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Resumen

Las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal (RPCV) poseen la
capacidad de interactuar con las plantas
mediante diferentes mecanismos de
accién, entre los que se destacan la
produccién de fitohormonas, fijacién
biolégica de nitrégeno, solubilizacién
de fosfatos y agentes antagénicos
de biocontrol de fitopatégenos.
Con el objetivo de caracterizar los
microorganismos presentes en un
suelo salino, en el presente trabajo se
identificaron mediante secuenciacién del
gen rRNA 16S seis bacterias: Azospirillum
lipoferum, Bacillus megaterium,
Burkholderia sp. Bacillus megaterium y
Serratia marcescens, las cuales mostraron
capacidad de solubilizar fosfato de calcio,
produccién de auxinas, ademds de mostrar
actividad antagénica in vitro contra
Fusarium oxysporum. En bioensayo en
condiciones de invernadero B. megaterium
y Burkholderia sp. incrementaron el peso
fresco de la parte aérea y radicular, asf
como la altura de plantas de jitomate.
El uso de estos microorganismos resulta
promisorio en el cultivo de Solanum
lycopersicum en suelos en condiciones de
baja fertilidad y salinidad elevada.

Maria C. Rodriguez Lemus!
Rigoberto Lozada del Angel'
Irma G. Lopez Muraira'

Juan Florencio Gémez Leyva'*

!Instituto Tecnoldgico de Tlajomulco
Tecnolégico Nacional de México

Correspondencia:
*jfgleyva@hotmail.com

Abstract

Plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) possess the ability to interact with
plants through different mechanisms of
action, among which the production
of phytohormones, biological nitrogen
fixation, phosphate solubilization and
antagonistic agents of phytopathogens. In
order fo characterize the microorganisms
present in a saline soil, in the present work,
six bacteria were identified by sequencing
of the RNAr 16S gene: Azospirillum
lipoferum, Bacillus megaterium,
Burkholderia sp. Bacillus megaterium
and Serratia marcescens, which showed
capacity to solubilize calcium phosphate,
production of auxins, in addition to
showing antagonistic activity in vitro against
Fusarium oxysporum. In a bioassay under
greenhouse conditions B. megaterium and
Burkholderia sp. increased the fresh weight
of the aerial and root parts as well as the
height of tomato plants. The use of these
microorganisms is promising for Solanum
lycopersicum cultivation in conditions of
low fertility and high salinity.

Résumé

Les rhizobactéries favorisant la
croissance des plantes (RPCV) ont la
capacité d'interagir avec les plantes &
travers différents mécanismes d'action,
parmi lesquels la production de
phytohormones, la fixation biologique de
l'azote, la solubilisation des phosphates
et les agents antagonistes pour la lutte
biologique contre les phytopathogénes
se distinguent. Afin de caractériser les
microorganismes présents dans un sol
salin, dans le présent travail six bactéries
ont été identifiées par séquencage
du géne de I'ARNr 16S: Azospirillum
lipoferum, Bacillus megaterium,
Burkholderia sp. Bacillus megaterium
et Serratia marcescens, qui ont montré
la capacité de solubiliser le phosphate
de calcium, la production d'auxines, en
plus de montrer une activité antagoniste
in vitro contre Fusarium oxysporum. Lors
d'un essai biologique dans des conditions
de serre, B. megaterium et Burkholderia
sp. augmenté le poids frais des parties
aériennes et racinaires, ainsi que la
hauteur des plants de tomates. L'utilisation
de ces micro-organismes est prometteuse
dans la culture de Solanum lycopersicum
dans des sols dans des conditions de
faible fertilité et de forte salinité.

Palabras clave: Antagonismos, fosfato, PGPR, rizobacterias.
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Introducciéon

La salinizacion es la acumulacién de sales solubles en el suelo asocia-
das a sistemas de riego que van aportando sales o bien de forma natural
cuando se trata de suelos bajos con planicies que periédicamente son
inundados con lluvias de temporal y que al evaporarse se van acumulan-
do las sales; o cuando el nivel de las aguas subterraneas es poco profun-
doy el agua que asciende por capilaridad contiene sales disueltas. La sal
dominante en estos suelos por lo general es cloruro de sodio (NaCl), por
lo que también se le nombra suelo salino-sédico. Al converger estos dos
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elementos se incrementa la presion osmoética del agua
contenida en el suelo, impidiendo el aprovechamiento
de los nutrientes por las raices, ocasionando un desba-
lance nutricional en las plantas. La calidad del agua y
del suelo para la agricultura influye directamente en el
rendimiento de los cultivos. La salinizacion altera las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo y
por lo tanto su fertilidad (Zhou et al., 2013).

