos es considerada el mecanismo fundamental de la
solubilizacién del fosfato mineral, esta via podria estarse manifestando en estas bacterias.
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Evaluacién cuantitativa de la capacidad de produccién de compuestos indolicos por
aislados microbianos de tallo y rizésfera de plantas de arroz (Oryza sativa L., var INCA
Lp-5).

Se detectd produccién de compuestos inddlicos en 24 de los 36 aislados del vastago,
analizados (Fig. 5). De los 24, 17 produjeron compuestos indolicos tanto en presencia como en
ausencia de Trp (V-1 a V-9, V-11, V-13, V-14, V-16, V-18, V-25, V-30 y V-36), mientras que
siete aislados lo hicieron solamente en presencia de Trp (V-10, V-22, V-31 a V-35).
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Figura 5: Concentracion de compuestos inddlicos producidos por aislados
bacterianos del vastago de plantas de arroz (variedad INCA Lp-5). Los
microorganismos se cultivaron en medio LB suplido con Trp (5 mM)
(+Trp) o sin la presencia de este aminoacido (-Trp). Barras verticales
indican desviacion estandar. Diferencias significativas en cuanto a la
produccion de indol en presencia y ausencia de Trp. ANOVA

de cultivo. Unifactorial; p<0.001; n=3.

Asi mismo

se hallaron diferencias significativas entre las concentraciones de compuestos indélicos
producidas entre cada cepa.

En 20 de los 24 aislados de la rizosfera de plantas de arroz variedad INCA Lp-5 se detectd y
cuantificéd la produccion de compuestos indélicos (Fig 6). Todos los aislados crecieron en medio
LB con Trp (56 mM) y sin Trp, durante dos dias. De los 20 aislados que produjeron compuestos
inddlicos, 12 lo hicieron tanto en presencia como en ausencia de Trp (Ri-1, Ri-2, Ri-4, Ri-8, Ri-9,
Ri-10, Ri-11, Ri-13, Ri-14, Ri-18, Ri-23 y Ri-24); siete aislados produjeron compuestos indélicos
solo en presencia de Trp (Ri-6, Ri-7, Ri-15, Ri-16, Ri-17, Ri-19 y Ri-20); un aislado produjo
compuestos indolicos en medio LB sin Trp (Ri-21).

Se encontraron diferencias significativas en la media de las concentraciones de compuestos
inddlicos producidas, en cuanto a la presencia y ausencia de Trp segun la prueba ANOVA
Unifactorial realizada. Las auxinas son compuestos inddlicos derivados del aminoacido Trp
(Marschner, 1988); Existe una via independiente del Trp de produccion de indol en bacterias
(Prinsen et al. 1993). Como se evidencio en los resultados, la mayoria de los aislados de la
rizosfera y del vastago de arroz produjeron compuestos indélicos tanto en presencia como en
ausencia de Trp; aunque existen diferencias significativas en la produccion de compuestos
inddlicos en cuanto a la presencia o no de este precursor, tanto para los aislados del vastago
como para los de la rizosfera (Fig. 5y Fig. 6). En el caso de los aislados rizosféricos, nuestros
resultados oscilaron dentro del rango de los informados por otros autores como por ejemplo
Sarwar y Kremer (1995) quienes trabajando con aislados rizosféricos del género Enterobacter y
Pseudomonas, obtuvieron valores entre 2-11 ug mL™" de AIA. Sin embargo, en nuestro estudio
se alcanzaron algunos valores que fueron superiores, hasta en un orden de magnitud, con
respecto a los informados por varios autores. Esto pudiera ser contraproducente debido a que la
exposicién de las plantas a concentraciones de auxinas mayores que 10~ M pudieran inhibir el
crecimiento de la raiz y del tallo (Taiz y Zeiger, 2002). No obstante se cuenta con una gran
cantidad de aislados que producen compuestos indélicos por debajo de este valor, los que



pudieran ser efectivos en la promocion del crecimiento vegetal, aspecto que deberia valorarse
en un experimento in vivo.
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Figura. 6: Concentracibn de compuestos inddlicos producidos por aislados
bacterianos de la rizosfera de plantas de arroz (variedad INCA Lp-5). Los
microorganismos se cultivaron en medio LB suplido con Trp (5 mM) o sin
la presencia de este aminoacido. Barras verticales indican desviacion
estandar. Diferencias significativas en cuanto a la produccién de indol en
presencia y ausencia de Trp. ANOVA Unifactorial; p<0.001; n=3.

