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Abstract

The plant growth promoting bacteria (PGPB) are agriculturally important microorganisms, when they grow in
association with plants stimulate their growth. These bacteria are the basis for the development of
biofertilizers, whose use contributes to sustainable agriculture. The aim of this research was to isolate and
metabolically characterize edaphic bacteria to identify those that could have some biotechnological
application. Soil was sampled from five agricultural sites, achieving isolation of 166 bacterial strains by
microbiological methods. The isolates were metabolically characterized to identify strains capable of
synthesizing auxins, siderophores and solubilize phosphates. For the determination of auxin synthesis, indoles
were quantitated, finding that 100% of the bacterial strains have the ability to synthesize these
phytohormones, although only 11 bacteria synthesized to 4ppm greater concentration. Moreover, it was
determined that 42% of the bacteria showed the ability to produce siderophores, identifying 10 strains with a
production efficiency higher than 50. Finally, 74 strains were able to solubilize phosphate, 54% of them
showed a solubilization efficiency of 20 to 40, but 8 strains with values greater than 40 were identified.
Bacteria identified with the best capacities in each of the characteristics evaluated are promising strains to be
studied in future research to evaluate their potential to promote plant growth, increase yields and biocontrol
diseases..
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Resumen

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) son microorganismos de importancia agricola, que
cuando crecen en asociacién con las plantas estimulan su crecimiento. Dichas bacterias son la base para el
desarrollo de biofertilizantes, cuyo uso contribuye a la agricultura sustentable. El objetivo del presente trabajé
fue aislar y caracterizar metabdlicamente bacterias edaficas para identificar aquellas que pudieran tener
alguna aplicacion biotecnolégica. Se muestred suelo de cinco sitios agricolas, logrando por métodos
microbioldgicos el aislamiento de 166 cepas bacterianas. Posteriormente se caracterizaron metabdlicamente
los aislados para identificar cepas con capacidad de sintetizar auxinas, sideréforos y solubilizar fosfatos. En el
caso de la sintesis de auxinas se cuantificaron los indoles, encontrando que 100% de las cepas bacterianas
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tiene la capacidad de sintetizar estas fitohormonas, aunque solamente 11 bacterias sintetizaron una
concentracion mayor a 4ppm. Por otra parte, se determin6 que el 42% de las bacterias presenté la capacidad
de producir sideréforos, identificando 10 cepas con una eficiencia de produccion mayor a 50. Finalmente, 74
cepas resultaron con la capacidad de solubilizar fosfato, el 54% de éstas presentd una eficiencia de
solubilizacion de 20 a 40, pero se identificaron 8 cepas con valores mayores a 40. Las bacterias identificadas
con las mejores capacidades en cada una de las caracteristicas evaluadas son cepas promisorias para ser
estudiadas en futuras investigaciones para evaluar su potencial para promover el crecimiento vegetal,
incrementar rendimientos y biocontrolar enfermedades.

Palabras claves: Auxinas, sideréforos, solubilizacion de fosfatos.

Introduccion

Una de las principales zonas agricolas en México es
el Valle del Fuerte, el cual se encuentra ubicado en
la parte norte del estado de Sinaloa, integrado por
los municipios de Ahome, El Fuerte, Guasave y
Sinaloa de Leyva. El valle cuenta con los Rios
Fuerte y Sinaloa, los cuales forman las 2 cuencas
mas grandes de la entidad con el 50% del total del
Area Hidrolégica. Los cultivos con mayor
produccion son papa, trigo, tomate, chile verde,
frijol, sorgo, tomatillo, garbanzo y maiz, siendo este
altimo el principal con una superficie sembrada de
277,642 ha y una produccion total de
aproximadamente 2.9 millones de toneladas (SIAP-
SAGARPA, 2015). Para lograr buenos rendimientos
se usan grandes cantidades de agroquimicos lo cual
a su vez ocasiona dafios al medio ambiente y salud
humana, asi como incrementos en costos de
produccion, el uso de biofertilizantes es una
alternativa para contribuir a la sustentabilidad de los
sistema agricolas.

