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Resumen

Una alternativa para reducir las dosis elevadas de fertilizantes inorganicos en cultivos como el tomate
es el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV). El objetivo de esta investigacién
fue aislar y caracterizar cepas de rizobacterias asi como evaluar su potencial para promover el crecimiento
vegetal en plantulas de tomate. Se recolectaron muestras del suelo de la rizosfera de tomate en la co-
munidad La Bajada, Municipio de Coyuca de Catalan, en el Estado de Guerrero (México). Se aislaron un
total de 70 cepas de rizobacterias de las cuales se seleccionaron 12 en funcién de su capacidad para pro-
ducir indoles, solubilizar fosfatos y producir sideréforos. Las cepas se identificaron a nivel molecular y
se encontré que pertenecieron a siete especies: Arthrobacter pokkalii, Pseudomonas aeruginosa, A. en-
clensis, Bacillus licheniformis, B. drentensis, Staphylococcus equorum y Pseudarthrobacter spp. Los re-
sultados obtenidos en el experimento de semillero, mostraron que la cepa JLB4 fue la mejor ya que in-
crementé significativamente (P < 0,05) las variables altura, volumen radical, peso fresco de parte éarea,
peso fresco de tallo y peso seco total, asi como contenido de N, Py K, con respecto al testigo y la cepa
de referencia P61. La cepa JN24 mostré mayor didmetro y altura de plantulas y JLB2 fue la mejor en area
foliar y la cepa JP4 en el area foliar especifica. La cepa A. pokkalii JLB4, que tuvo los mayores efectos
en plantulas con un 78 % de incremento en biomasa, tiene un gran potencial y podria usarse en la pro-
duccion de tomate bajo condiciones de invernadero.
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Isolation of rhizobacteria associated with tomato (Solanum lycopersicum L.) and its potential to promote
plant growth

Abstract

An alternative to reduce the high doses of inorganic fertilizers in crops such as tomatoes is the use of plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR). The objective of this research was to isolate and characterize
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strains of rhizobacteria as well as to evaluate their potential to promote plant growth in tomato seedlings.
Soil samples were collected from the tomato rhizosphere in La Bajada community, Municipality of Coyuca
de Catalan, in the State of Guerrero. A total of 70 strains of rhizobacteria were isolated, of which 12 were
selected based on their ability to produce indoles, solubilize phosphates, and produce siderophores. The
strains were identified at the molecular level and it was found that they belong to seven species: Arth-
robacter pokkalii, Pseudomonas aeruginosa, A. enclensis, Bacillus licheniformis, B. drentensis, Staphylo-
coccus equorum, and Pseudarthrobacter spp. The results obtained in the seedbed experiment showed that
the JLB4 strain was the best since it significantly increased (P < 0.05) the variables height, root volume,
fresh weight of part area, fresh weight of stem and total dry weight, as well as content of N, P and K,
with respect to the control and the reference strain P61. The JN24 strain showed greater diameter and
height of the seedlings and JLB2 was the best in the foliar area and the JP4 strain in the specific foliar area.
The A. pokkalii JLB4 strain, which had the greatest effects on seedlings with a 78 % increase in biomass,

has great potential and could be used in tomato production under greenhouse conditions.

Keywords: Bacteria, microbial communities, seedling growth, vegetables.

Introduccion

El tomate es una de las hortalizas de mayor
consumo a nivel nacional e internacional de-
bido a su alto contenido de vitaminas y mi-
nerales (Larin et al., 2018). Sin embargo, en
su produccion, se utiliza una elevada canti-
dad de agroquimicos y biocidas para abaste-
cer de nutrimentos y controlar plagas, en-
fermedades y malezas. En consecuencia, se
puede originar contaminacion del suelo y el
agua, afectando la salud de los seres vivos,
ademas del alto costo de produccién (Riah et
al., 2014; Shen et al., 2016).

Una alternativa para reducir el uso de agro-
quimicos es la aplicacién de RPCV en los sis-
temas agricolas debido a que, dichas bacterias
pueden optimizar la absorcién de nutrientes
y el crecimiento, lo que puede conducir a in-
crementar los rendimientos con dosis mas
bajas de fertilizantes y mejorar la calidad
ambiental (Zahid et al., 2015).

Esto es posible gracias a sus efectos directos
como la solubilizacién de fosfato, fijacion de
nitrogeno y fitoestimulacion (produccién de
fitohormonas). También contribuyen de ma-
nera indirecta principalmente como agentes
de biocontrol (Camelo et al., 2011; Mustafa
etal., 2019).

A pesar de la poca informacién con respecto
al estudio de rizobacterias en este cultivo, se
ha encontrado que los géneros Pseudomo-
nas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y
Streptomyces, forman parte de la comunidad
microbiana de la rizosfera del tomate (Al-
fonso et al., 2005).