Los microorganismos del suelo son parte pri-
mordial en los ecosistemas forestales, muchos de
los cuales tienen el potencial de influir significativa-
mente en el crecimiento de las plantas al establecer
una relacién de simbiosis. Estas bacterias promotoras
del crecimiento vegetal (BPCV) o comtnmente co-
nocidas como PGPR (por sus siglas en inglés, Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) fueron definidas
por Kloepper y Schroth en 1978. Las BPCV ayudan a
mejorar el crecimiento y la nutriciéon de las plantas, el
patrén de crecimiento de las raices y la respuesta a
los factores de estrés externo, incluida la producciéon
de sustancias quimicas que promueven el crecimien-
to (Kloepper, 1991). Alrededor del 2-5% de las bacte-
rias de la rizésfera son BPCV (Antoun y Prevost, 2006).
Las BPCV son las herramientas potenciales para una
agricultura sostenible y una tendencia para el futuro.
Uno de los mecanismos por los cuales las bacterias
se adsorben a las particulas del suelo es mediante in-
tercambio i6nico.

Las plantas participan constantemente en interac-
ciones con un amplio grupo de BPCV, que colonizan
la riz6sfera y proporcionan multiples beneficios en la
agricultura al mejorar la productividad de los cultivos,
el contenido de nutrientes y suprimir el crecimiento
de patégenos. El desarrollo de interacciones bene-
ficiosas entre plantas y microbios basadas en datos
gendémicos, transcriptémicos, proteémicos y metabé-
licos tanto de BPCV como del huésped conducira a
inoculantes microbianos optimizados para mejorar el
rendimiento del cultivo y el contenido de nutrientes.
Las BPCV son promovidas como una tecnologia ver-
de que reducira el uso de fertilizantes quimicos me-
jorando asi la salud del suelo.

Ciertas cepas de bacteria del suelo del género
Xanthomonas sp y Pseudomonas sp como Pseudo-
monas fluorescens presentan actividad antifingica
incrementando el crecimiento de las plantas al pro-
ducir compuestos que inhibe el crecimiento de pato-

genos o secretando metabolitos o “factores de creci-
miento” que aumentan directamente el desarrollo de
las plantas (Kennedy, 2019).

Estas bacterias que mejoran el crecimiento de las
plantas se producen naturalmente en los suelos, pero
no siempre en cantidades lo suficientemente altas
como para tener un efecto importante; se dice que
un suelo es naturalmente fértil cuando los organis-
mos de este, estan liberando nutrientes inorganicos
de las reservas organicas a una velocidad suficiente
para sostener el rapido crecimiento de las plantas
(Goswamii et al., 2016). Actualmente los agricultores
realizan inoculaciéon de semillas con bacterias anti-
fingicas, como P fluorescens, para garantizar que
las bacterias reduzcan los fitopatégenos del sistema
radicular en los cultivos (Kennedy, 2019). El objetivo
del presente trabajo fue aislar y caracterizar bacterias
promotoras de crecimiento vegetal, presentes en un
suelo salino y su aplicacion en el desarrollo del culti-
vo de jitomate en condiciones de invernadero.

Desarrollo

Las muestras de suelo para el aislamiento de los
microorganismos se tomaron en el predio El Llano
ubicado entre las coordenadas 20° 17' 83" y 20° 17'
87" latitud norte y entre 103° 51' 44" y 103° 51' 60" en
el estado de Jalisco. Los andlisis fisicos y quimicos
se realizaron de acuerdo la Norma Oficial Mexicana
NOM-021-RECNAT-2000.

De la muestra de suelo, se realizaron diluciones
decimales seriadas (de 10" a 10® inoculando a los
medios de cultivo en cajas de Petri con 500 nL, con-
teniendo Agar Nutritivo (Difco™) a 37°C durante 48
horas, una vez obtenidas las bacterias aisladas y pu-
rificadas se sometieron a prueba de tincién de Gram
y tolerancia de salinidad en medio Luria Bertani (LB)
con diferentes concentraciones de NaCl 5, 10 y 15%.
Para la prueba de solubilizacién de fosfato inorganico
se utilizé6 el medio SRS (Sundara, Rao, Sinha) Cari-
llo et al. (2015). A partir de las colonias aisladas an-
teriormente, se realizé una siembra medio SRS que
contiene sales de fosfato de calcio Ca,(PO,), al 2%
y se mantiene a 37 °C por 72 h, hasta formar un halo
transparente alrededor de la colonia, indicando la so-
lubilizacion del fosfato tricalcico. Para estas colonias
solubilizadoras se calcul6 el indice de solubilizacién
como: (IS) = didmetro del halo (mm)/diametro de la
colonia (mm).
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Caracterizacién molecular de las bacterias

