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Resumen

RESUMEN

Se realizaron aislamientos de bacterias de la rizosfera e interior de la raiz del cultivo
del sorgo y se caracterizaron las mismas morfolégica y culturalmente, se
determinaron los modos de accion de los aislados mas prominentes en la
estimulacion del crecimiento vegetal, los cuales se llevaron a condiciones de campo.
El experimento tuvo un disefio de bloques al azar y se desarrollé sobre un suelo
Ferralitico rojo tipico ubicado en el municipio de Remedios, provincia de Villa Clara
con el objetivo de determinar el efecto que producen las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal en el rendimiento agricola del sorgo var. UDG-110. Se
peletizaron semillas de sorgo con seis aislados bacterianos y un control sin peletizar.
Se evaluaron parametros morfofisiolégicos y componentes del rendimiento agricola.
Los resultados mostraron que los aislados 4 y 24 fueron los que mas estimularon el
crecimiento vegetal en el cultivo del sorgo incidiendo sobre varios de los parametros
morfofisiolégicos del mismo, siendo mayor la produccion de biomasa cuando se
aplicé el aislado 4. Las aislados 4, 6 y 24 produjeron los mayores efectos sobre el
rendimiento en grano del cultivo con 14.57 t ha™; 11.65 t ha' y 13.21 t ha™
respectivamente. El aislado 4 presento los mejores resultados econémicos con una
ganancia de 32897.14 $MN ha™.



Abstract

ABSTRACT

Isolates of bacteria from the rhizosphere and inside the root of sorghum were
obtained and it were characterized morphology and culturally, the modes of action of
most prominent isolated in stimulating plant growth were determined, which led to
field conditions. The experiment had a randomized block design and was developed
on an Inceptisol soil located in the municipality of Remedios, Villa Clara province in
order to determine the effect produced by the plant growth promoting bacteria in
agricultural yields of sorghum var. UDG-110. Sorghum seeds were pelleted with six
bacterial isolates and a control without pelletizing. Morphophysiological parameters
and crop yield components were evaluated. The results showed that the isolated 4
and 24 were the most stimulated plant growth in of sorghum crop, incident on several
morphophysiological parameters, being higher biomass production when the isolated
4 were applied. The isolated 4, 6 and 24 produced the greatest effect on grain yield
crop with 14.57 t ha’; 11.65 t ha and 13.21 t ha™ respectively. The isolated 4
exhibited the best economic results with a profit of $ 32,897.14 MN ha™.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) es el quinto cereal de importancia en el
mundo después del trigo, el maiz, el arroz y la cebada (FAO, 2008). A nivel de
planeta mas del 35% del sorgo es cultivado para el consumo humano, el resto se
utiliza principalmente para la alimentacion animal, produccion de alcohol y productos
industriales (FAO, 1995). Se cultivan mas de 40 millones de hectareas en 98 paises,
principalmente en Nigeria, India, USA, México, Sudan, China y Argentina (Praveen et
al., 2012)

En Cuba, el sorgo constituye una excelente alternativa, en la agricultura y para la
seguridad alimentaria del pais, debido a su habilidad de crecer bien en condiciones
edaficas extremas. El grano de sorgo se utiliza para la alimentacién animal en la
formulacién de piensos (aves, porcinos, bovinos, etc.), y en forma de forraje.
También es usada su harina en la alimentacién humana en la confeccién de dulces y
panes, siendo de vital importancia para las personas celiacas que presentan

intolerancia a una proteina llamada “gluten”.

En los suelos agricolas, excepto por los aportes antropogénicos, las comunidades
diazotréficas son la fuente principal de nitrogeno. La fijacion biolégica ofrece una
alternativa no contaminante de nitrdgeno y puede mejorar la produccién de los

cultivos y disminuir el uso de fertilizantes sintéticos (Remans, 2007).

Por otra parte, las bacterias promotoras del crecimiento vegetal representan una
amplia variedad, que cuando crecen en asociacion con la planta hospedera resultan

en una estimulacion del crecimiento de la misma (Verma, 2001).

Se han obtenido aislados de Herbaspirillum en asociacién endofitica con los tejidos

de la planta de sorgo con la habilidad de fijar nitrdgeno (James et al., 1997).

El estudio de rhizobacterias promotoras del crecimiento vegetal y sus modos de

accion incluido el control de microorganismos patdgenos conduce a la seleccion de
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aguellas con una mayor estimulacién del crecimiento en el cultivo y de esa manera

pueden llegar a constituir biofertilizantes comerciales (Farooq y Bano, 2013).

La variedad de sorgo UDG-110 de grano beige, proveniente de la Universidad de
Guadalajara, México, fue introducida y seleccionada en la Universidad Central “Marta
Abreu” de Las Villas por el Grupo de Mejoramiento Genético y Produccion de

semillas de granos perteneciente al Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP).

En condiciones experimentales de secano ha demostrado tener un potencial de
rendimiento de 11.1 a 12.2 t ha' y de 20 a 55 t ha! de masa verde. En areas de
produccién se han logrado rendimientos agricolas de 2.8 a 3.4 t ha'en dependencia
de la época de siembra y el tipo de suelo (Martin et al., 1992).

Teniendo en cuenta la carencia de fertilizacién quimica para este cultivo, los dafios
por contaminacion al suelo y las aguas que la misma causaria, el potencial de
rendimiento de reserva que aun existe para esta variedad y el beneficio reportado por

la utilizacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal se propone lo siguiente:

Hipodtesis

La aplicacion selectiva de aislados bacterianos rizosféricos y enddfitos al cultivo del
sorgo variedad UDG-110 pudiera influir en un aumento de su produccion en biomasa

y grano.

Objetivo General

e Determinar el efecto que producen los aislados bacterianos rizosféricos y
endofitos en el rendimiento agricola del sorgo en un suelo Ferralitico rojo

tipico.
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Objetivos especificos

1. Aislar morfolégicamente los aislados bacterianos rizosféricos y endofitos
asociados del cultivo del sorgo.

2. Describir morfolégicamente los aislados bacterianos rizosféricos vy
enddfitos obtenidos del cultivo del sorgo.

3. Determinar los posibles modos de accion de los aislados bacterianos en la
estimulacién del crecimiento vegetal tales como la produccién de acido-3-
indolacético y la solubilizacion de fosfatos, ademas del control del
patdgeno Sclerotium rolfsii Sacc.

4. Evaluar el efecto de los aislados bacterianos sobre algunos parametros
morfofisiolégicos, el rendimiento en biomasa y grano del sorgo en
condiciones de campo.

5. Valorar economicamente los resultados obtenidos con los tratamientos

aplicados.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 La sostenibilidad de los sistemas agricolas

La sostenibilidad de los sistemas agricolas sin comprometer la calidad y la
conservacion medioambiental es una de las preocupaciones mayores del mundo de
hoy. El uso excesivo de agro-quimicos (fertilizantes y pesticidas) esta planteando
serias amenazas para el ambiente. La roturacion, la degradacién de los suelos, la
ganaderia intensiva, son las causas fundamentales del cambio climatico en la
agricultura. La tala de bosques, el desmonte de cerros para produccion intensiva de
frutales, eliminan sumideros de carbono fundamentales (plantas y suelos que
absorben carbono atmosférico) e incrementa el calentamiento global (Mundaca,
2010). El sistema actual de agricultura “industrial’, basado en el monocultivo, en el
uso intensivo de energia fésil en forma de fertilizantes, plaguicidas, maquinaria y
combustible, incrementa de manera decisiva la productividad del trabajo, pero es
degradante de la base productiva, principalmente del suelo y la biodiversidad. La
dimensién ecoldgica, de los efectos que provoca la agricultura industrializada se
expresan en la nivelacion o descenso de los rendimientos de produccion, derivado de
la degradacion de la base productiva, (erosion, compactacion, esterilizacion de
suelos, disminucion de la Materia Organica, resistencia e ineficacia de plaguicidas)
desplazamiento de la produccién de pequefos agricultores hacia zonas marginales y
ecologicamente fragiles, introduccién de tecnologias de produccidén destructivas en
zonas no aptas para cultivo

2.2.1 Utilizacion del sorgo en Cuba

A nivel de planeta mas del 35% del sorgo es cultivado para el consumo
humano.Segun el criterio de los especialistas, el sorgo es ideal para establecer ciclo
de rotacion con el arroz, al tiempo que su siembra contribuird a reducir importaciones
de trigo, pues la mezcla de ambos en proporciones adecuadas no altera la calidad ni
el sabor del pan (Martin et al., 1994).

Cuba a pesar de que no existe tradicion de cultivo de este cereal se han dado pasos
En importantes en la extension del mismo en el pais ya que constituye una
alternativa viable y factible (Saucedo et al., 2005). La necesidad de reducir

importaciones, debido a los altos precios del trigo y otros cereales a nivel
4
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internacional, ocasionado en buena medida por las dificultades para su adquisiciéon a

su vez motivadas por el férreo bloqueo impuesto a Cuba por EE.UU

2.2.2 Importancia Econdémica del sorgo

El cultivo se expandié casi por todo el mundo al notarse sus facilidades de
adaptacion al suelo y su resistencia a la sequia, entre otras caracteristicas. En 1960,
la Estacion Experimental de Chilote en Texas, liber6 las primeras variedades hibridas
de sorgo, las que permitieron explotar posteriormente su vigor hibrido con respecto a

las variedades de polinizacion libre tradicionales (Martin et al., 1994).

En los ultimos tiempos, dicho cultivo ha adquirido una gran importancia ya que es
capaz de sustituir otros cereales en una amplia gama de productos, tanto en la
alimentacion humana como animal. Las variedades actuales cultivadas son
especificas para ciertos propositos de la produccion, existiendo variedades para

grano, grano y forraje o forraje (Martin et al., 1994).

2.2.3 El rendimiento del cultivo del sorgo

El rendimiento del cultivo, segun (Ayala, 1994), es una propiedad de los sistemas
agricolas e integra una amplia variedad de respuesta de la planta siendo la
manifestacion mas importante y trascendente en la adaptacién de cualquier planta
cultivada. El sorgo para nuestras condiciones establece su rendimiento agricola entre
1.5y 4t ha! (Arredondo, 2000).

Ademas de lo anterior, la intensa sequia y las altas temperaturas presentes en Cuba
en los ultimos afos, asociados segun expertos a un cambio climatico global, han
constituido dos de los factores que mayores dafios han provocado en muchos
cultivos, resultando ser el sorgo mas tolerante que otros cereales a dichas
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condiciones, cuestion que apoya la conveniencia de su cultivo extensivo (Cargil,
2005).

2.2.4 Fertilizacion del cultivo del sorgo.

Para aumentar los rendimientos de las plantas se pueden emplear biofertilizantes
gue ayudan en la nutricibn de las plantas, segun el tipo y los requerimientos
nutricionales de los suelos donde se va a sembrar sorgo se puede utilizar fertilizante
de formula completa sobre la base de NPK o los fertilizantes simples, solo 0 en
mezclas, que satisfagan las exigencias del cultivo. Para lograr rendimientos
adecuados se requiere de una buena fertilizacion o sus consecuencias se veran

reflejadas en los resultados (Wu et al., 2005).

Lo anterior queda establecido segun el tipo de suelo, por lo que se recomienda
aplicar 100 kg ha' de nitrégeno en los suelos Pardos con carbonatos, aluviales y
vertisuelos. En los Ferraliticos rojos y arenosos se recomienda 120 kg ha'. La
demanda de P20s no excede de 40 kg ha. No es necesario aplicar K20, salvo en

casos excepcionales (Martin et al., 1992).