El uso de RPCV en la agricultura es una alter-
nativa para reducir las dosis de agroquimicos
y la contaminacién del medio ambiente, lo
cual asegura a la poblacion productos sanos
y de buena calidad (Osorio Soto, 2008).

Tomando en cuenta la problematica que re-
presenta la contaminacién con agroquimicos
y la perturbacién en los suelos, esta investiga-
cion tuvo como objetivo aislar y caracterizar
rizobacterias asociadas a tomate y evaluar su
potencial como promotor del crecimiento
vegetal en plantulas de tomate.

Material y métodos

Colecta de muestras

Se recolectaron muestras de suelo rizosfé-
rico en un area de cultivo de tomate en la lo-
calidad La Bajada del Municipio de Coyuca de
Catalan, Region de Tierra Caliente, Guerrero
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cuyas coordenadas geograficas 100° 40’ 22"
longitud oeste y 18° 18’ 56" latitud norte, a
una altitud entre 220 m y 240 m sobre el ni-
vel del mar (m s.n.m.) (Figura 1). Se recolec-
taron dos muestras compuestas de suelo de
la rizosfera de tomate conformado por seis
submuestras, estas se conservaron en una
hielera a una temperatura aproximada de
4 °C para su traslado al laboratorio de Mi-
crobiologia del Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo. El suelo recolectado pre-
sentd las siguientes caracteristicas: pH 7,2
(suelo, agua 1:2); nitrégeno total (NT)
0,109 %; fésforo (P) 25,9 ppm y potasio (K)
0,77 meq 100 g~". La textura del suelo fue cla-
sificada como franco limoso.
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Aislamiento de cepas bacterianas

Para el aislamiento de las cepas bacterianas se
usé la técnica de dilucion y cuenta viable en
placa, para ello se tomé una submuestra de
10 g del suelo recolectado y se utilizaron los
siguientes medios especificos: Luria bertani
(LB) (10 g de triptona, 5 g de extracto de le-
vadura, 5 g de Nadl, 1 g de triptéfano, 20 g de
agar, 1000 mL de agua destilada estéril) para
bacterias productoras de indoles (BPI); Pi-
kovskaya (10 g de glucosa; 5 g de Ca, (PO,);
0,5 g de (NH,), SO,; 0,2 g de KCl; 0,1 g de
MgSO,-7H,0; 0,0002 g de MnSO,; 0,0002 g
FesO,; 0,5 g de levadura; 15 g de agar;
1000 mL de agua destilada estéril) para bac-
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Figura 1. Sitio de muestreo, La Bajada, Municipio de Coyuca de Cataldn, Guerrero.
Figure 1. Sampling site, La Bajada, Municipality of Coyuca de Catalan, Guerrero.
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terias solubilizadoras de fosfato (BSP); Rennie
(Rennie, 1981) y medio libre de nitrégeno (NFB)
(0,5 g de K,HPO,; 0,01 g de FeSO,-7H,0; 0,002 g
de Na,MoO,-2H,0; 0,002 g de MnSO,-H,0;
0,2 g de MgsO,-7H,0; 0,1 g de NaCl-2H,0; 2
mL de Azul de Bromotimol al 0,5 % —en so-
lucion alcoholica—; 2 g de acido malico y
2,33 g de Agar bacteriolégico (Canto-Martin
et al., 2004; Mantilla-Paredes et al., 2009)
para bacterias fijadoras de nitrégeno (BFN).

Pruebas cualitativas de las rizobacterias

Para el caso de las BPI, éstas se sembraron en
microplacas (microplates Costar 3591, Corning,
NY) de 96 orificios que contenian 150 pL de
medio liquido LB, las microplacas se incuba-
ron durante 48 h y posteriormente se agre-
garon 150 pL de reactivo Salkowski (2 %;
0,5 M FeCl; en 35 % de acido perclérico) a
cada orificio y se incubé bajo condiciones de
obscuridad durante 30 min, para el cambio
de color, el cual fue indicativo de la produc-
cion de indoles.

Para las bacterias solubilizadoras de fosfato
las cepas bacterianas se sembraron en caldo
Luria-Bertani y se incubaron a 28 °C en un
agitador rotatorio (Thermo scientific® mo-
delo MAXQ 400) a 180 rpm durante 48 h.
Posteriormente, en cajas con medio Pikovs-
kaya se colocé un 1 L de inéculo por cepa
con tres repeticiones y se incubaron durante
24 h y 48 h finalmente se aislaron con base en
las colonias que presentaron un halo trans-
parente alrededor de ellas.

Para la produccién de sideréforos las cepas se
sembraron en tubos con 1 mL de medio de
caldo nutritivo y se incubaron a 28 °Ca 180 rpm
durante 24 horas. Posteriormente, en cajas con
medio cromo azurol-S (CAS) se agregé un 1 pL
de indculo y se incubaron durante 24 hy 48 h,
finalmente se seleccionaron todas las cepas
que presentaron colonias con un halo color
amarillo alrededor de ellas, ya que el cambio
a color amarillo es indicativo de produccion
de sider6foros (Louden et al., 2011).