Caracterizacion de los aislados

Un grupo de seis microorganismos, del total de sesenta aislados de vastago y rizosfera de
arroz, fueron sometidos a una serie de pruebas para su identificacion parcial (Tabla 2).

En esta Tabla se observan los resultados de las pruebas morfoldgicas y bioquimicas realizadas
a los seis aislados bacterianos escogidos para llevar a cabo su identificacion parcial. La
realizacién de tinciones permitio clasificar fenotipicamente a los aislados asi como la ejecucion
de diferentes pruebas bioquimicas que aportaron informacion valiosa de los microorganismos
en estudio; esto permitié su posible ubicacion taxonémica en los diferentes géneros informados
en la literatura. El aislado V-7 es una bacteria de morfologia bacilar, Gram negativa y anaerobia
facultativa, por lo que pertenece a la Familia Enterobacteriaceae. Este microorganismo arrojé un
resultado positivo a la prueba de la catalasa, de la nitrato reductasa, la fermentacion de
sacarosa, descarboxilacion de lisina y produccién de Indol. Se obtuvo un resultado negativo en
la prueba de la descarboxilaciéon de la Arg y la desaminacion de la Phe. Dado estas
caracteristicas, se sugiere a V-7 como un microorganismo del género Klebsiella.

Las especies pertenecientes a este género responden de forma no uniforme a un grupo de
pruebas bioquimicas como son la formacion de gas producto a la fermentacion de glucosa,
sacarosa Y lactosa, la utilizacion de citrato, la hidrélisis de gelatina y urea, la produccion de
acetoina (intermediario de la fermentacién butilén-glicolica) y de acidos organicos (productos de
una fermentacion acido mixta). A pesar de esta variabilidad de respuesta pensamos que hay
criterios suficientes para incluir a V-7 como parte del género Klebsiella.



Los aislados V-15 y Ri-10 se ubicaron dentro del género Bacillus por ser microorganismos de
morfologia bacilar, Gram positivos, aerobios y anaerobios facultativos. A pesar de no realizarse
la prueba de la tincién de endosporas, los aislados se situaron dentro de los formadores de
endosporas; la razon es que los microorganismos no formadores de endosporas, en
contraposicion con estos dos aislados, generalmente no son matiles, requieren de complejos
organicos nutricionales para su crecimiento y carecen de la enzima catalasa. Dentro del género
Pseudomonas se dispusieron a los aislados bacterianos V-14, Ri-18 y Ri-23, dado que son
bacilos Gram negativos, aerobios estrictos, moétiles y presentar la enzima catalasa. Ademas no
requieren de complejos nutricionales para su crecimiento, no fermentan la glucosa, la sacarosa
ni la lactosa. En este género las bacterias que son aerobias estrictas no presentan la enzima
nitrato reductasa como es el caso de estos tres aislados. Los presentantes de este género
pueden variar en cuanto su respuesta a la hidrdlisis del almidén y la gelatina ademas de la
produccién de compuestos inddlicos, caracteristicas que no los excluyen de la clasificacion
propuesta. Se ha informado por otros autores la presencia de microorganismos pertenecientes a
estos tres géneros bacterianos asociados a plantas de arroz.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas, motiles, tintoriales y bioquimicas de los aislados
V-7, V-14, V-15, Ri-10, Ri-18 y Ri-23; af: anaerobio facultativo; ae: aerobio
estricto; aem: aerobio estricto microaerdfilo. Cada prueba con tres réplicas por

aislado.
Aislados
Pruebas - - -
V-7 V-14 V-15 Ri-10 Ri-18 Ri-23
Tincion de Gram - - + + - -
Morfologia bacilo bacilo bacilo  bacilo  bacilo bacilo
Motilidad (gota colgante) + + + + + +
Motilidad (tioglicolato) + + + + + +
Crecimiento en agar MacConkey - - + + - -
Catalasa + + + + + +
Rojo Metilo - - - - - -
Voges-Proskauer + - + - - -
Utilizacion de citrato + + + - + +
Nitrato reductasa + - + - - -
Hidrdlisis de gelatina - - - - - -
Hidrdlisis de almidoén - - - ayp - -
amilasa