Cuba, en la década de los 80, contaba con una agricultura de altos insumos con el
empleo de la mecanizacién y altos contenidos de fertilizantes quimicos, con el
objetivo de producir los alimentos necesarios, sin embargo en las condiciones

actuales existe limitaciones en cuanto a estos aspectos anteriores (Simo, 2003).
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Por esto anterior y como alternativa de fertilizacion viable es que algunos autores
plantean que en los paises tropicales, la investigacion basica orientada hacia el
aislamiento, identificacion y caracterizacion funcional de biofertilizantes y su
desarrollo como inoculantes ha llevado a desarrollos industriales importantes para el
sector agricola (Oliveira et al., 2008)

2.2.5 Descripcion de la variedad UDG-110

La Facultad de Agronomia de la Universidad de Guadalajara, México, liber6 en el
afo 1989 la variedad UDG-110 (Fig. 2.1) de polinizacion libre, la cual fue introducida
y seleccionada en la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas a finales de
1990.

El periodo comprendido entre la siembra y germinacion varia de 3 a 5 dias. A partir
de la misma y hasta la diferenciacion floral transcurren de 35 a 45 dias, en esta etapa
la planta tiene una altura de 45 a 55 cm. Posteriormente a los 25 a 30 dias se

observa el embuchamiento.

El estado de buche, el cual ocurre cuando la planta tiene de 95 a 120 cm,
presentando el numero total de nudos (Saucedo et al., 2005). Segun este autor, el
tiempo transcurrido entre el estado de buche y el inicio de la emergencia de la

panicula es de 7 a 8 dias.

La floracion o antesis es de 6 a 8 dias. En ésta fenofase la planta alcanza su
maxima area foliar y su altura fluctia entre 122 y 142 cm (Saucedo et al., 2005). En
la estacion de seca, posteriormente de 18 a 20 dias el grano presenta el estado

lechoso y la planta presenta su porte total.

El grano pasa de estado lechoso a estado mazoso a los 10 a 12 dias y
posteriormente de 13 a 15 dias aparece el hilo o capa negra indicadora de que la
planta alcanzé la madurez fisiolégica. Sin embargo, la madurez total (comercial) se

alcanza cuando el grano contiene de 16 a 18% de humedad, lo cual ocurre entre 114
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a 138 dias a partir de la germinacion en dependencia de la época de siembra.
Presenta ligera fotosensibilidad, alargando su ciclo y longitud de la planta en

siembras realizadas en el periodo marzo-agosto (Saucedo et al., 2005).

Figura 2.1 A: Planta de sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench) de la variedad UDG-110; B:
detalle de su panicula y C: detalle de sus granos.
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Las planta de la variedad UDG-110 se caracteriza porque su tallo alcanza una
longitud medida de la base de la planta a la base de la panicula de 95 a 140 cm. en
condiciones desfavorables y hasta 175 cm en ambientes idoneos en siembras
realizadas en el periodo septiembre-diciembre. En siembra desde marzo-agosto
alcanza una longitud del tallo de 150 a 200 cm. El tallo es poco fibroso de sabor semi
dulce durante el llenado del grano. El tallo presenta de 9 al2 nudos en el periodo de
siembra de septiembre a diciembre y de 14 a 17 nudos entre marzo y agosto, se
observa que el nimero de nudos se corresponde con el numero de hojas para las
siembras realizadas. Su indice de area foliar (IAF) oscila de 4,11 en marcos de
siembra de 0,90 x 0,10 m hasta 8,20 a distancias de 0,70 x 0,5 m (Saucedo et al.,
2005).

Las hojas son de color verde palido en los primeros estadios después de la fenofase
de formacion de la hoja bandera su color es mas intenso alcanzando a verdes
tonalidades oscuras con presencia de alguna cera, se implantan con una angulacion
aproximadamente de 45°, presentando de un 30 a 35% de ondulacion marginal en el
tercio superior de la planta y su nervadura central es blanca (Saucedo et al., 2005).

Ademas se observa presencia de cera en las vainas de las hojas. Posee resistencia
a la senescencia aun después de ser cosechada la panicula. La ultima hoja
denominada bandera es mas corta, semi erecta y ondulada. La panicula es semi
compacta con un grosor de 6 a 10 cm y de largo mide de 26 a 31 cm la excursion de
la panicula mide de 12 cm. Cuando se cosecha muy pasado de madurez el aspecto

de la panicula es abierto (Saucedo et al., 2005).

Las semillas son redondas, lisas y de color beige en el pericarpio, en tanto que el
endospermo es semi cristalino y blanco, el nimero de granos por panicula varia de
1290 a 2000, la masa de 1000 granos al 14% de humedad es de 34 a 37 gramos. El
peso de los granos de una panicula varia en un rango de 44 a 110 gramos (Saucedo
et al., 2005).
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2.3 Bacterias rizosféricas

La rizosfera de la planta es un ambiente ecolégico muy importante para los
microorganismos que colonizan este lugar proximo de las raices de las plantas en
crecimiento. Distintas comunidades de microorganismos beneficiosos del suelo estan
asociadas con los sistemas radicales de todas las plantas superiores (Khalid et al.,
2006).

Estas rizobacterias son consideradas como competidores microbianos eficaces en la
zona de la raiz, y el efecto neto de las asociaciones planta-microbio en el

crecimiento de la planta puede ser positivo, neutro, o negativo.

Tales bacterias que habitan las raices de la planta e influyen positivamente en el
crecimiento de la planta son llamadas a menudo rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (RPCV) (Arshad y Frankenberger, 1998; Zahir et al., 2004). Estas
bacterias, después de la inoculacién, rdpidamente, colonizan las semillas y raices en

respuesta a la exudacion y, asi afecta el crecimiento de la planta.

Muchos microorganismos son muy dependientes para su supervivencia de sustratos
preformados, exudados por las raices de las plantas (Frankenberger y Arshad, 1995;
Glick et al., 1998; Khalid et al., 2006).

A su vez la microflora que habita la rizosfera puede causar cambios importantes en el
crecimiento y desarrollo de la planta produciendo reguladores del crecimiento de la
planta (RCP) o substancias biolégicamente activas, o alterando niveles endégenos
de RCPs, y/o facilitando el suministro y captacion de nutrientes y proporcionando

otros beneficios.

Estos microorganismos son herramientas potenciales para la agricultura sostenible
porque ellos no sdélo aseguran la disponibilidad de nutrientes esenciales a las plantas
sino que también refuerzan la eficacia del uso del nutriente. Varios autores han

informado aumentos significativos en el crecimiento y rendimiento de cultivos
10
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agricolas en respuesta a inoculantes microbianos (RPCV) en condiciones

controladas o de campo (Kennedy et al., 2004; Khalid et al., 2004a, 2006; Gravel et
al., 2007; Kumar et al., 2007; Zhuang et al., 2007; Arshad et al., 2008; Banchio et al.,
2008; Contesto et al., 2008; Figueiredo et al., 2008).

Fig. 2.3 La asociacion mutualista entre las bacterias que fijan el nitrégeno y leguminosas.
Izquierda. Bacteria fijadora de nitrégeno Rhizobium colonizados en los pelos de la raiz de

plantas de trébol. Derecha. Tomado de imagenes de google.

Ademas de estimular el crecimiento de la planta, las RPCV también refuerzan la
eficacia de los fertilizantes, mitigan el stress abiotico, controlan los patdégenos de las
plantas y causan la degradacion de compuestos xenobidticos (Glick 2003, 2004;
Huang et al., 2004; Khan 2005; Arshad et al., 2007; Saleem et al., 2007; Zhuang et
al., 2007; Ahmad et al., 2008; Amor et al., 2008; DellAmico et al., 2008; Lebeau et
al., 2008; Kohler et al., 2009.

Se han aislado muchos microorganismos prometedores y se han comercializado
como biofertilizantes; sin embargo, sus efectos en los rendimientos de los cultivos
fluctian de cultivo a cultivo, de lugar a lugar, y de época a época, dependiendo de la
supervivencia de los microorganismos introducidos en la semilla, las raices, y el
suelo (Khalid et al., 2004a; Hafeez et al., 2006).

11
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Para hacer eficaz la utilizacion de inoculantes microbianos, se requieren métodos
exactos y fiables para supervisar el destino de las RPCV aplicadas a la rizosfera o

rizoplano y aumentar asi su eficacia en condiciones de campo.

2.4 Bacterias endo6fitas

La palabra endofito en inglés “endophyte” se deriva del griego “endon” (dentro) y
“‘phyte” (planta). Las bacterias endodfitas son bacterias que viven en los tejidos de las
plantas sin hacer dafio substantivo u otro beneficio que no sea su residencia (Kado et
al., 1992; Kobayashi y Palumbo, 2000).

Los enddfitos bacterianos pueden ser aislados de los tejidos de la planta
desinfectados superficialmente o pueden extraerse del tejido interno de la planta
(Hallmann et al., 1997).

El criterio para reconocer una “verdadera” bacteria endofita ha sido publicado por
Reinhold-Hurek y Hurek, 1998) y esto no sélo requiere del aislamiento de los tejidos
superficialmente desinfectados sino también la evidencia microscopica para
visualizar las bacterias dentro de los tejidos de la planta (Fig. 2.2). El ultimo criterio
no siempre se cumple. El uso del término enddfitos putativos se ha recomendado
para aquéllos no validados microscopicamente. Los verdaderos endofitos también

pueden ser reconocidos por su capacidad de reinfectar plantulas desinfectadas.
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Fig. 2.2. Observacién de bacterias endéfitas dentro de una célula del floema (Tomado de

imagenes de google)

Las bacterias en las raices y en la rizosfera se benefician de los exudados de la raiz,
pero algunas bacterias y hongos son capaces de entrar en la planta como enddfitos
gue no causan dafios y podrian establecer una asociacién mutualista (Azevedo et al.,
2000).

Los enddfitos entran en el tejido de la planta principalmente a través de la zona de la
raiz; sin embargo, porciones aéreas de la planta, como las flores, los tallos, y los
cotiledones, pueden ser también utilizados para su entrada. Especificamente, las
bacterias entran en los tejidos via radiculas brotadas, las raices secundarias,

estomas, o como resultado de un dafio foliar (Kobayashi y Palumbo, 2000).

Los endofitos dentro de una planta pueden localizarse en el punto de entrada o
pueden propagarse a lo largo de la planta. Estos microorganismos pueden residir
dentro de las células, en los espacios intercelulares, o en el sistema vascular
(Kobayashi y Palumbo, 2000).

Algunas bacterias rizosféricas pueden colonizar el interior de raices y tallos,
mostrando que estas bacterias son una fuente de enddfitos (Germaine et al., 2004)

Después de un dia de exposicion de ciertas raices de la planta a las bacterias, ellas
pueden encontrarse en las partes aéreas de la planta. (Guo et al., 2002) inocularon
las raices de plantas de tomate (Lycopercicum esculentum.) cultivadas
hidropénicamente con 4.55 log UFC! mlt de Salmonellae y al dia siguiente
encontraron que los hipocotilos, los cotiledones, y los tallos tuvieron alrededor de 3
log g de UFC. La sistematica propagacién de una cepa de Burkholderia endéfita a
las partes aéreas de Vitis vinifera parece ser a través del flujo de transpiracion
(Compant et al., 2005).
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2.5 Mecanismos de acciéon de las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal

Las RPCV afectan el crecimiento y desarrollo de plantas por mecanismos directos e
indirectos. Los mecanismos directos incluyen fijacion de N2, la movilizacién de
nutrientes, a través de la produccion de fosfatasas, sideroforos, o los acidos
organicos, y la produccion de fitohormonas y enzimas (Lucy et al., 2004; Khalid et
al., 2004a, b; Gray y Smith 2005; Cakmakc,.i et al., 2006; Tsavkelova et al., 2007).

Indirectamente, las bacterias pueden ejercer una influencia positiva en el crecimiento
de la planta disminuyendo ciertos efectos deletéreos de un organismo patogénico
induciendo resistencia al patdgeno en el hospedante o controlando el patégeno en la
superficie de la raiz o produciendo quitinasas u otras substancias supresivas de
patdégenos (Raj et al., 2003; Guo et al., 2004; Van Loon y Glick 2004; Van Loon,
2007).