Caracterizacion de las rizobacterias

Las 12 cepas de RPCV aisladas se cultivaron en
medio liquido Pikovskaya (Pikovskaya, 1948)
y se incubaron en una agitadora horizontal
marca Thermo scientific® modelo MAXQ
400 rpm a 180 rpm durante siete dias a 28 °C.
Se incluyé una cepa de referencia identifi-
cada y caracterizada en un estudio previo
como promotora de crecimiento vegetal (Pi-
neda-Mendoza et al., 2019), detalles de esta
cepa se describen mas adelante. Transcurrido
el tiempo de incubacion se midié el pH de
cada uno de los cultivos bacterianos con un
medidor de pH (OAKTON® Instruments). La
cuantificacion de fosfatos en el medio se
llevd a cabo por el método descrito por Al-
maraz-Suarez et al. (2020). El cultivo bacte-
riano se centrifugé a 7000 rpm durante
10 min. El sobrenadante se filtr6 con una
membrana (Millex 0,22 ym Durapore®), y
con una micropipeta se cogieron muestras de
150 uL de cada filtrado y se depositaron en
microplacas de 96 pozos por triplicado, a
cada pozo se le adicionaron 50 puL de vana-
dato (NH,VO, 0,25 % en 35 % HNO,) y 50 uL
de molibdato [(NH,), MO,0,, al 5 %]. Se
dejé reaccionar durante 5 min. Se midié6 la
absorbancia de cada muestra en un espec-
trofotoémetro (Synergy 2 microplate reader,
Biotek Instruments, Inc.) a 420 nm. El fosfa-
to soluble se cuantificd a través de una curva
estandar con diferentes concentraciones de
fosfato (0 pg mL™', 50 yg mL~", 100 pg mL™",
150 pyg mL™", 200 pg mL™', 250 pg mL™",
300 pg mL™").

Para la cuantificacion de produccion de indo-
les se utilizé la técnica descrita por Almaraz-
Suarez et al. (2020). Las cepas aisladas y la
cepa de referencia se sembraron en tubos Ep-
pendorf de rosca con 1 mL de medio de cultivo
Luria-Bertaniy se incubaron a 28 °Ca 150 rpm
durante 48 h. Trascurrido este tiempo los cul-
tivos se centrifugaron a 7000 rpm durante
15 min. En microplacas de 96 pozos se depo-
sitaron 150 pyL del sobrenadante de cada
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muestra por triplicado, adicionando 150 L de
solucion Salkowski. Las placas se incubaron
durante 30 min en oscuridad, para posterior-
mente leerse en un espectrofotdémetro lector
de microplacas a 530 nm. La concentracion de
indoles se estimo a partir de una curva estan-
dar de diferentes concentraciones de acido in-
dol acético (0 ug mL™", 10 ug mL™", 20 ug mL™",
30 uyg mL', 40 pg mL', 50 pg mL7",
60 ug mL™,70 ug mL™", 80 ug mL~", 90 ug mL™").

Identificacion molecular

El material genético de biomasa de las 12 ce-
pas, usado para la identificacién molecular
fue obtenido de cultivos jévenes de menos
de 24 h. Para ello se siguio el protocolo de ex-
traccion de DNA para bacterias del método
CTAB al 2 % (Tris-HCI 100 mM; pH 8,0; EDTA
2H,0 mM; CTAB 2 %; NaCl 1,4 M) del Labo-
ratorio de Biotecnologia de Semillas del Co-
legio de Postgraduados y la amplificacién se
realizé de un fragmento ribosomal 16S ADNr.
La mezcla de reaccién consistio en: buffer
5X; dNTP’s 2,5 mM; los primers 8F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’); Tag ADN poli-
merasa (5U); ADN 100 ng. La PCR se llevo a
cabo en un termociclador C100 Touch (Bio-
Rad, USA) con las siguientes condiciones de
amplificacién: una desnaturalizacién inicial
de 95 °C durante 2 min; seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacién a 95 °C durante 1 min,
alineamiento a 59 °C durante 30 s y la ex-
tension a 72 °C durante 2 min, y finalmente
una extensién de un ciclo a 72 °C durante
10 min. El fragmento amplificado se verificd
en un gel de agarosa al 1,5 % tefido con co-
lorante verde de ADN (Green-DNA dye, Bio
Basic Inc., Canada). Las amplificaciones se en-
viaron al servidor de secuenciaciéon de Ma-
crogen (Estados Unidos). La secuenciacion se
realiz6 en ambas direcciones con el Genetic
Analyzer modelo 3130 (Applied Biosystem,
EE.UU). Las secuencias correspondientes a la

regién 16S ADNr, se ensamblaron y editaron
con la opcién Contig Assembly Program
(CAP) del Software BioEdit v7.0.9.1, para la
creacion de las secuencias de cada uno de los
aislamientos. Con base en que Herramienta
Béasica de Busqueda de Alineacion Local
(BLAST) del Centro Nacional de Biotecnologia
Informacion (NCBI) encuentra regiones de
similitud local entre secuencias con alinea-
mientos significantes, las secuencias consen-
suadas de cada aislamiento obtenido para la
region 16S ADNr se compararon con la op-
cion BLAST_ nucleotide 2.2.19. Las secuencias
de las bacterias se depositaron en la base de
datos de GenBank NCBI.