Dentro de los biofertilizantes se encuentran los que
estan formulados a base de bacterias promotoras de
crecimiento  vegetal (BPCV). Las BPCV
representan una amplia variedad de bacterias no
patdgenas, las cuales cuando crecen en asociacion
con las plantas tienen efectos benéficos sobre el
crecimiento y salud de las plantas, eliminando
microorganismos causantes de enfermedades e
incrementando la disponibilidad y asimilacién de
nutrientes estimulan su crecimiento (Nihorimbere et
al., 2011). Por lo tanto, para mejorar la fertilidad del
suelo, aumentar el rendimiento de los cultivos y
reducir los impactos negativos de los fertilizantes
guimicos en el medio ambiente, es muy
recomendable explotar el uso de estas bacterias
(Babalola, 2010). A diferencia de los efectos
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adversos del continuo uso de fertilizantes quimicos,
cuando las BPCV son aplicadas al suelo mejoran su
estructura sin dejar residuos téxicos (Shankar Singh
etal., 2011).

Las BPCV pueden facilitar el crecimiento y
desarrollo de las plantas por medio de mecanismos
directos e indirectos. La estimulacién directa puede
involucrar el suministro de sustancias sintetizadas
por la propia bacteria y la ayuda para la toma de
nutrientes del ambiente, los cuales pueden ser
nitrégeno, fitohormonas, hierro y fosforo (Verma et
al., 2010), mientras que la estimulacion indirecta
incluye la prevencion o eliminacion de
fitopatdgenos por la produccion de sustancias
inhibitorias o por el incremento de la resistencia de
la planta (Saleem et al., 2007).

Entre las principales fitohormonas que sintetizan las
BPCV se encuentran las auxinas, que tienen un
efecto estimulador del crecimiento, especialmente
marcado cuando las plantas estan en estado de
plantula y los niveles end6genos de fitohormonas
son insuficientes para su éptimo crecimiento (Vejan
et al., 2016). Por otra parte, algunos mecanismos
que tiene las BPCV para mejorar la nutricion de las
plantas son la solubilizacién de fosfatos y la sintesis
de sideroforos, que incrementan la toma y
asimilacion de fosforo y hierro, respectivamente (Pii
et al., 2015). Ademas, los sidero6foros, moléculas
que presentan alta afinidad por el hierro, son
compuestos que pueden controlar patégenos al
convertir a dicho nutriente en factor limitante para
el crecimiento de los patégenos (Saha et al., 2016).
Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
aislar y caracterizar metabdlicamente bacterias
edéaficas para identificar cepas con caracteristicas de
interés agrondémico para potenciar el crecimiento
vegetal y biocontrolar enfermedades.
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Materiales y métodos

Sitio de muestreo y aislamiento de microorganismos
Se colectd suelo en cinco lotes agricolas (sitio 1:

25°45'48.6"N-108°48'35.5"0, sitio 2:
25°46'14.8"N-108°48'22.9"0, sitio 3:
25°46'22.7"N-108°48'17.1"0, sitio 4:

25°52'43.9"N-109°0'36.7"0, sitio 5: 25°41'9.2"N-
109°2'11.7"0) donde se cultiva maiz en los
municipios de Ahome y Guasave, Sinaloa. En cada
sitio se tomo una muestra compuesta de 10 kg de
suelo para el analisis microbioldgico. El aislamiento
de los microorganismos se realizd mediante la
técnica de diluciones seriales en agar Nutritivo
suplementado con 80 pg ml™ de cicloheximida. Los
cultivos fueron incubados a 28 + 2° C durante 7
dias, determinando a las 72 horas las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de peso
seco de suelo (g. s. s.). Los aislamientos se
realizaron por triplicado (de los Santos-Villalobos et
al., 2013).

Determinacién de caracteristicas de promocion de
crecimiento

Produccion de Acido Indol Acético (AIA). Cada
aislado (1 x 10° UFC) fue inoculado en Caldo
Nutritivo suplementado con 100 ppm de tript6fano.
Estos cultivos fueron incubados a 28°C durante 3
dias a 100 rpm. Posteriormente, 1 ml de cada
cultivo se centrifugé a 13000 rpm durante 3 min, se
colocaron 100 pl del sobrenadante y 200 pl de
reactivo de Salkowski (cloruro férrico, 0.4058 g;
agua, 33 ml y acido sulfarico, 20 ml) en una placa
de Elisa. Dicha reaccion fue incubada en oscuridad
durante 30 min a temperatura ambiente (Glickmann
y Dessaux, 1995). La cuantificacion de AlIA se
determiné a 540 nm en un espectrofotémetro. Este
ensayo se llevd a cabo con tres réplicas
independientes

Produccién de sider6foros. Cada aislado bacteriano
fue inoculado en el centro de una caja Petri
conteniendo el medio de cultivo CAS (Cromo
Azurol S), el cual fue preparado de acuerdo a lo
reportado por Alexander y Zuberer (1991). Las
cajas fueron incubadas durante 15 dias a 28°C. La
capacidad para producir sider6foros es representada
por un halo transparente alrededor del
microorganismo (Schwyn y Neilands, 1987), con
los datos de los tamafios del diametro del halo (DH)
y de la colonia (DC) se determino la eficiencia de
produccion (EP), EP= (DH-DC/ DC) *100. Los
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experimentos de produccién de sideroforos se
Ilevaron a cabo por duplicado.