Aungue los cientificos han reportado ambos mecanismos directo e indirecto para la
estimulacion del crecimiento por RPCV no existe una clara separacion entre estos
dos mecanismos. Ciertas bacterias poseen multiples caracteristicas para influir
sobre el crecimiento de la planta donde una caracteristica puede dominar sobre la
otra (Shaharoona et al., 2006a, Shaharoona et al., 2008; Hafeez et al., 2006).

Una bacteria que influye en el crecimiento de la planta liberando RCPs puede
también jugar un rol en el control de patdgenos de las plantas y enfermedades, y
viceversa. Asi que, la respuesta de la planta a las RPCV es un fenémeno complejo, y
recientes adelantos en la investigacion al nivel molecular han proporcionado una

base suficiente para entender estos mecanismos con mas precision.

2.5.1 Fijacion, movilizacién y captacidén de nutrientes

Los microorganismos del suelo pueden proporcionar nutrientes a las plantas a través
de la fijaciébn de N2 atmosférico o reforzando la movilizacion nutriente, la captacion a
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través de sus actividades biologicas, tales como la mineralizacion y a través de la

produccion de sideréforos, acidos organicos y fosfatasas, etc.

La fijacién bioldgica de N2 por rizobios y bacterias diazotréficas asociativas es un
proceso espontaneo y es uno de los mecanismos ampliamente estudiados por los
cuales las plantas se benefician de su interaccion con su coparticipe. Las bacterias
benefician a las plantas fijando N2 en intercambio con el carbono fijado
proporcionado directamente a las bacterias o indirectamente por el carbono liberado

como exudados de la raiz.

Sin embargo, la obtencidén de beneficios maximos del diazo6trofo biofertilizante en la
finca requiere una estrategia sistematica disefiada para utilizar totalmente todos
estos factores beneficiosos, permitiendo que los rendimientos de los cultivos sean
mantenidos o incluso incrementados mientras las aplicaciones de fertilizantes se

reducen (Kennedy et al., 2004).

Numerosos estudios han mostrado que especies diferentes de bacterias fijan N2
atmosférico y por consiguiente afecta el crecimiento y rendimiento de varios cultivos
(Bai et al., 2003; Afzal y Bano, 2008; Khalequzaman y Hossain, 2008; Figueiredo et
al., 2008).

Ademas de la fijacion biologica de N2, también se conoce que las RPCV afectan la
disponibilidad de nutrientes para la planta a través de la acidificacion y cambios de
redox o por la produccion de quelantes férricos y sideréforos, y/o movilizando los
fosfatos de metales (Burd et al., 2000; Romkens et al., 2002; Abou-Shanab et al.,
2003).

Varios reportes han sugerido que las RPCV pueden estimular el crecimiento de la
planta a través de su actividad solubilizadora de P (Khan et al., 2007; Wani et al.,
2007; Afzal y Bano, 2008).

Ademds, (Wu et al., 2005) informaron incrementos en la asimilacion de nutrientes,
como N, P, y K, en las plantas, en respuesta a la inoculacion con solubilizadores de
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P (Bacillus megaterium) y solubilizadores de K (Bacillus mucilaginous). Igualmente,
se reportd que la inoculacion con un solubilizador de fosfato Bacillus aislado M3
mejoro significativamente los contenidos de P, Fe, y Mn de las hojas de frambuesa
(Rubus idaeus), haciendo pensar que Bacillus M3 solo o en combinacién con algunas
otras bacterias tuvo el potencial para aumentar la nutricion de las plantas de

frambuesa, ademas del crecimiento y rendimiento.

El fosforo es uno de los requerimientos de nutrientes mas esenciales en las plantas.
Irnicamente, los suelos pueden tener gran reserva de fésforo total (P) pero las cantidades
disponibles para las plantas son por lo general una pequefia proporcion de este total. Esta
baja disponibilidad de fosforo a las plantas es la causa de la gran mayoria de P en el suelo el
gue se encuentra en formas insolubles, mientras que las plantas solo lo pueden absorber en
dos formas solubles, la monobasicos (H2PO.) y los iones dibasicos (HPO.?) (Richardson et
al., 2009)

Varios microorganismos pueden solubilizar fosfato a través de la conversién de la forma
insoluble de fésforo a forma soluble mediante la acidificacion, la secrecion de &cidos
organicos o protones (Richardson et al., 2009) y la quelacién y reacciones de intercambio
(Hameeda et al., 2008).

Varias bacterias y hongos saprofitos son reportados por los mecanismos de quelacion para

solubilizar fosfato en el suelo (Whitelaw, 2000).

La liberacion de exudados de las raices de plantas tales como ligandos organicos también
puede alterar la concentracion de P en la solucion del suelo. La solubilizacion de fosfato se
lleva a cabo a través de diversos procesos microbianos incluyendo la produccién de acido
organico y extrusion de protones. En ciertos casos, la solubilizacion de fosfato es inducida

por la necesidad de fosfato (Hinsinger, 2001)

Un bosquejo general de solubilizacion de fésforo en el suelo muestra que los géneros
bacterianos como Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia

son reportados como solubilizadores de fosfato (Mehnaz y Lazarovits, 2006).
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Las rizobacterias pueden solubilizar P de fuentes inorganicas y mejorar el crecimiento y el
rendimiento de las plantas de cultivo. Ademas, ejemplos de algunos solubilizadores de P se
han reportado con diferentes especies microbianas intimamente asociadas con un gran
numero de cultivos agricolas como la papa, el tomate, el trigo, y otros como., entre estas
especies microbinas estan Azotobacter chroococcum, Bacillus circulans y Cladosporium
herbarum, Bradyrhizobium japonicum, Enterobacter agglomerans, Pseudomonas
chlororaphis y P. putida y Rhizobium leguminosarum. La capacidad de RPCV para solubilizar
fosfato mineral, ha sido de gran interés para los microbidlogos agricolas ya que puede
mejorar la disponibilidad de fésforo para el crecimiento vegetal eficaz. 1o que representa un
posible mecanismo de la promocion de crecimiento de las plantas en condiciones de campo
(Verma et al., 2001).

2.5.2 Produccion de sustancias reguladoras del crecimiento de la planta.

Las sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas (SRCP) son componentes
organicos que estan presentes de forma natural y que influyen sobre varios procesos

fisiologicos en la planta tales como el alargamiento celular y la divisién de la célula.

Esta bien establecido que la mayoria de los microorganismos del suelo pueden
producir sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas, que incluyen
fitohormonas (auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno, y acido abcisico) y enzimas
(Frankenberger y Arshad, 1995; Glick, 1995; Khalid et al.,, 2006) el cual es
considerado como uno de los principales mecanismos de promocion del crecimiento
por las RPCV.

La producciéon de SRCP por los microorganismos es afectado por la presencia de
substratos asi como el tipo y la concentracion de exudados. El indculo en presencia
de un precursor especifico fisiolégico de un RCP y/o in6culo que producen
concentraciones fisiologicamente activas de fitohormonas puede ser muy eficaz

promoviendo el crecimiento de la planta y reforzando la consistencia y
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reproducibilidad (Frankenberger y Arshad, 1995; Arshad y Frankenberger, 1998,
2002).

Varios estudios han informado la habilidad de varias RPCV en la produccion de
auxinas in vitro e in vivo (Almonacid et al., 2000; Khalid et al., 2004a, b; Gravel et al.,
2007). Similarmente, la bacteria fototréfica purpurea asociada a la planta (Serdyuk et
al., 1995) Methylobacterium sp. (Senthilkumar et al., 2009) ha sido reportada con la
capacidad de producir citoquininas in vitro.

Diferentes especies bacterianas como Proteus mirabilis, P. vulgaris, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus megaterium, B. cereus, Escherichia coli y muchos mas se han
informado como sintetizadores de sustancias promotoras del crecimiento de la planta
incluyendo auxinas, giberelinas, citoquininas y acido abcisico (Tuomi y Rosenquist,
1995; Karadeniz et al., 2006; Tsavkelova et al., 2007).

La microbiota del suelo también se conoce por producir la fitohormona gaseosa
etileno in vitro e in vivo (Weingart et al., 1999; Akhtar et al., 2005).

Algunas RPCV pueden influir en el crecimiento de la planta alterando la sintesis de
fitohormonas endogenas a través de la produccion de enzimas especificas. Entre
estas enzimas bacterianas la l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa
juega un significativo papel en la regulacién de una hormona de la planta, el etileno, y
asi en la modificacion del crecimiento y desarrollo de las plantas (Arshad y
Frankenberger, 2002; Glick, 2005).

Los aislados bacterianos con ACC deaminasa pueden por lo menos eliminar
parcialmente el estrés inducido por el impacto negativo en las plantas por el etileno
mediado por la conversion de la germinacion semilla/raiz ACC en ketobutirato y
amoniaco (Glick et al., 1998).

Desde entonces, numerosas especies de bacterias Gram.negativas y Gram.positivas

han sido reportadas como productoras de ACC deaminasa (Belimov et al., 2005;
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Sessitsch et al., 2005; Blaha et al., 2006; Stiens et al., 2006; Shaharoona et al.,
2006a, 2006b, 2007a, 2007b, 2008; Shahzad et al., 2008).

2.5.3 Efecto de las RPCV en el crecimiento de la planta

El potencial de las RPCV para mejorar el crecimiento y rendimientos de varios
cultivos se ha documentado extensamente. Sin embargo, la mayoria de los estudios
se han conducido bajo ambientes controlados en lugar de condiciones naturales de
campo. Los resultados de estos estudios han demostrado claramente que las RPCV
poseen abundantes potenciales para reforzar el crecimiento y rendimiento de
cultivos. Sin embargo, la seleccion de un aislado de RPCV funcionalmente eficaz es
muy critico, y las respuestas de la planta son a menudo variables dependiendo del
aislado bacteriano, el genotipo de la planta, y los sitios experimentales. También se
ha afirmado que la RPCV aislada de un cultivo especifico o una zona ecologica es
mas eficaz en la produccion de resultados consistentes si se vuelve a aplicar al

mismo cultivo y en la misma zona ecoldgica (Chanway y Holl, 1992).

Esto podria ser debido a una mayor adaptabilidad de la RPCV introducida,
proporcionada en la rizosfera, mientras la inconsistencia en las respuestas del mismo
cultivo a la misma RPCV podria atribuirse a: (1) la pobre calidad del inoculo, (2) la
vida corta de la RPCV, (3) carencia de sistemas estandarizados de entrega, y/o (4) el
fracaso en el mantenimiento de la densidad requerida de la RPCV sobre las semillas
0 raices. Por otra parte, la naturaleza y composicion del material utilizado como
portador de la RPCV también juega un papel significativo en la produccién de su

Impacto en las plantas inoculadas.

Otro aspecto importante de estos ensayos es que los efectos de las RPCV han sido

investigados bajo diferentes dosis de fertilizantes los cuales han afectado la eficacia
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de las RPCV, llevando a una accion incoherente bajo diferentes agroecosistemas
(Shaharoona et al., 2008).

Considerando la alta demanda en el suministro de alimentos, es sabio hacer
esfuerzos para mejorar la produccién de los cultivos empleando las RPCV. También
es pertinente que la mayoria de las investigaciones se han enfocado en los
diazotrofos, los cuales fueron probados bajo diferentes dosis de aplicacion de N.
Podria ser muy util si la RPCV seleccionada se probara bajo diferentes proporciones
de los tres nutrientes mayores (N, P, y K) en lugar de s6lo N. Ademas, el estado de
fertilidad del suelo también debe ser considerado mientras se utilizan las RPCV junto
con dosis especificas de fertilizantes de N, P, y K. Por consiguiente, el entendimiento
apropiado de los mecanismos de accion de la RPCV seleccionada puede ayudar
substancialmente en la obtencion de respuestas consistentes en términos de
mejoramiento del crecimiento y rendimiento de los cultivos. Si todos estos factores
son considerados adecuadamente, en la agricultura se pueden obtener beneficios
significativos de las RPCV basados en enfoques biotecnolégicos (Shaharoona et al.,
2008).