Efectividad de las rizobacterias en la
promocion del crecimiento en plantulas
de tomate

Se incluyeron 12 cepas de bacterias para eva-
luar sus efectos en la promocion de crecimien-
to las cuales fueron seleccionadas por su ca-
pacidad para producir indoles, producir
auxinas, sideréforos y fijar nitrégeno, ademas
se agrego la cepa P61 P. tolaasii como refe-
rencia, la cual fue aislada de la rizosfera de
papa en el Valle de Toluca, Estado de México.
Esta cepa tiene la capacidad de solubilizar
fosfatos, producir auxinas y sider6foros, ade-
mas tiene la capacidad de inhibir Rhizoctonia
solani (Pineda-Mendoza et al., 2019).

Las cepas bacterianas se cultivaron en caldo
nutritivo en agitacion constante a 180 rpm
durante 48 h a 28 °C. Posteriormente fueron
centrifugadas a 7000 rpm durante 15 min
para separar el concentrado microbiano del
medio de cultivo. Este concentrado se resus-
pendié en agua destilada estéril y centrifugo
en dos ocasiones con el propésito de eliminar
los nutrientes residuales. La densidad de cé-
lulas bacterianas fue de 1 x 108 UFC mL™".

Se usaron semillas de tomate “hybrid Op-
timMax". La siembra de las semillas se realizé
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en charolas de poliestireno de 12 cavidades.
Se sembraron tres semillas por cavidad en
un sustrato conformado por turba y perlita
(2:1), previamente esterilizado en una auto-
clave (3 dias no consecutivos durante 3 h, a
18 Ib b de presion). La inoculacion de la cepa
bacteriana se llevé a cabo a los 10 dias des-
pués de la siembra, aplicando 2 mL de in-
6culo directamente a la zona de la raiz. Las
plantulas fueron fertilizadas con soluciéon nu-
tritiva de Steiner (265,5 de Ca(NO,),*4H,0;
78 de KNO;; 67,5 de K,SO,; 123 de MgSO,
*7H,0y 34 de KH,PO,, mg/L, con el pH ajus-
tado a 6,5) al 10 % y 20 %. La frecuencia y
duracion de los riegos estuvo en funcién de
las necesidades de la planta, manteniendo
siempre una humedad constante. Al término
del experimento, 35 dias después de la emer-
gencia, en cada planta se midié altura, dia-
metro, volumen radical, area foliar, area foliar
especifica, peso fresco, seco, y contenido de ni-
trogeno (N), fésforo (P) y potasio (K).

Diseno experimental

Los ensayos para evaluar la produccién de
auxinas y solubilizacion de fosfatos de las
12 cepas estudiadas y la cepa de referencia se
establecieron en un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones.

El experimento con plantulas también utilizé
un disefio experimental completamente al
azar, pero en este caso fue con 14 tratamien-
tos. Los cuales consistieron en 12 cepas de
bacterias aisladas de la rizosfera de tomate,
una cepa de referencia y un testigo sin ino-
cular, todos con cuatro repeticiones. Los da-
tos fueron analizados mediante el paquete
estadistico Statistical Analysis System (SAS)
9.0 para Windows realizando un analisis de
varianza y prueba de comparaciéon de medias
(Tukey, o = 0,05).

Resultados y discusion

Caracteristicas relacionadas con la
promocion de crecimiento vegetal

De las 70 cepas evaluadas solo las cepas JP4,
JP13y JP8 formaron halos muy marcados en el
medio sélido Pikovskaya, lo cual indicé una
alta capacidad de solubilizar fosfato. También
hubo cepas que presentaron halos tenues en
este medio. Bashan et al. (2013) mencionan
que la formacién de halos en medio sélido no
debe considerarse como la Unica prueba para
la solubilizacion de fosfato ya que, las colonias
pueden perder su halo después de varias re-
siembras, para ello se debe realizar un en-
sayo confirmatorio de la capacidad de solubi-
lizar fosfato en medio liquido para determinar
la cantidad de fosfato soluble. Por esta razon
se realizé dicho ensayo no solo con las tres ce-
pas que formaron halos marcados, sino que
también se les realizé a otras nueve cepasy a
la cepa de referencia (P61).

