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Resumen

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal poseen mecanismos de accion directos e indirectos.
Los primeros se relacionan con la producciéon de fitohormonas y la biodisponibilidad de nutrientes del
suelo. Por otro lado, los indirectos consisten en brindar una resistencia o inhibir el crecimiento de
organismos fitopatdgenos. En el presente estudio se aislaron bacterias del suelo de la Zona natural
protegida del Cerro del Culiacan, las cuales fueron caracterizadas por tincién de Gram, actividad
antagodnica contra hongos fitopatégenos, produccion de sideréforos y de enzimas liticas, con el fin de
seleccionar las cepas con un mayor potencial biotecnolégico. Se encontraron 3 cepas (113, 225 y 258)
que presentan resultados positivos en todas las pruebas realizadas y, por lo tanto, podrian ser utilizadas
como biofertilizantes en cultivos de interés agricola y en actividades de reforestacion.

Abstract

Plant growth promoting bacteria have direct and indirect action mechanisms. Direct mechanisms are
involved in the production of phytohormones and the bioavailability of nutrients from the soil. In the other
hand, indirect mechanisms consist in giving resistance to the plant or inhibiting the growth of
phytopathogen organisms. In this study, bacteria from the soil from Protected Natural Area hills of
Culiacan have been isolated and characterized through Gram staining technique, antagonistic activity
against phytopathogen fungi, siderophore production and lytic enzimes production, with the final purpose
of selecting strains with the biggest biotechnological potential. Three strains were found (113, 225 and
258) wich present positive results in all the tests, thus, they could be used as biofertilizers in crops of
agricultural interest and in reforestation activities.
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INTRODUCCION

Una parte sustancial de la diversidad de seres vivos en el planeta corresponde a los microorganismos, debido
a su tamafio y a su capacidad de adaptacion a distintos ambientes. Estos juegan un rol esencial en el
equilibrio de los ecosistemas, siendo parte de los ciclos biogeoquimicos. Ademas, son ampliamente utilizados
en las industrias alimenticia, farmacéutica y de combustibles.

En los ultimos afos se ha tomado interés en las bacterias que habitan el suelo y su posible uso como
promotores de crecimiento vegetal, un estudio que se encamina hacia el desarrollo de productos con
aplicacion agricola. El desarrollo de estos productos, como biofertilizantes, y su efecto sobre distintos tipos de
cultivos de interés agricola, pretende disminuir el uso de fertilizantes quimicos, una de las principales fuentes
de contaminacion del suelo y del agua, lo que contribuiria con la disminucion del impacto ambiental,
mejoramiento de la calidad nutricional de los productos y enriquecimiento del suelo con las diferentes
interacciones entre microorganismos benéficos, la rizésfera y la planta [1].

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal
Mecanismos de accién

Los mecanismos por los que ayudan en el crecimiento vegetal pueden ser directos o indirectos. EI método
directo se relaciona con la produccién de fitohormonas por parte de la planta, ademas del efecto que pueden
tener sobre la biodisponibilidad de los nutrientes del suelo, por ejemplo, con la fijacion de nitrégeno
atmosférico. Por otro lado, el método indirecto se relaciona con la induccion de la resistencia a fitopatdgenos
(bacterias, hongos y nematodos), el control biolégico de enfermedades y la produccién de antibidticos [2].

Loredo et al. (2004) cita a diversos autores para sefialar los mecanismos por los que las bacterias promueven
el crecimiento vegetal, como la aportacidon de nitrégeno utilizable para las plantas por la capacidad de las
bacterias de fijar N2, la produccién de fitohormonas, la solubilizaciéon de minerales y nutrimentos, incremento
en el volumen de la raiz, produccion de compuestos sideréforos que incrementan la disponibilidad del Fe en la
rizosfera, y la induccion de resistencia a patégenos [3].

Biofertilizantes

El aprovechamiento de estos microorganismos como biofertilizantes es un campo de gran importancia en las
investigaciones actuales. Un biofertilizante es un producto que contiene microorganismos que tienen un efecto
positivo sobre las plantas, con lo que se busca un aumento de rendimiento en los cultivos. Por esta razén, el
encontrar cepas de bacterias que puedan ejercer mayores beneficios en plantas especificas es de gran
relevancia para el desarrollo de biofertilizantes y su adaptacion al suelo en el que se aplican.

La presente investigacion tiene por motivo el aislamiento de bacterias con potencial biotecnolégico a partir de
muestras de suelo de areas naturales protegidas del estado de Guanajuato, asi como su caracterizacion
(tincién Gram, induccién de resistencia a hongos patégenos, produccién de sideréforos, enzimas quitinoliticas
y celuloliticas), con el fin de comenzar un cepario que presente las mejores caracteristicas para su posterior
uso como biofertilizantes.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevd a cabo en las instalaciones de la Universidad de Guanajuato, campus
Celaya-Salvatierra, sede Mutualismo.
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Muestreo de suelo

Se tomaron muestras de suelo a una profundidad de 15 cm en puntos cercanos a arboles de encino en la
Zona Natural Protegida del Cerro del Culiacan en el mes de junio de 2018. Las muestras se dejaron secar y
se tamizaron con una malla numero 40.

Aislamiento de bacterias

Se tomaron 10 g de suelo y se diluyeron con 90 mL de agua estéril. Posteriormente se realizaron dos
diluciones en serie para bajar la carga microbiana. Para el aislamiento de las rizobacterias, se inocularon 50
ML de la dilucion mas baja en el medio selectivo para actividad de ACC (1-acido carboxilico, -1-
aminociclopropano) desaminasa, utilizando un sembrador en placa semiautomatico Automatic Spiral® Sample
Plater. EI medio de cultivo utilizado fue preparado segun Penrose & Glick [4]. Las placas se incubaron a 28°C
por 48 horas.