Otro aspecto que requiere la atencién urgente es la mejora de calidad del producto
agricola seguido de la inoculacion de la RPCV. Desde que las RPCV ejercen su
influencia a través de diferentes mecanismos, es muy probable que ellos pueden
afectar la calidad del producto; desafortunadamente, la mayoria de los estudios han
informado los efectos de las RPCV en el crecimiento y rendimiento de las plantas
inoculadas en términos cuantitativos, pero muy poco es sabido sobre los pardmetros
de calidad del producto modificado por las inoculaciones con RPCV (Shaharoona et
al., 2008).

Los esfuerzos futuros deben, ser dirigidos hacia evaluar como la calidad de producto
alimenticio es afectada por la RPCV, ademas de su rol en el crecimiento y desarrollo
de plantas (Shaharoona et al., 2008).

20



Revision bibliogrifica

2.5.4 Las RPCV en una agricultura de estrés

Los cultivos agricolas estan expuestos a muchos estreses que son inducidos por
factores bidticos y abioticos. Estos estreses invariablemente afectan el crecimiento
de la planta y el rendimiento de los cultivos dependiendo del tipo e intensidad de los
mismos. Bajo condiciones de estrés, como la salinidad, la sequia, aniego, metales
pesados y patogenicidad, la produccién de etileno en las plantas en proporciones
substancialmente aceleradas es un rasgo muy comun que adversamente afecta el
crecimiento de la raiz y, por consiguiente, el desarrollo de las plantas. Ciertas RPCV
reducen la sintesis del etileno por la metabolizacién del ACC (un precursor inmediato
de biosintesis del etileno en las plantas superiores) en un ketobutirato y amoniaco, y
asi mitiga el impacto negativo de los estreses bibticos y abibticos en las plantas
(Saleem et al., 2007).

Recientemente, varios autores han documentado profundos efectos de la inoculacion
con RPCV conteniendo ACC deaminasa en el crecimiento de las plantas bajo

condiciones de estrés (Saleem et al., 2007).

En el escenario actual donde se confrontan varios estreses biéticos y abiéticos en la
agricultura, el papel de las RPCV que contienen ACC deaminasa podria ser crucial
para la produccion sostenible de los cultivos. Sin embargo, algunos aspectos
beneficiosos de estas RPCV bajo salinidad, sequia, aniego, biocontrol, temperatura,
y estrés nutritivo y en la industria de flor cortada y en la nodulacién de legumbres no

han sido explotados a fondo (Khan, 2005).

2.5.5 Las RPCV como biofertilizantes
Los bioabonos son las sustancias o preparados a partir de microorganismos Vivos

gue, cuando se aplican a las semillas o superficies de las plantas adyacentes al
suelo pueden colonizar la rizosfera o las partes interiores de las plantas y por lo tanto

promueven el crecimiento de la raiz (Bevivino et al., 1998).
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El término, biofertilizante no debe utilizarse entre intercambiadamente con abonos
verdes, estiércol, intercalado o fertilizante quimico-organico complementado.
Curiosamente algunas especies RPCV son capaces de promover el crecimiento de
plantas, actuando ambos como biofertilizante y bioplaguicidas. Algunas cepas de
Burkholderia cepacia se han observado con caracteristicas de biocontrol sobre
Fusarium spp., mientras que también pueden estimular el crecimiento del maiz en
condiciones pobres en hierro a través de la producciéon de sideréforos (Bevivino et
al., 1998). Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium
y Sinorhizobium se reportan como las cepas RPCV promisorias para su capacidad
de actuar como biofertilizantes (Vessey, 2003). La relacion entre la RPCV y su
anfitrion se pueden clasificar en dos niveles basicos de la complejidad: (1) rizosférico
y (2) endofitico. En relacién a las rizosféricas, los RPCV pueden colonizar la
rizosfera, la superficie de la raiz o incluso los espacios intercelulares superficiales de
raices de las plantas (McCully, 2001). Los cambios en diferentes propiedades fisico-
guimicas del suelo rizosférico tales como el pH del suelo, potencial de agua y la
presion parcial de Oz y exudados de la planta en comparacion con el suelo no
rizosférico pueden afectar a la capacidad de las cepas de RPCV para colonizar la
rizosfera (Griffiths et al.,1999).

Las RPCV endofiticas residen dentro de los espacios apoplasticos de las plantas
hospedantes. Hay una evidencia directa de la existencia de endofitos en los espacios
intercelulares apoplasticos del tejido del parénquima (Dong et al., 1997) y el xilema
(James et al., 2001). Los mejores ejemplos que se pueden citar son la simbiosis
rizobio-leguminosa (Vessey, 2003). Por lo tanto, los medios por los cuales los RPCV
mejoran el estado nutricional de las plantas hospederas y de este modo actiian como
biofertilizantes se pueden clasificar en cinco areas distintas, como la fijacion biolégica
de Nz, el aumento de la disponibilidad de nutrientes en la rizosfera, aumento de la
superficie de la raiz, la mejora de las simbiosis beneficiosas y finalmente, las

combinaciones de todos los modos anteriores de accion.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Aislamiento, caracterizacion morfoldgica, cultural y determinacién de los
mecanismos de acciéon de los aislados bacterianos en condiciones de
laboratorio

3.1.1 Obtencidon de los aislados bacterianos

Los aislados bacterianos se obtuvieron a partir de la variedad de sorgo UDG-110
sembrada en suelo Pardo mullido medianamente lavado ubicado en la Estacion
Experimental Agricola “Alvaro Barba Machado” perteneciente al Centro de
Investigaciones agropecuarias de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
y de un suelo Ferralitico rojo tipico ubicado en la zona de Toranzo, Remedios. Se

tomaron muestras de suelo rizosférico y raiz a los 7, 30 y 60 dias de ciclo del cultivo.

Se realizaron diluciones seriadas de estos dos suelos rizosféricos (102, 104, 10°) a
partir de 1g de suelo de las que fueron depositadas 100 pL en tubos conteniendo
medio nitrogeno fixation (NFb) semisolido y placas de Petri con agar nutriente
(BIOCEN). EI medio nitrogeno fixation (NFb) tenia la siguiente composicion: acido
malico: 5.0 g; K2HPOa4: 0.5 g; MgSOa4 * 7H20: 0.2 g; NaCl: 0.1 g; CaClz « 2H20: 0.02
g; Solucién de micronutrientes: 2 ml; solucion de bromotimol azul (0.5% in 0.2N
KOH): 2 ml; Fe(lll) EDTA (1.64%): 4.0 ml; solucién de vitaminas: 1.0 ml; agua
destilada: 1.0 L; pH ajustado a 6.8. Para el medio semisdlido se adicion6 0.5 g de
agar y se Autoclaveé a 121°C por 15 min. La solucion de micronutrientes poseia la
siguiente composicion: CuSOs « 5H20: 0.4 g; ZnSO4 * 7H20: 0.12 g; H3BOs: 1.4 g;
Na2MoOg4 * 2H20: 1.0 g; MnSO4 « H20: 1.5 g; agua destilada: 1.0 L; y la solucion de
vitaminas: biotina: 10 mg; pyridoxina HCL: 20 mg; agua destilada: 0.1 L.

De los tubos con el medio nitrégeno fixation (NFb) semisélido que presentaron un
halo blanco por debajo de la superficie del medio se hicieron siembras en placas de
Petri conteniendo agar nutriente y se agoto6 el contenido del asa de inoculacién sobre
el medio de cultivo hasta obtener cultivos puros, que se reinocularon nuevamente en

medio nitrégeno fixation (NFb) para comprobar la formacién del halo por los mismos.
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En el caso de los aislados enddfitos a partir de la raiz, se realizé la desinfeccion
superficial de la misma con alcohol al 75% durante 1min y posteriormente fueron
sumergidas en bicloruro de mercurio (HgCl2) durante 2 min. Luego de la desinfeccion
de las raices se procedid al lavado intenso de las mismas (hasta 10 veces) con agua
destilada estéril y se realiz6 la maceracién de las mismas para su posterior siembra
en placas. Del ultimo lavado se tomaron 100 pL que se depositaron en placas de
Petri conteniendo agar nutriente para comprobar que las bacterias provenian del
interior de la raiz y no de la rizoplana o alguna contaminacion. Se realizaron
diluciones de 102, 103y se tomaron 100 pL que fueron diseminados sobre el medio

con la espatula de Drigalski. Las placas fueron incubadas a 30°C durante 72 horas.

3.1.2 Caracterizacion morfolégicay cultural de los aislados bacterianos

Los aislados obtenidos se caracterizaron cultural y morfolégicamente teniendo en
cuenta diferentes parametros como crecimiento de la colonia, color, viscosidad,
bordes, elevacion sobre el medio, morfologia y respuesta al Gram (Pérez et al.,
2010).

3.1.3 Determinacion de la produccion de acido-3-indolacético

Todas las bacterianas enddfitas y rizosféricas previamente aisladas y seleccionadas
y que contaban con al menos un parametro diferente en el analisis morfologico se
inocularon en medio liquido Agar Triptona Soya y fueron incubadas a 30 °C durante
48 h para la determinacion de la produccion de auxinas (AlA) por las mismas, la cual
se realiz6 mediante colorimetria y usandose el reactivo de Salkowski (Spaepen,
2008).

El reactivo de Salkowski consistié en la disolucion de 12 g de FeCls en 7.9 M de
H2SO4 (Glickmann y Dessaux, 1995) para 1 L de agua destilada estéril. Luego de la
reaccion exotérmica, el frasco donde se realizo el reactivo se le aplico una envoltura

de papel luminico para impedir que este se expusiera a la luz por ser fotosensible.
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Para la medicién de las proporciones de AlA producidas por los aislados se tomaron
tubos eppendorf de 1.5 ml, en los cuales se afiadio 750 ul de cada uno de los cultivos
bacterianos y se centrifugaron por 5 minutos a 6000 rpm. Posteriormente se trasladé
el sobrenadante para un nuevo tubo eppendorfy se le agregé 750 pl de reactivo
Salkowski. La reaccion se mantuvo a la oscuridad por 30 minutos y posteriormente
se midi6 la absorbancia (DOssonm) por espectrofotometria a 530 nm. Las
concentraciones de AIA se estimaron usandose una curva estandar. Para el ploteo
de la curva se realizaron diluciones seriadas de auxinas sintéticas a diferentes
concentraciones, a las cuales se les afiadi6 el reactivo Salkowski y se incubé por 30
minutos, midiéndose posteriormente la DOssonm. En la curva se plotearon las
densidades o6pticas contra las concentraciones de auxinas sintéticas, este proceso

ocurrio a las 48 hora a un pico maximo de produccion auxinas.

3.1.4 Determinacion de la solubilizacion de fosfatos

La solubilizacion de fosfatos se determiné utilizandose placas de Petri que contenian
el medio Pikovskaya-PVK (Pikovskaya, 1948) con la siguiente composicion por L:
glucosa, 10 g; Cas(POa)2, 5 g; (NH4)2S04, 0.5 g; NaCl, 0.2 g; MgS0O4-7H20, 0.1 g;
KClI, 0.2 g; extracto de levadura, 0.5 g; MnSO4-H20, 0.002 g; and FeSO4-7H20, 0.002
g. Para la determinacion de la solubilizacion de fosfatos se sembraron los aislados en
el medio PVK y se midi6 en cm el halo alrededor de la colonia con una regla
milimetrada, conjuntamente se determind la modificacion del pH utilizando un
pHmetro marca HANNA en el medio NBRIP (Nautiyal, 1999) cuya composicion para
un L fue la siguiente: glucosa, 10 g; Caz(POa)2, 5 g; MgCl2:6H20, 5 g; MgSO4-7H20,
0.25 g; KClI, 0.2 g y (NH4)2S04, 0.1 g. La reduccion del pH a partir de inicial 7 puede
indicar la produccion de &cidos organicos relacionados con la solubilizacion de

fosfatos.