En el ensayo de la solubilizacién de fosfato se
observé que las 13 cepas evaluadas tienen la
capacidad de solubilizar dicho elemento en un
rango que vari6 de 22 pyg mL™" a 300 pg mL™,
los valores mas altos se presentaron en las ce-
pas JP13, JC3, JP8, JPS5, JLB6 y JP6 con valo-
res superiores a 118 ug mL' (Figura 2). En
otras investigaciones se ha encontrado que la
solubilizacion de fosfato por diferentes cepas
de rizobacterias varia de 10 uyg mL™" hasta
mas de 800 ug mL™", dependiendo del tiempo
de incubacion (Misra et al., 2012; Zahid et al.,
2015; Gonzalez Mancilla et al., 2017). Las
bacterias solubilizadoras de fosfatos desem-
pefian un importante papel en el suplemento
de fosforo para las plantas, los géneros bac-
terianos con mayores potencialidades de uso
son Pseudomonas y Bacillus (Restrepo-Franco
etal., 2015). Para el caso del pH, todas las ce-
pas crecidas en el medio Pikovskaya lo acidi-
ficaron, ya que el pH inicial fue de 7,3 y siete
dias después éste bajé a valores entre 6,12y
4,24, siendo la cepa de referencia P61 la que
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Figura 2. Fosfato soluble (A) y acido indol acético (AIA) (B) en cultivos de cepas de rizobacterias pro-
motoras de crecimiento vegetal (RPCV). + Error estandar.
Figure 2. Soluble phosphate (A) and IAA (B) in cultures of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR)

strains. + Standard error.

mas acidificé el medio. Corrales Ramirez et al.
(2014) mencionan que la capacidad de solu-
bilizar fosfato de las bacterias esta asociada
a la liberacién de acidos organicos como el
acido oxalico, glucénico, citrico, lactico y iso-
butirico lo que permite la acidificacién del
medio. Los acidos organicos producidos por
las bacterias reaccionan con los compuestos
del fosforo liberando fosfato soluble, el cual
depende del tipo y fuerza de estos acidos
(Gamalero y Glick, 2011).

Para el caso de la produccién de acido indo-
lacético, se evaluaron 64 cepas y se observo
si habia cambio de color a rosa cuando al cul-
tivo bacteriano se le adicion¢ el reactivo de
Salkowski, lo cual indicé la presencia de in-
doles. Esto permitié preseleccionar 12 cepas
que presentaron color rosa intenso. En una
segunda fase a esas 12 cepas se les cuantifico
la produccién de indoles en medio liquido. Se
observé que la cepa JPS5 presentd la mayor
concentracién de indoles (10,4 ug mL™"). Por
otra parte, las cepas JP8, JP4, JLB2, JLB4 y
JN24 presentaron concentraciones mayores a

1,52 pyg mL'. Sin embargo, las cepas JC5,
JP6, JP13, JP5, JC3, JLB6 y P61 produjeron
muy bajas concentraciones de indoles de
0,85-1,52 uyg mL™" (Figura 2). Gonzalez Man-
cilla et al. (2017) caracterizaron un total de
215 cepas aisladas de la rizosfera de la region
de la Sierra Nevada, Puebla, México y en-
contraron 71 cepas que producian acido in-
dol acético (AlA) en concentraciones desde
20 mg L' hasta 27 mg L™'; en el caso de la
presente investigacion las cepas no produje-
ron niveles de AlA tan altos.

La capacidad de las bacterias para fijar ni-
trégeno fue registrada en una de las doce ce-
pas estudiadas (JN24). Esta actividad se ha es-
tudiado ampliamente en el género Bacillus.
Por ejemplo, Kifle y Laing (2011) encontraron
que la inoculacién de cepas de Bacillus en le-
chuga incrementé el contenido de nitrégeno
en las plantas, lo cual se debi6 a la capacidad
de fijar nitrégeno de las cepas estudiadas y a
la densidad de in6culo aplicado, siendo me-
jor la dosis de 108 unidades formadoras de
colonias.
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Las cepas JP4, JP5, JP6, JP8 y P61 produjeron si-
deroforos, las cuales presentaron colonias con
halos de color amarillo de diametros de 0,40-
0,46 mm en el medio CAS, lo que indica que
estas cepas son capaces de producir sider6fo-
ros removiendo el hierro del medio (Garcia et
al., 2012). Aguado-Santacruz et al. (2012) men-
cionan que los sideréforos bacterianos han
generado un gran interés en los Gltimos afios
debido al potencial que tienen para el control
biolégico de hongos y bacterias fitopatoge-
nas, inhibiendo el crecimiento de micelio a tra-
vés de la captacion de hierro, haciéndolo me-
nos disponible para los patégenos.