Caracterizacion microbiana

Se seleccionaron 25 cepas que mostraron actividad ACC desaminasa. Se les realizé tincion de Gram para
una identificacién preliminar. Posteriormente, se les realizaron las siguientes pruebas para determinar su
potencial biotecnoldgico.

Produccién de sideréforos

Para la detecciéon de los sideréforos producidos por los aislados bacterianos se utilizé el medio agar CAS
(Cromo azurol S) segun Alexander y Zuberer [5]. Las cepas se sembraron por picadura en el medio CAS y se
incubaron a 28° C por 48 horas. La prueba es positiva si se observa un halo de color naranja alrededor de la
colonia, lo que indica la liberacién de hierro a partir del complejo colorido Fe-CAS por los aislados.

Produccién de enzimas liticas

Con el uso de esta prueba se pudieron identificar las cepas con produccién de enzimas liticas (quitinasas y
celulasas). Se preparé el Medio Minino Agar Czapek con 2 gramos de la fuente de carbono (quitina o celulosa
microcristalina) para un litro de agua destilada, se ajust6 el pH a 7.0, se calentd a disolucion completa, se
esterilizé durante 15 minutos a 121° C y 15Ib de presion, y se vacié en placas tamafo estandar. Se inocularon
las cepas por el método por picadura y se incubaron a temperatura ambiente por 5 dias.

Pruebas de antibiosis

Con las 25 cepas seleccionadas se realizaron confrontaciones con 8 hongos fitopatdégenos (Alternaria spp.,
Bipolaris spp., Colletotrichum spp., Fusarium spp., Fusarium oxysporum, Helminthosporium spp.,
Phytophthora spp. y Rhizoctonia spp.) para evaluar la capacidad de control biolégico de los aislados.

Las confrontaciones se llevaron a cabo en placas Petri de tamafio estandar con medio PDA. Al centro se
sembrd una rodaja con el inéculo del hongo, se incubaron a temperatura ambiente hasta que se obtuvo un
didametro de 3 cm. Una vez alcanzado el tamafo deseado, se inocularon por estriado 4 cepas por placa y se
incubaron a temperatura ambiente por 48 horas, monitoreando el avance del hongo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la caracterizacion inicial por tincion de Gram se obtuvieron resultados variados, dada la diversidad de
microorganismos aislados. De las 25 cepas seleccionadas, 14 son Gram positivos (Imagen 1) y varian de
forma entre bacilos, cocos y bacilococos.

La produccion de sideréforos es positiva cuando se observa un halo de color naranja alrededor de la colonia.
Esto indica que la bacteria liberé6 compuestos sideréforos al medio, los cuales son ligandos fuertes y como tal,
secuestran al hierro, formando un complejo Fe?®*-sideréforo. Esto conduce a la liberacion del cromoéforo libre,
lo que genera un cambio de color [5]. Al secuestrar el hierro presente en la rizésfera y bajar su concentracion,
se inhibe el crecimiento de organismos fitopatégenos. Se obtuvieron 19 cepas con resultados positivos en la
produccion de sideréforos, como se observa en la imagen 2.

En el caso de la produccion de enzimas liticas, la prueba es positiva cuando se observa un halo de
degradacion alrededor de la colonia. La sintesis de este tipo de enzimas y su liberacion al medio es una forma
de defensa contra organismos fitopatdégenos, al ser capaces de degradar compuestos presentes en la pared
celular de algunos hongos patégenos de plantas, y con ello promover el crecimiento a través de la
disminucién de enfermedades. Se obtuvieron 20 cepas con actividad celulolitica (imagen 3) y 18 cepas con
actividad quitinolitica, de las cuales 17 cepas producen ambas enzimas.

Los resultados de las confrontaciones indican que 21 cepas tienen actividad antagonica contra al menos un
hongo fitopatdégeno, como se observa en el ejemplo de la imagen 4. La mayoria de las cepas pudo
contrarrestar el crecimiento de las variedades Helminthosporium spp., Alternaria spp. y Colletotrichum spp.
Siete de las cepas tuvieron actividad de inhibicidn completa en al menos 4 de los hongos probados. La cepa
258 tuvo actividad de inhibicién total en 6 hongos e inhibiciéon parcial en los dos restantes, por lo que dicha
cepa presenta los mejores resultados de los aislados probados.

Considerando una inhibiciéon completa en al menos 4 hongos, las cepas 113, 225 y 258 presentan las cuatro
caracteristicas mencionadas y, por lo tanto, deben ser seleccionadas para futuros estudios para testear su
potencial como bacterias promotoras del crecimiento y su posible uso como biofertilizante.

CONCLUSIONES

Las bacterias con actividad ACC desaminasa aisladas de suelo de una Zona Natural Protegida tienen un gran
potencial para ser utilizadas en la industria agricola por sus mecanismos de accién contra organismos
fitopatdgenos, con lo que se disminuiria el uso de plaguicidas quimicos. Ademas, se ha demostrado que
tienen un efecto promotor del crecimiento, por lo que también se disminuiria el uso de fertilizantes quimicos y
con ello, se frenaria la contaminacion que genera la industria agricola. Por otro lado, pueden ser utilizadas
para facilitar el proceso de reforestacion de las areas naturales protegidas, sin alterar el ecosistema del suelo
por ser cepas aisladas de dichos lugares.
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IMAGEN 1: Tincion de Gram. La cepa IMAGEN 2: Produccion de sideréforos. IMAGEN 3: Halo de degradacion
304 corresponde a cocos Gram El halo naranja indica un resultado en el medio que contiene
positivos. positivo. celulosa.

Helminthosporiumspp.

IMAGEN 4: Confrontacion de 4 cepas de
bacterias con el hongo
Helminthosporium spp.
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