3.1.5 Determinacién del control del patdgeno Sclerotium rolfsii

Durante el desarrollo de los experimentos en condiciones controladas se observo la

presencia del patdogeno Sclerotium rolfsii Sacc en los suelos Pardo mullido
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medianamente lavado y el Ferraliticco rojo tipico y se aislé6 de ambos suelos y se
conservo en medio PDA hasta ser utilizado en la pruebas de control por los aislados
bacterianos (Fig. 3.1). El medio agar papa destroza (PDA) contenia la siguiente

composicién: papa pelada y cortada 200g; glucosa 10g; agar 15g; agua destiladall.

Fig. 3.1. Esclerocios en el suelo Pardo mullido medianamente lavado (A) y en el
suelo Ferralitico rojo tipico (B). Crecimiento del hongo en el medio agar papa

destroza (PDA) aislado de ambos suelos respectivamente A" y B”.

El ensayo del control del hongo Sclerotium rolfsii se realizd por el método de
enfrentamiento dual y se depositd en el centro de la placa con medio agar papa
destroza (PDA) un disco de 1cm que contenia el patdgeno proveniente de cada tipo
de suelo y a su vez se realizaron cuatro orificios en el medio de cultivo en los que se
depositaron 50uL en cada uno del cultivo en caldo nutriente de los aislados
bacterianos seleccionados, las concentraciones de los aislados fueron superiores a
1.10 8 ufc contadas en camara de Neubauer. Las placas fueron incubadas a 28°C
durante 5 dias en la oscuridad y se comprobé el control del patbgeno midiendo el

halo de inhibicibn en mm con una regla milimetrada.
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3.2 Realizacion del experimento en condiciones de campo
3.2.1. Descripcion del experimento

Para la realizacion del experimento en condiciones de campo se tuvieron en cuenta
los resultados alcanzados en condiciones semicontroladas para seleccion de los
aislados bacterianos con mayores capacidades en la estimulacion del crecimiento

vegetal.

Todos los aislados seleccionados se sembraron en medio caldo nutriente (UNI-
CHEM) con la siguiente composicion: peptona 10g, extracto de carne 3g, cloruro de
sodio 5g y pH 7.4 £0.2, en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias.

Los cultivos bacterianos se mantuvieron en agitacion continua durante 24 horas en
una zaranda orbital marca GERHARDT a 130 rpm a una temperatura de 30°C. Luego
de la incubacion se realizé un conteo de células viables para disponer con titulos en
cada uno de los cultivos de 108 a 10° ufc ml. El conteo se realiz6 en camara de
Neubauer, colocando 1 pl (0.1 mm3) de cultivo en dicha camara, realizando el

conteo de células mediante la observacion en microscopio éptico por cada muestra.

Para la peletizacion de las semillas de sorgo se utilizé casting proveniente de la fase
intermedia del IBP que poseia las siguientes caracteristicas pH (7.2), MO (48%). El
casting fue tamizado por un tamiz de 0.5mm @ y se saturé con el caldo nutriente
conteniendo cada cultivo bacteriano segun los tratamientos a aplicar y se dejo secar
a la sombra durante 24 horas. Se utilizaron semillas de sorgo de la variedad UDG-
110, las mismas se desinfectaron durante 1 minuto en etanol 75% y fueron lavadas
intensamente (mas de seis veces) con agua destilada estéril y peletizadas con
almidon al 8% y casting inoculado con aislados bacterianos provenientes de la

rizosfera e interior de la raiz del sorgo (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2. Peletizacion de las semillas de la variedad de sorgo UDG-110 con casting

conteniendo cada uno de los aislados bacterianos.
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Figura 3.4 Geolocalizacion del area experimental (R) donde se establecieron los tratamientos
con los aislados rizosfericos y enddfitos en la variedad de sorgo UDG-110, municipio de

Remedios, provincia de Villa Clara.

El experimento se desarrollé en la finca “Camaco” perteneciente al municipio de
Remedios, provincia Villa Clara (Fig. 3.4), en el periodo comprendido de diciembre

del 2011 a abril del 2012, en un suelo Ferralitico rojo tipico (Hernandez et al.,1999).

Se utilizaron semillas de sorgo de la variedad UDG-110 peletizadas con almidon al
8% y casting inoculado con aislados bacterianos provenientes de la rizosfera e

interior de la raiz del sorgo.
Se establecieron los siguientes tratamientos:

1. Control (sin peletizacion)
2. Aislado 4

3. Aislado 6

4. Aislado 19

5. Aislado 22

6. Aislado 24

7. Aislado 27

Las semillas peletizadas con los aislados bacterianos se sembraron a 0.70m x 0.05m
a una profundidad de 2 o 3cm en cuatro parcelas ubicadas al azar, con 6.0m de largo
y 4.20m de ancho. Para las determinaciones de rendimiento en biomasa y grano se

muestrearon 4 plantas por réplica para un total de 16 por tratamiento.

Las atenciones fitotécnicas realizadas al cultivo fueron minimas, semejantes a las
empleadas en condiciones de una agricultura de bajos insumos Yy ellas fueron las
siguientes:

e Control de malezas: se efectuaron dos limpias con azadon, las primeras en los

primeros 30 dias y la segunda a los 60 dias.
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¢ Riegos: se realizaron cuatro riegos con normas parciales brutas de
200-250 m?3 hal, el primero a los 10 dias de germinado y los restantes a los 50, 70,

80 dias posteriores a la misma.

3.2.2 Evaluaciones realizadas

e Diametro del tallo (DT): medido en mm en la parte media del tallo mediante un
Pie de Rey
e Altura de la planta (AP): medida en cm desde la superficie del suelo hasta el

apice de la panicula.

e En el caso del rendimiento agricola se determino a través de la evaluacion de

los componentes del rendimiento (a los 100 dias) y de la biomasa (80 dias).

e Area foliar total de la planta (AFT): se midi6 en cm el largo y el ancho de todas
las hojas en la planta marcada por réplica y empleando el factor de correcciéon
0,62 se calcul6 el area foliar de dicha planta como la sumatoria del largo por

ancho de sus hojas, multiplicada por el factor de correccion.

e Peso Fresco de Follaje y Raiz por separado (PFF y PFR) (Q): recién

cosechada se pesan en una balanza analitica

e Peso Seco de Follaje y Raiz por separado (PSF y PSR) (g): las muestras
fueron puestas en la estufa a 65 °C durante 48 horas y luego fueron pesadas

en una balanza analitica.

Los componentes del rendimiento evaluados fueron los siguientes:

* Largo de la panicula (LP): medida en cm desde la base hasta su apice
* Peso de la panicula (PP): peso total en g, sin desgranarla
* Peso de los granos de la panicula (PGP): peso en g del total de granos de la

Panicula.
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* Peso de 100 granos de la panicula (P100): promedio en g de tres pesadas de 100
granos.

* Rendimiento potencial experimental (RPE): se estimé multiplicando el numero de
tallos existentes en dos metros lineales (1,80 m?) por la media del peso de los granos

por panicula en cada réplica y luego se llevé este valor at ha™.

3.3 Procesamiento estadistico.

Para el andlisis estadistico se utilizé el paquete STATGRAPHIC Centurion XV sobre
el sistema operativo Windows. Cada andlisis se realiz6 teniendo en cuenta la

normalidad de los datos a procesar.

Los resultados de las evaluaciones realizadas se compararon entre ellos para
determinar las diferencias estadisticas individuales de los tratamientos mediante un
analisis de varianza simple (One-Way ANOVA) y la prueba paramétrica de rangos
multiples de Tuckey HSD con nivel de significacion p<0.05. En todos los casos
evaluados se realizd la verificacion de varianza para conocer la homogeneidad de
estos y por consiguiente seleccionar la prueba paramétrica o no paramétrica idonea

a utilizar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Procedencia de los aislados bacterianos

Los aislados bacterianos con caracteristicas mas prominentes en la estimulacion del
crecimiento vegetal (comprobados en condiciones semicontroladas) en su mayoria
fueron obtenidos en los primeros dias de ciclo del cultivo, o sea, a los 7 y 30 dias
(tabla 4.1), lo cual presupone una pronta colonizacion y establecimiento de las
bacterias en nichos asociados con la raiz y rizosfera lo que les permite a partir de
aqui ejercer efectos sobre el crecimiento vegetal de la planta a través de diferentes

modos 0 mecanismos de accion (Ghevariya y Desai, 2014).

Tabla 4.1. Procedencia de los aislados con mayores posibilidades en la estimulacién

del crecimiento vegetal.

Aislado Suelo Dias del Procedencia Medio de cultivo
(cédigo) muestreo

4 (PNF-57) Pardo 7 Rizosfera NFb

6 (FE-55) Ferralitico 7 Endofito raiz  Agar nutriente

19 (PRz-144) Pardo 60 Rizosfera Agar nutriente

22 (FNF-54) Ferralitico 30 Rizosfera NFb

24 (FRz-106) Ferralitico 7 Rizosfera Agar nutriente

27 (FRz-127) Ferralitico 30 Rizosfera Agar nutriente
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La caracterizacion cultural y morfologica de los aislados bacterianos muestra un

crecimiento que va desde ligero o moderado hasta abundante en medio agar

nutriente. EIl color de las colonias fue variable mostrando en su mayoria viscosidad,

bordes regulares y elevacion sobre el medio. La morfologia predominante fue bacilo
corto con respuesta negativa al Gram (tabla 4.2).
como (Ngoma et. al.,, 2014), al aislar y caracterizar 23 bacterias endofitas
provenientes de las raices de Sorghum bicolor, Spinacia oleracea, y Zea mays

En otras investigaciones autores

encontraron que fueron mas frecuentes las Gram negativas con un 60.8%, mientras

gue las Gram positivas fueron el 39.1%.

Tabla 4.2. Caracterizacion cultural y morfolégica de los aislados bacterianos.

Aislado Crecimiento Color Viscosidad Bordes Elevacion Morfologia Gram

No. (codigo)

4 (PNF-57) +++ 2% ++ ++ ++ CB -

6 (FE-55) + 3* +++ + ++ BL -

19 (PRz-144) ++ 3** +++ + + BC -

22 (FNF-54) + 3* +++ + ++ BC -

24 (FRz-106) + 2% +++ ++ ++ BC -

27 (FRz-127) ++ 3* +++ + ++ BC -

Leyenda

Pardmetro Descripcion

Crecimiento (+) ligero (++) moderado (+++) abundante

Color (2) Translucido (3) Opaco (2*) rosado translucido (2***) blanco translucido (3*) blanco
opaco (3**) amarillo opaco

Viscosidad (-) ninguna (+) ligero (++) moderado (+++) abundante

Bordes (+) regular (++) irregular

Elevacion (+) plano (++) elevado

Gram (+) positivo (-) negativo

Morfologia (BL) bacilo largo (BC) bacilo corto (CB) cocobacilo
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4.3 Produccion de acido-3-indolacético y solubilizacion de fosfatos por los
aislados bacterianos

Todos los aislados bacterianos fueron capaces de producir &cido-3-indolacético
destacandose el 4 de manera muy significativa (tabla 4.3). Esta auxina es de gran
importancia en el desarrollo de las plantas controlando importantes procesos
fisiologicos que incluyen el aumento y division celular, la diferenciacion de tejidos y

la respuesta a la luz (Sang et al., 2013)

La producciéon de reguladores del crecimiento por las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal puede alterar la arquitectura de la raiz y la promocién de desarrollo de la planta con
la produccion de diferentes fitohormonas como el acido-3-indolacético, el acido giberélico y
las citoquininas (Kloepper et al., 2007). Varias bacterias promotoras del crecimiento vegetal
asi como algunas especies patdgenas, simbidticas y rizobacterias de vida libre son
reportados como productores de acido-3-indolacético y acido giberélico en el suelo
rizosférico y por lo tanto juegan un papel importante en el aumento de la superficie de la raiz

y el nUmero de pelos radicales de muchas plantas (Han et al., 2005).