La amplificacion parcial de la region del gen 16S
rRNA mediante PCR se realiz6 en un termociclador
SelectCycler de la marca Select Bioproducts. Se utili-
zaron los cebadores universales 27F 5°-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3”, MLB 16R 5°-GGC TGC TGG CAC
GTA GTT AG-3” (Kullen et al., 2000) a 1 pmol, en una
reaccion de 25 pl. que contienen 100 ng de DNA, 0.2
mM de cada dNTP, 1 U de Tag DNA polimerasa, 2 mM
de MgCI2 y Tris HCl 10 mM pH 8.0. Las condiciones
para la reaccion fueron; una desnaturalizacién inicial
por 3 minutos a 94 °C, seguido de una desnaturali-
zacion por 1 minuto a 94 °C, alineamiento por 1 mi-
nuto a 56 °C y extensiéon por 1 minuto a 72 °C con
35 ciclos y una elongacién final de 10 min a 72 °C.
Los productos de PCR se separaron mediante elec-
troforesis en gel de agarosa al 1.2%, utilizando como
agente intercalante bromuro de etidio y un marcador
molecular HyperLadder 100 bp. La purificacién de los
productos de PCR se llev6 a cabo de acuerdo con las
especificaciones de Zymoclean Gel DNA Recovery
kit (Zymo Research Co.). Los productos purificados
fueron secuenciados por el método de terminadores
fluorescentes. Las secuencias obtenidas se compa-
raron con la base de datos del GenBank mediante
la herramienta BLAST (Basic Local Aligment Search
Tool) de la base de datos del NCBI, optimizando para
las secuencias altamente similares.

Determinacién de compuestos indélicos

La deteccion y cuantificacion de &cido indolacético
(AIA) se realiz6 segtn la reaccién colorimétrica de
Salkowski (Glickmann, y Deessaux. 1995). Cada cepa
fue cultivada en 5 ml de caldo nutritivo por 24 h, de don-
de se tomaron 0.6 mL para inocularlos en 5 mL de caldo
Tripticasa de Soya suplementado con triptéfano al 1%.
Después se incubaron a 30 °C, por 7 dias, en agitacion
constante a 150 rpm. Para llevar a cabo la cuantificacion,
se tomé 1 ml de bacteria, llevado a centrifuga durante
5 minutos a 1400 rpm y se tomaron 150 uL del sobre-
nadante agregandole 100 nL del reactivo de Salkowski;
(200 uL de cloruro de Fierro al 0.5 M méas 10 mL de acido
perclérico al 35%; la mezcla fue homogeneizada y lleva-
da a bano maria a 65 °C durante 5 minutos). Las mues-
tras se incubaron 30 minutos para su posterior lectura a
530 nm. Para calcular la cantidad de indélicos producida
por cada aislamiento, se empleo la curva de calibraciéon
de acido indolacético de 1 a 30 ug mL".
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Pruebas de antagonismo contra Fusariurm oxys-
porurm

Se utilizé la técnica de enfrentamiento en cultivo
dual, para lo cual cada rizobacteria se sembré en
uno de los cuatro extremos de una caja de petri con
medio papa dextrosa agar (PDA), ocupando aproxi-
madamente un cuarto del area total y se incub6 a 30
°C por 72 h. A continuacién, un fragmento (1 cm2 de
diametro) del hongo F. oxysporum se deposit6 en el
centro de las cajas de petri a una distancia de 3 cm
respecto a las rizobacterias. Después de 5 dias de in-
cubacién a 30 °C, se midi6 el radio de la colonia del
hongo y de la placa testigo sin bacterias. El porcentaje
de inhibicion se calcul6 mediante la férmula (1).

RP—-RB
Y%inhibicion = T x100 M

Donde RP es el radio del patégeno solo y RB es el
radio del patégeno en presencia de la bacteria.

Discusion y andlisis de resultados
En relacion a las caracteristicas de textura del suelo
obtenidas mediante el procedimiento de Bouyoucos,
los porcentajes de limo, arena y arcilla corresponden,
a un suelo franco arcilloso (Cr), con una conductivi-
dad eléctrica (CE) de 4.12 dS/my pH de 10.5 relacién
1:5, que corresponde a un suelo salino-sédico, mien-
tras que el porcentaje de materia organica fue bajo
con el 1.5%.

Identificacion y tolerancia de las cepas a NaCl
Los resultados obtenidos en la tolerancia a las con-
centraciones de NaCl, mostraron que los 40 aislados
crecieron de manera 6ptima en el medio LB (Luria-
Bertani) adicionado con 5% de NaCl (0.85 M), mien-
tras que el 75% creci6é en una concentracién de NaCl
al 10% (1.7 M), de acuerdo con la clasificaciéon de
Donn Kushner, estos aislados entran dentro de la ca-
tegoria de halé6filos moderados y solo el 10% crecié
en una concentracién del 15% de NaCl (2.56 M) por lo
que se consideran microorganismos halotolerantes.
El producto esperado de 500 pb de la regién 16S del
RNA ribosomal bacteriano, fue secuenciado arrojan-
do un 99% y 100% de homologia, Bacillus megaterium
y Serratia marcescens mientras que para Pseudomo-
nas sp. Burkholderia sp fue de un 99% y un 90% para
Bacillus sp.
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Tabla 1. Aislados identificados molecularmente mediante secuenciacion del gen 16S del RNAr y sus indices de solubilizacién
de fésforo inorgénico, produccion de auxinas y porcentaje de inhibicion in vitro contra F. oxysporum.