Solubilizacion de fosfatos. Se determind la
capacidad de los asilados para solubilizar fosfato
utilizando el medio PVK (Pikovskaya, 1948) el cual
contiene fosfato tricélcico insoluble. Dicho medio
fue suplementado con azul de bromofenol para
facilitar la observacion de los halos de
solubilizacion. Cada aislado se inocul6 en el centro
de una caja Petri con medio PVK vy se incubaron a
28 £ 2° C durante 7 dias (Nautiyal, 1999). Se
determiné la eficiencia de solubilizacién (ES),
relacionado las medidas de los diametros de el halo
(DH) vy la colonia (DC), ES= (DH-DC/ DC) *100.
Estos ensayos se realizaron por duplicado.

Actividad hemolitica

Para determinar la capacidad de hemolisis, las
bacterias se sembraron en Agar Nutritivo y se
incubaron a 28°C por 24 horas, posteriormente se
transfirieron a cajas con Agar Sangre, donde se
sembraron por picadura. Se incubaron a 28°C por
24 h para monitorear la apariencia de la actividad
hemolitica, clasificandose como alfa hemoliticas
(hemolisis parcial), beta hemoliticas (hemolisis
completa) y gamma hemoliticas (sin actividad
hemolitica). Las evaluaciones se hicieron por
duplicado (Forbes et al., 2007).

Resultados y discusion

Se determind la poblacién total cultivable en cada
una de las muestras de suelo colectadas, en el sitio 4
se encontrd la mayor poblacién con 5x 10° UFC/ g.
s. s., mientras que el resto de los sitios presentaron
una poblacién menor a 2x10° UFC/g. s. s. (Figura
1), lo cual puede ser resultado de las caracteristicas
del suelo, ya que se encontré que posee un mayor
contenido de materia organica y el suelo se clasificd
como tipo Franco, a diferencia de los otros sitios
que presentaron contenidos de materia organica
menor al 1.3% y su tipo de suelo fue arcilloso (datos
no mostrados). Posteriormente de acuerdo a sus
caracteristicas ~ macroscépicas  los  aislados
bacterianos se clasificaron en proteobacterias,
firmicutes y actinobacterias. Se aislaron un total de
166 microorganismos (Tabla 1), siendo el sitio 4 el
que presentd mayor diversidad al obtenerse 60
aislados bacterianos, mientras que en el sitio 2 solo
se aislaron 10 microorganismos.
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Figura 1. Poblacion bacteriana cultivable aislada de suelo agricola asociado a maiz en el Valle del Fuerte.

Tabla 1. Bacterias aisladas en cada sitio muestreado en el Valle del Fuerte.

Sitio
Firmicutes

Proteobacterias y

15
5

1
2
3 39
4 44
5 9
T

otal 112

Actinobacterias Total
21 36
5 10
6 45
16 60
6 15
54 166

Posteriormente se llevé a cabo la caracterizacion
metabdlica de las bacterias para identificar tres
caracteristicas de interés agronémico, produccion de
auxinas (AIlA), solubilizacion de fosfatos y
produccion de sider6foros. Los resultados obtenidos
en la determinacion de sintesis de AIA indicaron
que el 100% de las cepas bacterianas tiene la
capacidad de sintetizar la fitohormona, pero en
distintas concentraciones. ElI 78% de las cepas
produjo cantidades bajas en un rango de 2 a 4 ppm,
mientras 11 cepas tienen la capacidad de sintetizar
mas de 4 ppm (Figura 2A), siendo la cepa
bacteriana P43A45 la que presentd la mayor
produccion con una concentracion de 12.33 ppm
(Figura 2B). Se han encontrado resultados similares
en otros estudios donde se han caracterizado
aislados bacterianos edaficos asociados al cultivo de
maiz, donde mas del 96% de los microorganismos
tiene la capacidad de sintetizar indoles (Arruda et
al., 2013; Coronel-Acosta, 2016). Se ha reportado
que las auxinas, ademas de ser inductores del
crecimiento podrian participar en la regulacion
positiva de la resistencia al estrés por sequia, a
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través de la regulacién de la arquitectura de la raiz,
la expresion de genes sensibles a ABA, el
metabolismo de ROS y la homeostasis metabolica,
al menos parcialmente (Shi et al., 2014).