Investigaciones recientes sobre la sintesis de auxina por rizobacterias (Spaepen et al., 2007)
como productores de fitohormonas demostraron que las rizobacterias pueden sintetizar el
acido-3-indolacético a partir del triptéfano por diferentes vias, aunque el mecanismo general

de la sintesis de auxina se concentra basicamente en las vias tript6fano independiente.

Las bacterias fitopatdégenas utilizan la via acetamida indol para sintetizar acido-3-indolacético

gue ha sido implicado anteriormente en la induccién de tumores en las plantas.

(Swain et al., 2007) informaron un efecto positivo de la produccion de &cido-3-indolacético
por cepas de Bacillus subtilis en Dioscorea rotundata L. Ellos aplicaron una suspension de B.
subtilis en la superficie de la planta, lo que resulté en un aumento en la relacién raiz: tallo,
asi como el numero de brotes en comparacion con las plantas no inoculadas. La
potencialidad de Azotobacter spp., para producir alta cantidad de acido-3-indolacético (7,3 a

32,8 mg ml?) en la agricultura fue reportado por (Ahmad et al., 2005). Del mismo modo, los
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crecimientos significativos de brotes en maiz y arroz enanos mutantes fueron promovidos por

giberelinas sustancias que fueron excretadas por Azospirillum spp. (Boiero et al., 2007).

Solo cuatro de los seis aislados utilizados en la investigacion solubilizaron fosfato en
medio pikovskaya, ademas todos redujeron el pH del medio NBRIP a partir del inicial
(pH 7), destacandose el aislado 22 con un pH de 3.9. Al observar estos resultados se
puede inferir que no solamente se produce la solubilizacion de fosfatos a través de la
produccion de acidos organicos sino también a través de la posible accion de la
enzima fosfatasa (tabla 4.3 y fig. 4.1), lo cual estd en correspondencia con lo

expresado por autores como (Wan y Wong, 2004).

Tabla 4.3. Produccioén de &cido-3-indolacético y pH en medio NBRIP de los aislados

Aislado AIA (ug.mL?) pHen medio NBRIP
No. (cédigo) (48 horas) (72 horas)

4 (PNF-57) 145.56 a 57d

6 (FE-55) 31.18 b 5.0C

19 (PRz-144) 1.09¢ 5.8d

22 (FNF-54) 3.92¢c 39a

24 (FRz-106)  9.33c¢ 44Db

27 (FRz-127) 22.48b 52c

EE 12.22 0.17

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD

La solubilizacién de fosfatos segun (Ferndndez y Rodriguez, 2005) es propia de
bacterias gram negativas, entre ellas Pseudomonas cepacia, Erwinia herbicola y
Burkholderia cepacia. Distintos acidos organicos tales como: el &acido oxalico, el
malonico, el succinico y el glucénico han sido identificados y relacionados con este
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proceso. La liberacion de estos acidos a la rizosfera provoca su acidificacion y esto

puede directamente incrementar la solubilizacion del fosforo.

Los microorganismos solubilizadores de fésforo constituyen hasta un 40 % de la
poblacién de bacterias del suelo y una porcion significativa de ellos son aislados de

la rizosfera (Martinez y Dibut, 2012).
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Figura 4.1. Solubilizacién de fosfato en medio pikovskaya (halo en cm). Detalle de halo de

solubilizacion (Derecha arriba)

Segun autores como (Goldstein y Krishnaraj, 2007), las bacterias solubilizadoras de
fosfato, son microorganismos que pueden afectar el suministro de P para las plantas
de diferentes maneras: (1) mediante la inmovilizacion de P en la biomasa microbiana,
(2) por la descomposicién enzimatica de compuestos organicos de P, y/o (3)
mediante la promocién de la solubilizacién de fosfatos insolubles. Los dos ultimos

mecanismos de liberacion de ortofosfato inorganico soluble (H2POs) en la solucion
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del suelo, de la que puede ser absorbido por las raices de las plantas. La capacidad
de algunas bacterias transmitidas por el suelo para disolver fosfatos minerales fue

observada por los investigadores, hace mas de un siglo

La mayor parte de los primeros estudios se centraron en el aislamiento de
microorganismos solubilizadores de P desde el suelo rizosférico y la caracterizacion
de su actividad solubilizante de fosfato bajo condiciones in vitro. Aunque miles de
bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) se han aislado en el pasado, éstas
pertenecen a solo a unos pocos géneros de bacterias, a saber: Bacillus,
Paenibacillus, Pseudomonas, Rahnella, Escherichia, Enterobacter, Burkholderia,
Serratia, Pantoea, y algunos otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.
Especies pertenecientes al género Rhizobium y organismos relacionados también
han sido identificados como BSF (Kampfer, 2007).

La produccién de fertilizantes fosfatados solubles generalmente se logra mediante el
tratamiento con &cido sulfurico de roca fosférica. Por lo tanto no es de extrafiar que
las bacterias acidéfilas como por ejemplo Acidithiobacillus sp., sean capaces de
oxidar compuestos reducidos del azufre como la pirita a acido sulfrico (H2SO4), y
participar en la solubilizacion de P en los suelos. Por ejemplo, la adicion de
Acidithiobacillus thiooxidans (anteriormente Thiobacillus thiooxidans) y roca fosfatica
de bajo grado a un Oxisol provoc6 una rapida caida en el pH del suelo a niveles por

debajo de 4,0 y un aumento en el nivel soluble-P (Muchovej et al., 1989).

La cantidad de P asi solubilizado fue suficiente para el sostenimiento de sorgo
(Sorghum bicolor) crecimiento en niveles similares a los obtenidos con superfosfato.
Se obtuvieron resultados similares por (Stamford et al., 2007) con el uso de A.

ferrooxidans y jicama (Pachyrhizus erosus), en suelos acidos con bajo P disponible

Estos modos o0 mecanismos de accién son de gran importancia en la promocién del

crecimiento vegetal del sorgo (Idris et al., 2009), (Suzuki et al., 2004) y presupone la
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posible utilizacion de estas bacterias en productos biofertilizantes en condiciones de

campo.

4.4 Control del patégeno Sclerotium rolfsii por los aislados bacterianos

Se puede observar que los aislados 4, 6, 24 y 27 fueron capaces de inhibir el
crecimiento en el medio Agar papa destroza (PDA) del hongo Sclerotium rolfsii

proveniente de ambos tipos de suelos (Fig. 4.2y 4.3).
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Fig.4.2. Inhibicién del crecimiento del hongo S. rolfsii (cm) por los aislados bacterianos.

Dentro de los efectos indirectos de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
sobre el crecimiento de las plantas estan los ejercidos en la prevencion de efectos
perjudiciales provocados por los microorganismos patdgenos de éstas a través de la
produccion de metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de los patégenos
(Farooq y Bano, 2013).
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Ferralitico 4

Ferralitico 6

Pardo 24

Ferralitico 24

A-control (hongo aislado del suelo Pardo y Ferralitico).
B- Hongos vs aislado 4 (PNF-57)

C- Hongos vs aislado 6 (FE-55)

D- Hongos vs aislado 19 (PRz-144)

E- Hongos vs cepa 22 (FNF-54)

F- Hongos vs cepa 24 (FRz-106)

G- Hongos vs cepa 27 (FRz-127)

Pardo 27

Ferralitico 27

Fig. 4.3. Inhibicién del crecimiento del hongo S. rolfsii por los aislados bacterianos.

Las rizobacterias pueden suprimir el crecimiento de diversos fitopatdgenos de diversas
formas, como compitiendo por los nutrientes y el espacio, lo que limita el suministro Fe
disponible a través de la produccion de sider6foros, la produccion de enzimas liticas y la
antibiosis (Jing et al., 2007).

Entre las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, las Pseudomonas fluorescentes son
abundantemente reportadas por su amplio espectro de actividad antagonista contra un gran
numero de fitopatégenos. (Han et al., 2005) han informado de la cepa Delftia tsuruhatensis
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HR4, que suprime el crecimiento de diversos patdgenos vegetales como Pyricularia oryzae,

Rhizoctonia solani y Xanthomonas oryzae.

45 Influencia de los aislados bacterianos sobre los pardmetros
morfofisioldgicos del cultivo del sorgo

4.5.1 Evaluaciones a los 30 dias

Cuando se analizan los valores de peso fresco y peso seco de las hojas, tallo y raiz a
los 30 dias de germinado el cultivo de sorgo (tabla 4.4) se aprecia que el aislado 24
sobresalié de manera positiva con respecto al resto de los tratamientos aunque en
alguno de los parametros evaluados no existio diferencias significativas como es el
caso de los aislado 22 y 27. Este mismo aislado bacteriana 24 si presenté diferencias

significativas en todos los pesos evaluados con respecto al tratamiento control.

Tabla 4.4. Influencia de las aislados bacterianos a los 30 dias del ciclo del cultivo del

sorgo sobre el peso fresco y seco de la planta.

Peso Peso Peso
Peso fresco Peso seco Peso
_ fresco del fresco de seco del

Tratamiento de las hojas de las seco de la

- tallo la raiz hojas (q) tallo iz (@)

g ojas (g raiz (g

(9) (9) 9)

Control 0.98 b 0.84c 0.39b 0.21c 0.07c 0.12b
Aislado 4 255b 1.98 bc 0.53 b 0.41 bc 0.15 bc 0.15ab
Aislado 6 1.19b 1.11 bc 0.28 b 0.23c 0.08 c 0.11b
Aislado 19 2.65b 2.72 abc 0.83 ab 0.55 bc 0.19 bc 0.21 ab
Aislado 22 3.63 ab 3.87 abc 1.05 ab 0.76 abc 0.27 abc 0.32 ab
Aislado 24 5.61a 5.93a 235a 122 a 0.45a 0.8la
Aislado 27 3.62 ab 4.40 ab 1.15ab 0.83 ab 0.38 ab 0.41 ab
EE 0.59 0.75 0.34 0.12 0.06 0.14

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD
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En cuanto al peso fresco y seco de toda la planta (Fig. 4.4) se observo que el
tratamiento con el aislado 24 produjo los mayores efectos sobre estos pardmetros sin
diferencias significativas con los aislados 22 y 27 vy si con el resto de las aislados y

con el tratamiento control.

OPeso fresco planta EPeso seco planta

-
(>}

-
i
o

-
N

—
o

1]

o

oo

Peso de la planta(g)
>

b a

L e Tk e Ui N W

Control Aislado 4 Aislado 6 Aislado 19 Aislado 22 Aislado 24 Aislado 27

Tratamientos

Fig 4.4. Influencia de las aislados bacterianos sobre el peso total de la planta a los 30
dias de ciclo del cultivo (g). EE peso fresco: 1.64; EE peso seco0:0.31

A los 30 dias de ciclo del cultivo el mayor didmetro, altura de la planta y area foliar lo
presentd el tratamiento con el aislado 24 sin diferencias con los de los aislado 27 y
22 y si con diferencias marcadamente significativas con el tratamiento control con
dos o mas veces el valor de cada parametro evaluado por encima de este ultimo

(tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Influencia de los aislados bacterianos a los 30 dias del ciclo del cultivo del

sorgo sobre el diametro del tallo, altura y area foliar.