Identificacion molecular de las cepas
bacterianas

El analisis de las secuencias de ADNr 16S am-
plificadas mostré una alta similitud de las se-
cuencias de los aislados JP4, JP5, JP6 Y JP8 con

las secuencias de ADNr 16s de P. aeruginosa
(100 %). Mientras que JLB2 y JLB6 tienen una
alta similitud con S. equorum (100 %); la cepa
JC3 presenté un alto porcentaje de similitud
con especies de Pseudarthrobacter spp.
(99,65 %) y dos cepas (JC5 y JN24) con A. en-
clensis (100 %); la cepa JP13 tuvo similitud con
B. licheniformis (100 %), para el caso de la
cepa JPS5 se encontré una alta similitud con
B. drentensis (99,93 %) y por ultimo la cepa
JLB4 mostré una alta similitud con A. pokka-
1ii (100 %) (Tabla 1). Misra et al. (2012) men-
cionan que las cepas de P. aeruginosa son ca-
paces de solubilizar mas de 450 mg mL™" de
fésforo en suelos con altas concentraciones
de metales pesados y en condiciones de alta
humedad y temperatura, ademas ha resul-
tado ser un microorganismo de gran aplica-
cion, porque no solo solubiliza fosfato, sino
también tiene la capacidad de producir side-
réforos para la quelacién del hierro (Kumar

Tabla 1. Identificacién molecular de las 12 cepas de rizobacterias promotoras crecimiento vegetal ais-

ladas de la rizosfera de tomate.

Table 1. Molecular identification of 12 strains of plant growth promoting rhizobacteria isolated from

the tomato rhizosphere.

Nombre de la cepa Identidad Identidad (%) NuUmero de acceso al GenBank
JLB4 Arthobacter pokkalii 100 MW629814
JP8 Pseudomonas aeruginosa 100 MW629806
JP4 Pseudomonas aeruginosa 99,93 MW629803
JP5 Pseudomonas aeruginosa 100 MW629804
JP6 Pseudomonas aeruginosa 100 MW629805
JC5 Arthrobacter enclensis 100 MW629811
IJN24 Arthrobacter enclensis 100 MW629812
JP13 Bacillus licheniformis 100 MW629807
JPS5 Bacillus drentensis 99,93 MW629808
JLB2 Staphylococcus Equorum 100 MW629809
JLB6 Staphylococcus Equorum 100 MW629810
Jc3 Pseudarthrobacter sp. 99,65 MW629813
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et al., 2005; Restrepo-Correa et al., 2017).
Mientras que S. equorum es una bacteria pa-
tdégena, sin embargo, se ha utilizado en in-
vestigaciones para determinar la actividad
biologica de extractos de plantas (Carvajal-
Tesorero et al., 2013). Algunas cepas de Pseu-
darthrobacter sp. son consideradas como
productora de auxinas y contienen genes re-
sistentes a metales pesados. Ademas, se ha
encontrado que contienen genes relaciona-
dos con la desnitrificacién de nitritos y nitra-
tos (Park et al., 2020). En investigaciones re-
cientes se encontré que cepas de la especie A.
enclensis pueden producir mas de 130 mg L™
de AIA a las 12 h de la incubaciéon en caldo
nutritivo cuando se adicioné triptéfano al
0,2 % (Zeng et al., 2016; Moon y Yoon, 2019).
En el presente trabajo las cepas A. enclesis
JC5y JN24 produjeron menos de 2 mg L' de
AlA en medio LB con 1 g de triptofano L',
muy por debajo de lo reportado en la litera-
tura, lo cual sugiere que la capacidad de pro-
ducir auxinas en la especie A. encliensis pue-
de variar en un rango muy amplio.

Cepas pertenecientes a las especies B. licheni-
formisy B. drentensis se han reportado en es-
tudios recientes como fijadoras de nitrégeno,
productoras de auxinas y solubilizadoras de
fosfato (Mahmood et al., 2016; Acurio Vasco-
nez et al., 2020). Algunas de estas caracteris-
ticas se constataron en esta investigacion, ya
que las cepas JP13 y JPS5 correspondientes a
las especies mencionadas produjeron niveles
significativos de auxinas y fosfato soluble en
los medios especificos utilizados.

Para el caso de A. pokkalii, Krishnan et al.
(2016) mencionan que dicha bacteria posee
caracteristicas beneficiosas para el creci-
miento de las plantas, dado que puede pro-
ducir AlA y sider6foros. Este no fue el caso de
la cepa JLB4, perteneciente a esa especie, ya
que produjo baja cantidad de auxinas y no
produjo sideréforos.