Hidrdlisis de urea - - - - - -
Producciéon de H,S + - + i _ N
Actividad celulolitica - - - - - -
Utilizacion de oxigeno (tioglicolato) af ae ae af ae ae
Formacién de gases + - + - - -
Fermentacion de Glucosa, + - + + - -

Lactosa, Sacarosa

Desaminacion de la Phe - - - - - -
Descarboxilacion de Lys + + + - - -
Descarboxilacion de Arg - - - - - -




Como enddfitos de esta graminea se ha notificado a bacterias del género Klebsiella
(Rosenblueth et al. 2004), Bacillus y Pseudomonas (Stolzfus et al., 1997). Mientras que como
rizosféricos se informd representantes de los géneros Bacillus (Thakuria et al., 2004), y
Pseudomonas (Thakuria et al., 2004). A pesar de que no se ha realizado la identificacion
molecular de estos aislados, la ubicacion llevada a cabo empleando pruebas morfolégicas y
bioguimicas indican la presencia de microorganismos que ya han sido informados como
promotores del crecimiento vegetal. Esto constituye una expectativa en el desarrollo de otros
estudios que permitan probar su eficacia como futuros inoculantes.

Inoculacién de Oryza sativa L. var. INCA Lp-5 con aislados obtenidos de la rizosfera o
vastago.
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Figura 7: Longitud total de las raices de arroz (variedad INCA Lp-5) a los 14 dias
de crecimiento. Las semillas se dispusieron en placas petri con 10 mL
de PBS + cultivo bacteriano. Barras verticales indican desviacion
estandar. Letras diferentes muestran diferencias significativas para
p<0.01. ANOVA unifactorial; n=25.

El efecto de la inoculacion separada de los seis aislados en la longitud total de las raices de las
plantulas de arroz, arrojo diferencias significativas entre los microorganismos Ri-18 y V-14 con
el resto de los aislados y entre si (Fig. 7). Ambos microorganismos, ubicados dentro del género
Pseudomonas, son productores de compuestos inddlicos. Las diferencias encontradas entre
estos dos aislados sobre la longitud total de la raiz (efecto estimulador por el aislado Ri-18 e
inhibitorio por el aislado V-14), ya sea entre si y con resto al resto de los microorganismos
evaluados, pueden deberse a los niveles de produccién de la hormona del crecimiento vegetal
acido indol acético aunque otros factores pudieran estar influyendo; como un posible sinergismo
entre fitohormonas producidas, inhibicion o retardo del crecimiento debido a un aumento en la
sensibilidad a la incubacion en la oscuridad condicion llevada a cabo en estos experimentos. La
raiz presenta sensibilidad en cuanto a las concentraciones de las auxinas, por lo que su efecto
varia en dependencia de las mismas. Las auxinas que controlan el crecimiento en longitud de la



raiz, pueden inducir la produccion de etileno, un inhibidor del crecimiento de la raiz. A bajas

concentraciones (107'° a 10° M) la auxina presenta un efecto estimulador en los segmentos de

tejido en crecimiento dado que la sintesis de etileno queda bloqueada y asi a una concentracion
minima de la auxina estimular el crecimiento de las raices, mientras que a concentraciones
mayores que 10 M es un potente inhibidor del crecimiento. El empleo de estos
microorganismos puede ser una ventaja en su utilizaciéon como biofertilizantes. Debido a que la
produccion de fitohormonas promueve el desarrollo de la raiz y resulta en una mayor eficiencia
en cuanto a la toma de agua y nutrientes, los efectos de la inoculacién de los aislados en
cultivos del arroz pudiera redundar en una elevacion de los rendimientos agricolas.
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