Bacteria identificada Solubilizaciéon de P (IS)* Concentracion de AIA (ug mL?") Inhibicién de F. oxysporum (%)
Pseudomonas sp. 1.4 24.06x0.5 44
Bacillus megaterium 2.1 28.20x1.2 48
Burkholderia sp. 0 29.81+0.7 32
Serratia marcescens 4.66 28.28+2.1 72
Bacillus sp. 2.5 31.69x2.7 46
Bacillus sp. 1.6 24.81x0.9 40

Fuente: Elaboracion propia.
*|S= Diametro del halo (mm)/didmetro de la colonia (mm).

La auxina, el acido indol-3-acético (AIA), es una fito-
hormona importante producida por varias cepas de
BPCV y es conocido que el tratamiento de las rizo-
bacterias productoras de AIA aumenta el crecimiento
de las plantas. La planta bajo el tratamiento de AIA
tiene raices altamente desarrolladas, lo que a su vez
le permite absorber mejor los nutrientes ayudando al
crecimiento general de la planta. Alrededor del 80%
de la microbiota bacteriana en la rizésfera produce
AIA (Hayat et al., 2010). Tal como se aprecia con los
microorganismos haldfilos (ver la Tabla 1).

La actividad antagénica de las cepas aisladas de
suelo salino ante el hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum que afecta el cultivo de la alfalfa, se obtu-
vo que 31 de las 40 cepas confrontadas demostraron
un efecto antagénico hacia el patégeno. Se observa-
ron diferentes niveles en los porcentajes de inhibi-
cién (ver la Tabla 1).

Figura 1. A) Actividad solubilizadora de Fosfato de calcio tri-
calcico de los aislamientos y B) actividad antagénica contra
F. oxysporum de Serratia marcescens.

En la evaluacion de la actividad fosfatasa en medio
solido con fosfato de calcio tricalcico se observé que
cinco microorganismos formaron un halo transparente
de solubilizacién de fosfato como se muestra en la Fi-
gura 1, de éstos se obtuvieron porcentajes de eficiencia
en solubilizacién que fue de 1.1 a 4 (ver la Tabla 1) esta
actividad es importante para incorporar el fosforo inso-
luble en forma de Ca,(PO,),.

En la prueba de efectividad bioldgica realizada
en el cultivo de jitomate en invernadero, se realizé
la inoculacién con cepas de bacterias aisladas, las
cuales mostraron produccién de AIA, y que partici-
pan en el desarrollo de raices en las plantas, por lo
que los microorganismos que producen estos com-
puestos promueven el crecimiento vegetal Bacillus
megaterium, Burkholderia sp. Serratia marcescens,
lo cual coincide con un desarrollo vigoroso respecto
al control sin inocular en las mismas condiciones (ver
la Figura 2).

En conclusioén, se aislaron 40 cepas bacterianas a
partir de suelos salinos y seis de las cepas promiso-
rias fueron secuenciadas, las cuales mostraron acti-

Figura 2. Efecto de las bacterias haléfitas en el crecimiento
de jitomate a los 30 dias en condiciones de invernadero.
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vidad antagénica hacia el hongo fitopatégeno Fusa-
rium oxysporum. Las bacterias se clasificaron como
haléfilos moderados con moderada produccién de
acido indol acético (AIA). Del total de las bacterias
aisladas en su caracterizacién molecular se tuvo que
el 96% presentaron morfologia bacilar Gram negati-
vas. A partir de los resultados del presente trabajo,
es posible formular un consorcio microbiano para
promover el desarrollo de plantulas de jitomate en
condiciones de suelo salino y baja fertilidad.

Conclusiones

Los microorganismos identificados como modera-
damente haldfilas, con actividad antagénica hacia el
hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum, solubiliza-
cién de Ca,(PO,), y produccién de AIA, mostraron que
al ser utilizados en la inoculaciéon de semillas de jito-
mate favorecen el crecimiento de la planta en com-
paracién con los testigos que no fueron inoculados.
Estos microorganismos pueden crecer en suelos que
presentan concentraciones de sales de hasta 2 M de
NaCl, por lo que pueden llegar a ser de gran importan-
cia su aplicacién en la produccién de cultivos estable-
cidos en suelos con problemas de salinidad.
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