Tratamiento Diametro del tallo Alturade laplanta Area foliar

(mm) (cm) cm?
Control 535c 36.15d 64.12 c
Aislado 4 6.80 bc 44.23 cd 127.38 bc
Aislado 6 5.94 bc 37.73d 78.57 c
Aislado 19 7.69 abc 48.35 bc 138.77 bc
Aislado 22 8.32 ab 57.33 ab 197.48 ab
Aislado 24 10.14 a 62.00 a 250.32 a
Aislado 27 7.73 abc 60.43 a 198.34 ab
EE 0.54 2.27 23.13

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD

El aislado 24 coinciden mecanismos 0 modos de accion como la solubilizacion de
fosfatos y la produccion de &cido-3-indolacético. También (Singh et al., 2007) en
estudios con sorgo y maiz plantean que el sistema radical determina la capacidad de
la planta para acceder al agua del suelo y que su arquitectura puede influir en la
adaptacion a condiciones donde exista limitacién de este recurso.

Estos resultados ponen de manifiesto que mediante el mecanismo de accién de la
produccion de AIA es posible obtener satisfactorios resultados respecto a la
produccion de semillas y biomasa del cultivo del sorgo. (ldris et al., 2009) reportan el
efecto beneficioso de diferentes aislados endofiticos sobre parametros de
crecimiento de cultivo del sorgo. En este sentido (Patten y Glick, 2002) reportan que
varias especies de bacterias endofiticas de los géneros Stenotrophomonas, Bacillus,
Pseudomonas, Cerratia, entre otros, pueden afectar positivamente las raices y el
follaje. (Singh et al., 2007) reportan que el estudio en condiciones naturales de la
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rizo-deposicion de carbono sobre las bacterias endofitas, asi como la interaccion de
componentes quimicos, fisicos y biolégicos, en especial el efecto sobre la microflora
rizosférica son estudios que deben encaminarse en aras de lograr una adecuada

diversidad microbiana en los suelos.

(Asghar et al.,, 2002) reportan la existencia de una positiva correlacion entre la
colonizacion de las raices de plantas de sorgo por bacterias, la adecuada
arquitectura de estos érganos, la produccion de masa seca y la produccion de AlA
por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, lo que se corrobora en el

presente estudio con aislados bacterianos cubanos.

4.5.2 Evaluaciones a los 50 dias

En las evaluaciones realizadas a los 50 dias del ciclo del cultivo se aprecio que el
peso fresco y seco de las hojas, tallos y raices fueron superiores en las plantas con
los aislados 4 y 27 con diferencias marcadamente significativas con el aislado 19 y el
tratamiento control (tabla 4.6). Los tratamientos con los aislados 4 y 27 a pesar de
haber mostrado los mayores valores absolutos no mostraron diferencias estadisticas

con los tratamientos que contenian los aislados 6, 22 y 24.

Los datos relacionados con el diametro del tallo, la altura de la planta y el area foliar
a los 50 dias de ciclo del cultivo (tabla 4.7) fueron superiores en los tratamientos 4 y
27 sin diferencias significativas con los tratamientos donde se emplearon los aislados
22, 24 y 6, este ultimo mantuvo diferencias significativas por debajo del aislado 4 y
27 solamente en el pardmetro altura de la planta.
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Tabla 4.6. Influencia de las aislados bacterianos a los 50 dias del ciclo del cultivo del
sorgo sobre el peso fresco y seco de la planta.

Tratamiento Peso Peso Peso seco Peso Peso
Peso fresco
fresco del fresco de de las seco del seco de
de las hojas ,
- tallo la raiz hojas (g) tallo la raiz (g)
g
@) 9) @)
Control 463Db 350b 1.75ab 1.11b 0.37b 0.50 ab
Aislado 4 20.63 a 19.63 a 5.88 ab 4.04 a 1.91a 1.74 a
Aislado 6 10.00 ab 8.88 ab 3.25ab 2.02 ab 0.89ab 0.96 ab
Aislado 19 450b 3.63b 1.00b 1.36b 0.47Db 0.39b

Aislado 22 15.38 ab 13.63ab 6.75a 2.99 ab 1.35ab 1.35ab
Aislado 24 10.50 ab 9.63 ab 2.75 ab 2.26 ab 1.06 ab 0.68 ab
Aislado 27  20.50 a 20.25 a 7.00 a 4.12 a 2.04 a 1.58 ab
EE 2.73 2.85 1.25 0.56 0.28 0.29

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD

Estos resultados no coinciden con los reportados por (Oramas et al., 2005) quien
estudio la variedad UDG-110, la cual ha mostrado los mayores resultados
productivos en nuestro pais e iguala a la ISIAP Dorado - 52 - recomendada
internacionalmente como testigo en comparaciones de variedades de sorgo. En
ensayos reportados por (Cancio et al., 2003); Lorenzo, 2004) al estudiar este cultivo
del sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) con la aplicacibn de micorrizas reportan
resultados similares en cuanto a estimulaciones de este parametro lo que denota la

importancia de la utilizacion de biofertilizantes en el mismo.

Por su parte las bacterias promotoras del crecimiento vegetal producen efectos sobre el
crecimiento de la raiz es asi que el tratamiento de semillas o esquejes en algunas plantas

con bacterias no patégenas, tales como Agrobacterium alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas,
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Streptomyces, entre otras, induce la formaciéon de raices (Esitken et al., 2003). Este
fendmeno puede atribuirse a la produccién de auxina, inhibicién de la sintesis de etileno o
mineralizacion de los nutrientes por bacterias promotoras del crecimiento vegetal eficientes
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

Se han reportado bacterias promotoras del crecimiento vegetal por su inmensa potencialidad
para alterar varias vias hormonales que podrian explicar los diferentes cambios morfolégicos
en las plantas como un aumento de la tasa de elongacién de raices laterales, lo que resulta

en mas arquitectura en un sistema de raiz ramificado de las plantas (Erturk et al., 2010).

Tabla 4.7. Influencia de los aislados bacterianas a los 50 dias del ciclo del cultivo del

sorgo sobre el didmetro del tallo, altura y area foliar.

Tratamiento Diametro del tallo Altura de la planta Area foliar

(mm) (cm) (cm?)
Control 8.50 bc 51.68d 142.66 b
Aislado 4 13.53 a 81.50 ab 513.02 a
Aislado 6 10.63 abc 68.58 bc 321.32 ab
Aislado 19 7.27cC 58.40 cd 143.82 b
Aislado 22 11.98 abc 73.93 ab 446.28 a
Aislado 24 10.10 abc 73.75 ab 323.96 ab
Aislado 27 13.38 ab 87.13 a 591.05 a
EE 1.08 3.07 63.83

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD
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Fig 4.5. Influencia de las aislados bacterianos sobre el peso total de la planta a los 50
dias de ciclo del cultivo (g). ES peso fresco0:6.57; ES peso seco0:1.06.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden cambiar la fisiologia de las plantas
y de ciertas propiedades nutricionales y fisicas del suelo rizosférico e indirectamente influyen
en los patrones de colonizacion de los microorganismos del suelo en esa region en
particular. La inoculacion de rizobacterias aumentd de la absorcion de elementos nutrientes
como Ca, K, Fe, Cu, Mn y Zn por las plantas a través de la estimulacion de la ATPasa de la

bomba de protones (Mantelin y Touraine, 2004).

Los reportes de las combinaciones de inoculantes a base de Bacillus y Microbacterium
mejoraran la absorcion de los elementos minerales por las plantas de cultivo (Karlidag et al.,
2007).

Este aumento en la absorcion de nutrientes por las plantas podria ser explicado a través de
la produccion de acido orgénico por las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal,

disminuyendo el pH del suelo en la rizosfera. La solubilizacion de las formas no disponibles
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de nutrientes es uno de los criterios esenciales para facilitar el transporte de la mayoria de
estos nutrientes (Glick, 1995).

4.6 Influencia de los aislados bacterianos sobre el rendimiento del sorgo
4.6.1 Produccion de biomasa

La mayor estimulacion del diametro del tallo, peso y largo de la panicula se observé
en el tratamiento con el aislado 24 (tabla 4.8) lo que refuerza el criterio de la
incidencia de mdultiples mecanismo en la promocién del crecimiento vegetal en esta

bacteria.

Cuando se evaluo la altura de la planta a los 80 dias del ciclo del cultivo los valores
de este pardmetro oscilaban entre 73.17 cmy 119.00cm para el tratamiento control y
el aislado 22 respectivamente, lo cual corresponde en parte con los resultados
planteados por Saucedo et al. 2005 quien expreso que la planta de la variedad UDG-
110 se caracteriza porque su tallo alcanza una longitud medida de la base de la
planta a la base de la panicula de 95 a 140 cm. en condiciones desfavorables y hasta

175 cm en ambientes idéneos.

(Rana, 1984) estima que el tipo 6ptimo de planta debe tener unos 175 cm de altura,
por lo cual nuestras variedades, con alturas bastante mayores o menores que este
valor, no cumplen este requisito. Sin embargo, aunque las variedades altas son
inconvenientes para la mecanizacion de la cosecha, también pueden ser

prometedoras para la produccion de grano y forraje.
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Tabla 4.8. Influencia de los aislados bacterianos a los 80 dias del ciclo del cultivo del

sorgo sobre el diametro del tallo, la altura, peso de la panicula y largo de la panicula.

Tratamiento Diametro del Altura de la Peso Largo
tallo planta panicula panicula
(mm) (cm) (9) (cm)
Control 091b 73.17b 11.33¢c 1550 c
Aislado 4 1.57 ab 112.20 a 35.83 bc 26.47 ab
Aislado 6 1.67 a 109.67 a 59.33 ab 26.77 ab
Aislado 19 1.36 ab 112.00 a 32.17 bc 24.67 ab
Aislado 22 1.57 ab 119.00 a 39.83 abc 20.67 bc
Aislado 24 2.06 a 111.33 a 76.33 a 28.00 a
Aislado 27 1.69 a 95.00 ab 46.17 abc 23.17 ab
EE+ 0.15 7.26 8.00 1.37

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD

La relacion de los parametros evaluados previamente demuestra la correspondencia
existente entre el crecimiento, la biomasa de las plantas y diferentes mecanismos de
accion como la produccién de auxinas como responsable de la estimulacion de estos
parametros (Fig. 4.6). Este resultado demuestra que a medida que la produccion de
auxinas es adecuada, como se aprecia con los resultados obtenidos en el aislado 24,
puede beneficiarse la masa fresca del follaje y por consiguiente los parametros de
crecimiento en la parte aérea de las plantas, asi como en las raices, con diferencias

significativas con respecto al tratamiento control.

Esto anterior esta dado por la capacidad que tienen las raices de incrementar los
procesos de absorcion y traslocacion de nutrientes tales como: P, N, K, Ca, Mg, Zn,
Cu, Mo y B. (Koide, 1991 y Marschener y Dell, 1994). Resultados similares
obtuvieron (Diaz et al., 2001).
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Fig 4.6. Produccion de biomasa a los 80 dias de ciclo del cultivo (g). EE: 24.84

4.6.2 Influencia de los aislados bacterianos sobre algunos componentes del
rendimiento a los 100 dias de ciclo del cultivo

Existi6 un resultado coincidente en el tratamiento con la aislado 24 al provocar
elevados rendimientos en biomasa y también en grano lo cual se puede apreciar en

la figura 4.6 y la tabla 4.9.

El aislado 4 a pesar de que no fue significativo su rendimiento en biomasa, si produjo
los mayores valores en grano con 14.57 t ha! seguido del tratamiento con el aislado
24 con 13.21 t ha! lo cual demuestra la factibilidad de aplicaciéon de la biofertilizacién
de este cultivo doblando practicamente el rendimiento con respecto al tratamiento

control que fue de 6.42 t ha™.

Se observaron también los mayores valores en cuanto a peso de todos los granos y
100 granos en los aislados 4 y 24. Estos resultados son superiores a los reportados
por (Cancio et al., 2003) en el cultivo del sorgo, utilizando la misma variedad.
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Tabla 4.9. Resultados obtenidos en el rendimiento del sorgo a los 100 dias de ciclo
del cultivo.