Efectividad de las rizobacterias en la
promocion del crecimiento en plantulas
de tomate

La cepa JN24 presento el mayor efecto en al-
turay didmetro de tallo de planta (P <0,05),
ya que estas variables se incrementaron en
24 % y 22 %, respectivamente, en relacion al
testigo. Las plantas inoculadas con la cepa
JLB4 tuvieron el mayor volumen radical su-
perando al testigo en 40 % y a la cepa de re-
ferencia P61 en 68 % (Figura 3). Noh Medina
et al. (2014) inocularon cepas de Paenibaci-
llus polymyxa'y B. megaterium en semillas de
tomate, lo que les condujo a obtener plantu-
las con mayor altura que las plantulas sin ino-
culacién de rizobacterias superando al testigo
en mas de 36 %. Efectos similares también los
obtuvo Gonzalez Mancilla et al. (2017) en
chile poblano quienes encontraron incre-
mentos en altura mayores al 22 % en relacion
al testigo. Amaresan et al. (2012) cuando ino-
cularon plantulas de tomate y chile con cepas
de RPCV obtuvieron aumentos significativos
de la longitud de raices y brotes.

Con respecto a el area foliar se observaron di-
ferencias significativas (P < 0,05) entre trata-
mientos. Casi todas las cepas fueron signifi-
cativamente superiores en area foliar en
relacién al testigo y la mas sobresaliente fue
JLB2 con 19,95 cm? (Tabla 2). En el caso del
area foliar especifica, se observé que las plan-
tas de tomate inoculadas con la cepa JP4
mostraron significativamente (P < 0,05) el
mayor valor con 289,6 cm? g~' en compara-
cion con los demas tratamientos (Tabla 2).

El andlisis de varianza de la variable peso
fresco de hojas y tallo en plantulas de tomate
inoculadas con RPCV mostré diferencias al-
tamente significativas en las dos variables
(P <0,05). Los tratamientos inoculados con las
cepas JLB4 (A. pokkalii) y JN24 (A. enclensis)
fueron estadisticamente superiores al resto
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Figura 3. Altura (A) y didmetro de tallo (B) de plantulas de tomate inoculadas con diferentes cepas de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (RPCV). £ error estandar.

Figure 3. Height (A) and stem diameter (B) of tomato seedlings inoculated with different strains of plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR). + standard error.

de los tratamientos, tanto en el peso fresco  En un estudio Amaresan et al. (2012) encon-
de hojas como de tallo. La inoculacion de las  traron que la inoculacién de cepas de Bacillus
cepas JN24 y JLB4 incrementé la biomasa to-  spp., Serratia spp., Arthrobacter spp.y S. mar-
tal en 26 % y 78 %, respectivamente, en re-  cescens incrementaron significativamente la
lacion al testigo (Tabla 2). En la investigaciéon  longitud radical, la altura y la produccién de
de Luna Martinez et al. (2013), se observd  biomasa seca en plantulas de tomate y chile.
que la inoculacion de plantulas de tomatey  El mejor tratamiento que ellos mencionan fue
pimiento con la cepa MA12 del género Baci- el inoculado con la cepa de Bacillus sp. BETS11,
llus incrementé la biomasa en 20 % y 37 %,  que incrementd la biomasa seca en 200 % en
respectivamente. Esto indica que el efecto  tomate y 400 % en chile.

positivo con la cepa JLB4 de la especie A.pok-
kalii fue superior a lo que reportaron esos au-
tores cuya cepa sobresaliente pertenecié al
género Bacillus.

La cepa JLB4 presenté efectos sobresalientes
en el crecimiento de las plantulas de tomate
a pesar de que produjeron bajos valores en la
solubilizacién de fosfato, produccion de AIA
El tratamiento con la cepa JLB4 obtuvo el ma-  y no produjeron sideréforos. EIl mayor volu-
yor peso seco en hojas, tallos, raizy biomasa  men radical encontrado en el tratamiento
seca total con valores de 113,5 mg, 58,9 mg,  con la cepa JLB4 sugiere que hay un efecto
87,17 mg y 259,6 mg, respectivamente (Tabla  positivo en el crecimiento de la raiz, lo cual
2). La inoculacioén con esta cepa incrementola  posiblemente sea por produccion de hormo-
biomasa seca en 79 % con respecto al testigo.  nas vegetales. En la literatura consultada se
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encontré que la especie identificada como A.
pokkalii posee caracteristicas beneficiosas
para el crecimiento de las plantas, dado que
puede producir acido indol acético (AlA),
ademas forman biopeliculas y utilizan varios
componentes de los exudados de las raices de
las plantas (azucares, aminoacidos y acidos
organicos) (Krishnan et al., 2016).