Los ensayos para determinar la produccion de
sideréforos indicaron que solamente 68 de los 166
asilados bacterianos tienen la capacidad de producir
este compuesto, 10 aislados tuvieron una eficiencia
de produccién mayor a 50 (Figura 3A), destacando
dos bacterias, P13A12 y P53B1, con una eficiencia
de produccion de 124 y 140, respectivamente
(Figura 3B). Una de las principales finalidades de
los sideréforos en los microrganismos es la
competencia por nutrientes como hierro, por lo cual
se han utilizado para el biocontrol de enfermedades
principalmente de etiologia flngica (Compant et al.,
2005). Pero los microorganismos productores de
sider6foros también pueden ser utilizados para
incrementar la calidad nutricional de los alimentos,
Sah y colaboradores (2017) demostraron que la
inoculacién de plantas de maiz con distintas cepas
de Pseudomonas incrementd el contenido de zinc en
grano hoja y tallo.
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Figura 2. Produccién de AIA por bacterias aisladas del Valle del Fuerte. A) NUmero de bacterias por rango de produccién de
AlA (concentracion, nimero de cepas). B) Principales cepas bacterianas productoras de AlA.
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Figura 3. Produccion de siderdforos por bacterias aislados del Valle del Fuerte. A) NUmero de bacterias por rango de indice de
produccién (indice, nimero de cepas). B) Principales cepas bacterias productoras de sideréforos.

Posteriormente se determind la capacidad de las
cepas bacterianas para solubilizar fosfatos. De
manera similar a la produccion de siderdforos,
menos del 50% de las cepas aisladas solubilizd
fosfato (Figura 4A). De las 74 bacterias que
presentaron solubilizacién, el 54% presenté un
indice de solubilizacion de 20 a 40, mientras que 8
bacterias tuvieron un indice de solubilizacién mayor
a 40. Las cepas P31B9.1 y P33b42.1 con indices de
100 y 66.6 respectivamente (Figura 4B),
presentaron las mas altas capacidades para
solubilizar el nutriente, por lo cual pueden ser
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seleccionadas para futuras evaluaciones de
promocion de crecimiento vegetal. Hussain et al.
(2013) realizaron un escrutinio de 72 aislados
edaficos para identificar solubilizadores de fosfato,
encontraron 30 cepas, las cuales fueron capaces de
estimular el crecimiento de plantas de maiz en
ensayos in vitro.

Se identificaron 30 cepas que presentaban las tres
caracteristicas evaluadas, pero estas no fueron las
que mostraron mejores resultados en cada una de las
determinaciones. Se ha reportado que es comun que
una sola BPCV muestre mas de un modo de accién,
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solubilizacion (indice, nimero de cepas). B) Principales cepas bacterias solubilizadoras de fosfatos.

asi como también es comun que en la rizésfera, las
BPCV que tienen un solo modo de accién actlen
sinérgicamente para estimular el crecimiento de la
planta hospedera (Vessey, 2003).

Por ultimo, se seleccionaron 60 aislados bacterianos
promisorios para determinar su capacidad
hemolitica, parametro que es necesario conocer para
el uso comercial de microorganismos vivos, debido
a que nos permite identificar bacterias
potencialmente patdgenas (Forbes et al., 2007). El
47% de las cepas seleccionadas resultaron no
hemoliticas (gamma hemolisis), mientras que 13
cepas (22%) presentaron hemélisis completa (beta
hemoliticas) (Figura 5). Un numero reducido de
aislados resulté potencialmente patdgeno, sin

embargo, se pueden seguir estudiando y alguno de
sus metabolitos podrian tener una aplicacion
biotecnoldgica.

Conclusiones

Por medio de técnicas de microbiologia clasica se
logro el aislamiento de 166 cepas bacterianas
edéficas, identificando al menos 60 con el potencial
para promover el crecimiento vegetal debido a que
tienen la capacidad de sintetizar AlA, producir
sideréforos y/o solubilizar fosfato. Dichas bacterias
son candidatas para ser evaluadas en ensayos de
interaccion planta-microorganismo para confirmar
su efecto positivo sobre el desarrollo de los cultivos

a2 I

cerx | -

carma N

10

15

20 25 30

NuUmero de bacterias

Figura 5. Actividad hemolitica de las cepas bacterianas seleccionadas
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y servir de base para la generacion de productos
agrobiotecnoldgicos.
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