Peso
Peso todos Peso de
panicula Largo o
_ ) granos de 100 Rendimiento
Tratamiento con panicula ]
la panicula  granos t hat
granos (cm)
(9) (9)
(9)
Control 28.36 a 19.13 a 22.46 a 2.85a 6.42 a
Aislado 4 58.53 a 25.15a 51.00 a 3.37a 1457 a
Aislado 6 46.15a 25.05a 40.79 a 33la 11.65a
Aislado 19 36.02 a 22.03 a 32.79 a 3.14a 9.37a
Aislado 22 29.49 a 18.77 a 26.69 a 3.08 a 7.63 a
Aislado 24 52.00 a 21.97 a 46.23 a 3.45a 13.21a
Aislado 27 30.11a 19.85a 27.83 a 3.00 a 7.95a
EE 8.18 1.50 7.26 0.20 2.07

Letras desiguales en una misma columna difieren para p<0.05 por Tukey HSD

El peso de la panicula es de gran importancia a la hora de tener en cuenta el
rendimiento, observandose que no existieron diferencias desde el punto de vista
estadistico pero si numéricas que indican la tendencia a ser mayores los valores en
los tratamiento donde se aplicaron los aislados 4, 6 y 24. Resultados similares
respecto a dicho componente obtuvieron (Cancio et al., 2003) en el cultivo del sorgo,
var. UDG-110

Con respecto al largo de la panicula no se observaron diferencias significativas solo
la tendencia a ser mayor el valor en los aislados 4 y 6, con valores de 25.15cm y
20.05 cm respectivamente. Este parametro generalmente esta correlacionado con los
principales componentes del rendimiento como el nidmero de grano y Ssu peso
(Puente y Rodriguez, 1995; Martinez, 1996). Resultados similares obtuvo
(Arredondo, 2000).
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Estos resultados no coinciden con los planteados por (Martin et al., 1993) en
relacion al rendimiento, bajo las condiciones edafoclimaticas y de agrotecnia minima
dadas, en todas las variedades se calcularon rendimientos experimentales
superiores a los alcanzados en la practica agricola con la variedad UDG-110, que
alcanza valores entre 1,5 y 5t ha’. (Puente y Rodriguez, 1995) y (Rodriguez et al.,
2007), encontraron correlaciones significativas entre estos caracteres del
rendimiento. Por otra parte se puede observar que los incrementos en valores
porcentuales del rendimiento en la aislado 4 y 24 con respecto al tratamiento control
fueron de un 127.07% y 105.83% (Fig 4.7). En otros estudios al trabajar con
micorrizas en el cultivo del sorgo (Lorenzo, 2004) obtuvo incremento en valores

superiores a un 400% de las plantas micorrizadas con respecto al testigo.
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Fig. 4.7. Incremento del rendimiento con respecto al tratamiento control en porciento.

Los resultados obtenidos en el rendimiento del cultivo del sorgo evidencian la
importancia de la utilizacion de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal y su
potencial para estimular el crecimiento de las plantas a traves de sus diversos

mecanismos de accion.
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La aplicacion de cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal en la agricultura es
una solucion potencial ante el aumento de la demanda en nuestro pais de alimentos y la
mejora de la calidad ambiental. Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se han
utilizado continuamente para mejorar el crecimiento de las plantas, la germinacion de

semillas y rendimiento global de los cultivos en diferentes agroecosistemas (Minorsky, 2008).

La inoculacion de especies de bacterias promotoras del crecimiento vegetal podria aumentar
el crecimiento de pardmetros como el area foliar, el contenido de clorofila y, por consiguiente,
la biomasa total de las plantulas de Musa en hidroponia exentos de nitr6geno en

comparacion con el control no inoculado (Baset Mia et al., 2010).

Dobbelaere et al., 2001) evaluaron el efecto de la inoculacion de Azospirillum sp., sobre el
crecimiento de algunas plantas agricolamente importantes y se observd un aumento
significativo en el peso seco tanto del sistema de raices y las partes aéreas de las plantas

inoculadas con RPCV, lo que resulta en un mejor desarrollo y la floracion.

La longitud total de la raiz, superficie y volumen de las mismas aumenté después de la
inoculacién con Pseudomonas fluorescens 92rk y P190r en tomate y pepino (Saravanakumar

y Samiyappan, 2007).

Las RPCV inducen cambios en las capas externas de la corteza de la raiz debido a la mejora
de las divisiones de células en los extremos de las raices de las plantulas de maiz y trigo
(Baset Mia et al., 2010).

Semillas de diversos cultivos y plantas ornamentales bacterizadas con una mezcla de RPCV
y rizobios antes de la siembra produjeron como resultado un aumento del crecimiento y

resistencia a las enfermedades (Zehnder et al., 2001).

(Khalid et al., 2004) observaron las respuestas del crecimiento de trigo después de la
inoculacién con rizobacterias y sugirié que el crecimiento del trigo depende basicamente de
una serie de factores como el genotipo de la planta, la naturaleza de inoculantes RPCV, asi

como las condiciones ambientales.

Las interacciones entre Acaulospora y Azospirillum y su efecto sinérgico sobre el crecimiento
de arroz con diferentes fuentes y los regimenes de fosforo del suelo también se ha
estudiado por (Ahanthem y Jha, 2008). Los resultados de indican la influencia de

inoculantes microbianos en la reduccién de la demanda de fertilizantes inorganicos por 50%.
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4.7 Valoracion econémica de los resultados

Para la realizacion de la valoraciébn econémica se tuvo en cuenta los siguientes

elementos:

Las normas de siembra para la produccion de sorgo granifero son de 10-12 kg ha™.
Cuando el sorgo es para produccién se vende por la Empresa de semillas a $186.00

MN por qg.

Como no existe antecedente de produccion del posible in6culo que puede constituir
cada aislado bacteriana extrapolaremos el precio de la produccion del kg de indculo
de Rhizobium que produce el Laboratorio Provincial de Suelos de Villa Clara que es
de $13.00 MN por cada kg.

Si se quiere peletizar 1 kg de la semilla de sorgo se necesitan 0.4 kg de casting, por
tanto para peletizar 12 kg de semilla se necesitan 4.8 kg aproximadamente 5 kg que
costarian $ 65.00MN.

Los resultados indican que cuando se utiliza los aislado 4 y 24 las ganancias son
superiores a los demas tratamientos con 58746.20$MN ha!y 53256.61$MN ha? lo
cual incluso se justifica ampliamente cuando se observa el incremento con respecto
al tratamiento control con un valor de 32897.14$MN ha y 27407.55. De igual forma
ocurre para el resto de los aislados que mostraron diferencias monetarias positivas

con respecto al tratamiento control (tabla 4.10).
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Tabla 4.10. Resultados econdmicos obtenidos con los tratamientos aplicados.

Costo del Diferencia
Tratamiento in6culo $MN Rend Ingreso  Ganancia monetaria vs
Para 12kg thal! $MNha! $MN hal control
semilla $MN hat
Control 0 6.42 25914.06 25849.06 -
Aislado 4 $65.00MN 14.57 58811.20 58746.20 32897.14
Aislado 6 $65.00MN 11.65 47024.74 46959.74 21110.68
Aislado 19 $65.00MN 9.37 37821.61 37756.61 11907.55
Aislado 22 $65.00MN 7.63 30798.18 30733.18 4884.12
Aislado 24 $65.00MN 13.21 53321.61 53256.61 27407.55
Aislado 27 $65.00MN 7.95 32089.84 32024.84 6175.78

El éxito y la comercializacién de las cepas de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal dependen de los vinculos entre las organizaciones cientificas y las industrias.
Segun (Nandakumar et al., 2001) las diferentes etapas en el proceso de
comercializacién incluyen el aislamiento de cepas antagonistas, la seleccién,
ensayos en macetas y la eficacia en el campo, la produccién en masa y desarrollo de
la formulacion, los métodos de fermentacion, la viabilidad de la formulacion, la
toxicologia, los vinculos industriales y control de calidad. Por lo tanto, el aislamiento
de una cepa de efectiva es un criterio principal para un mejor desarrollo agricola, que
normalmente se realiza a partir de suelos supresores de patégenos, ya sea mediante
la técnica de de dilucion placa o por cebo el suelo con estructuras micaéticas, tales
como esclerocios (Nakkeeran et al., 2005). La seleccion de la mejor cepa antagonista
se lleva a cabo mediante el screening para la accidén antimicrobiana frente a diversos
patdgenos transmitidos por el suelo, aparte del patdégeno diana. La planta, patdbgeno

y antagonistas son entonces coexpuestos a las condiciones ambientales controladas.
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Antagonistas prometedores se prueban aun mas por su eficacia en ensayos de

campo junto con fungicidas recomendados estandar (Pengnoo et al., 2000).

La produccién en masa se logra a través sustratos liquidos (Manjula y Podile, 2001),
semisdlidos y técnicas de fermentacion sélida. Por otra parte, el éxito comercial de
las cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal requiere de la demanda
econdémica y de un mercado viable, la accion de espectro consistente y amplio, la
seguridad y la estabilidad, vida util larga, los bajos costos de capital y de facil
disponibilidad de materiales de produccion. Por lo tanto, el primer requisito para la
iniciativa empresarial requiere de una solicitud de patente de la cepa identificada.
Control de calidad en este paso es crucial para mantener la confianza de los
agricultores sobre la eficacia de la cepa antagoOnica. Invenciones de investigacion
procedentes de China, Rusia y otros paises occidentales han demostrado el uso
potencial de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal hacia el control de

enfermedades de las plantas.

En China, estas bacterias promotoras del crecimiento vegetal han sido aplicadas con
éxito pleno por mas de dos décadas sobre una superficie de 20 millones de
hectareas de diferentes cultivos. Debido a la potencialidad de Bacillus spp., mas de
20 diferentes productos comerciales a base de Bacillus se venden en China para
mitigar las enfermedades transmitidas por el suelo (Backman et al.,1997).

Ademas, Bacillus spp., y otras pertenecientes a los géneros tales como
Agrobacterium, Azospirillum, Bulkholderia, Pseudomonas y Streptomyces también se
utilizan para la produccion de varios productos comerciales, (Nakkeeran et al., 2005).
Ademas, la potencialidad de producir inoculantes a partir de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal en la mejora de los rendimientos de cultivos de importancia
agricola como el sorgo es algo que no debe ser ignorado en nuestro pais reportando
ventajas desde el punto econdmico y medioambientales contribuyendo de manera

significativa a la promocion de una agricultura sostenible.
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Conclusiones

5. CONCLUSIONES.

1. Los aislados bacterianos fueron en su mayoria bacilos cortos Gram negativos
con un crecimiento desde ligero a moderado hasta abundante en medio agar
nutriente. El color de las colonias fue variable mostrando en su mayoria

viscosidad, bordes regulares y elevacion sobre el medio.

2. Todas las bacterias produjeron acido-3-indolacético (destacandose el aislado
4) cuatro de ellas solubilizaron fosfatos (4, 6, 22 y 24), y cuatro (4, 6, 24 y 27)
controlaron al patdgeno Sclerotium rolfsii Sacc proveniente de los dos tipos de

suelos.

3. Los aislados 4 y 24 fueron los que mas estimularon el crecimiento vegetal en
el cultivo del sorgo incidiendo sobre varios parametros morfofisiologicos del

mismo.

4. Los aislados 4, 6 y 24 produjeron los mayores efectos sobre el rendimiento del
cultivo con 14.57 t ha'!; 11.65 t ha' y 13.21 t ha' respectivamente.

5. El aislado 4 presentd los mejores resultados econdmicos con una ganancia de
32897.14 $MN ha'l.
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Recomendaciones

6. RECOMENDACIONES

1. Identificar por técnicas moleculares los aislados bacterianos utilizados en el
experimento.

2. Experimentar la coinoculacion de los mejores aislados para su posible
introduccién como biofertilizante comercial.

3. Realizar estos estudios con otras variedades de sorgo y otros tipos de suelos

con vistas a evaluar su empleo a un mayor escalado.
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