Contenido nutrimental

El N es considerado como el nutriente mas im-
portante para el crecimiento de las plantas y
el menos disponible en los suelos agricolas. En
esta investigacion los resultados muestran
que en los diferentes tratamientos inocula-

dos con cepas de RPCV el contenido de ni-
trogeno se encuentra entre 1,84 mg planta™
a 0,85 mg planta™, sobresaliendo el trata-
miento inoculado con la cepa JLB4 (A. pok-
kalii), mientras que el valor mas bajo se ob-
tuvo en el testigo (Tabla 3). El potasio es un
nutriente esencial para las plantas, es absor-
bido en grandes cantidades y tiene funciones
en procesos de osmorregulacién, movimiento
estomatico, elongacién celular y participan
en el equilibrio iénico (Njira y Nabwami,
2015; Gémez-Merino et al., 2016). La inocu-
lacion de las diferentes cepas tuvo efectos al-
tamente significativos (P < 0,05) en el conte-
nido de potasio, siendo JLB4 la cepa que
obtuvo el mayor aumento en la absorcion de

Tabla 3. Efecto de la inoculacion de cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (RPCV) en el contenido nutrimental de plantulas de tomate.
Table 3. Effect of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) inoculation on the nutrient

content of tomato seedlings.

Cepas N P K

(mg planta™) (mg planta™) (mg planta™)
JLB4 1,84 a 0,22 a 3,85a
JP8 1,34 ab 0,09 f 2,33 cde
JC5 1,43 ab 0,17 b 2,52 bcde
JPS5 1,57 ab 0,17 b 2,80 abc
JLB6 1,40 ab 0,14 bcd 2,51 bede
JLB2 1,41 ab 0,13 bcd 2,65 bcde
JP4 1,12 abc 0,12 de 2,25 de
JP6 1,40 ab 0,16 bc 2,27 de
JP13 1,13 abc 0,12 de 2,28 de
JP5 1,38 ab 0,12 de 2,69 bc
IN24 1,51 ab 0,16 bc 3,02b
JC3 1,42 ab 0,12 de 2,55 bede
P61 1,08 abc 0,10 e 1,80 f
TESTIGO 0,8d 0,11de 2,07 df

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, o = 0,05).
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potasio con 3,85 mg planta™', en compara-
cion con el resto de los tratamientos; la cepa
de referencia (P61) presenté el valor mas
bajo en el contenido de potasio (Tabla 3). El
aumento significativo en el crecimiento y el
nivel de Ny P en la planta tras la aplicacién
de los aislamientos es un indicativo de que la
inoculacion con microorganismos puede pro-
porcionar un mejor flujo de nutrientes y dar
como resultado una mayor biomasa (Abbasi
et al., 2011; Raklami et al., 2019).

El fosforo es un macro elemento esencial pa-
ra el crecimiento de las plantas, dado que
participa en los procesos metabdlicos, tales
como la fotosintesis, la transferencia de ener-
gia, transferencia genética, la sintesis y de-
gradacioén de los carbohidratos (Njira y Nab-
wami, 2015). Las diferentes cepas de RPCV
presentaron efectos altamente significativos
(P <0,05) en el contenido de fosforo, siendo
JLB4 la cepa que obtuvo el mayor aumento
en la absorciéon de P con 3,85 mg planta, en
comparacioén con el resto de los tratamientos
(Tabla 3). Todas las cepas seleccionadas in-
cluyendo la de referencia solubilizaron fos-
fato en medio de cultivo, aunque la cepa
JLB4 fue de las que solubilizaron bajas canti-
dades, en un rango de 22,5 uyg mL™" a
38,7 ug mL™'. Probablemente el mayor con-
tenido de P en las plantas inoculadas con
esa cepa se debid a varios mecanismos que
afectaron positivamente la raiz, lo que con-
dujo a un incremento en el volumen radical
y por lo tanto un aumento en la asimilacién
de nutrientes (Amaresan et al., 2012; San-
chez-Lépez et al., 2012). En otras investiga-
ciones se ha observado que inoculantes con
una cepa o inoculantes que contienen mez-
clas de cepas que poseen diferentes atributos
de promocion de crecimiento afectan positi-
vamente el crecimiento al favorecer una ma-
yor disponibilidad de nutrientes como N, Py
K (Coutinho et al., 2012; Shen et al., 2016). En
el presente trabajo las cepas que condujeron
a mayor contenido de esos tres macroele-
mentos fueron JLB4, JPS5y IN24.

Conclusiones

Las 12 cepas de RPCV seleccionadas pertene-
cieron a siete especies: A. pokkalii, P. aerugi-
nosa, A. enclensis, B. licheniformis, B. dren-
tensis, S. equorum y Pseudarthrobacter spp.
Solo un numero reducido de las cepas aisla-
das presentaron atributos de promocién de
crecimiento a nivel laboratorio lo que equi-
vale al 17 % de los aislados. De estas solo 3
tuvieron efectos significativos en el creci-
miento y nutriciéon de plantulas de tomate.
Las cuales correspondieron a las cepas JLB4,
JN24 y JLB2. Particularmente la cepa bacte-
riana A. pokkalii JLB4 tiene un potencial
como biofertilizante para incrementar el cre-
cimiento de las plantas de tomate.
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