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RESUMEN

La enfermedad conocida como "rabia del garbanzo”, causada por Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Rhizoctonia
solani, es una de las principales limitantes en la produccion de garbanzo en México. En su manejo tradicionalmente se
ha utilizado el control quimico, lo que ha impactado negativamente en los agroecosistemas. El control bioldgico es
una opcidn ecoldgica para el manejo de las enfermedades de las plantas a través del uso de hongos y bacterias benéficas.
La presente investigacidn tuvo como objetivos aislar e identificar bacterias de la rizosfera de plantas de garbanzo con
capacidad antagonica in vitro hacia F. oxysporum, F. solani y R. solani, y de promocion del crecimiento de la planta.
Se evalud la capacidad de los aislamientos para producir sideroforos, acido giberélico y de solubilizar foésforo. Se
obtuvieron 67 aislamientos bacterianos, de los cuales dos (AG-B007 y AG-B038) se seleccionaron por presentar un
fuerte antagonismo in vitro hacia F. oxysporum, F. solani y R. solani. Estos aislamientos presentaron produccion de
sideréforos en medio CAS, solubilizacion de fosforo inorganico en rangos de 164 a 171 ug mL y acido giberélico de
29 a 55 pg mLL. La inoculacion de los aslamientos AG-B007 y AG-B038 promovid el crecimiento en plantas de
garbanzo bajo condiciones de invernadero. Los dos aislamientos se identificaron como pertenecientes al género
Bacillus, mediante secuenciacién del gen RNAr 16S.

Palabras clave: Cicer arietinum; Fusarium spp.; Rhizoctonia solani; Bacillus subtilis; sider6foros; solubilizacién de
fésforo.

SUMMARY

The disease known as "chickpea rabies", caused by Fusarium oxysporum, Fusarium solani and Rhizoctonia solani, is
one of the main limitations of chickpea production in Mexico. Traditionally, chemical control has been used, which
has negative impact on agroecosystems. Biological control is an ecological alternative for the management of plant
diseases by the use of antagonistic bacteria and fungi. The objective of the present investigation was to isolate and
identify rhizobacteria of chickpea plants with in vitro antagonistic capacity towards F. oxysporum, F. solani and R.
solani and plant growth promotion. The ability of the isolates to produce siderophores, gibberellic acid and solubilize
phosphorus was evaluated. Sixty-seven bacterial isolates were obtained, of which two (AG-B007 and AG-B038) were
selected because of strong in vitro antagonism towards F. oxysporum, F. solani and R. solani. These isolates presented
siderophore production in CAS medium, solubilization of inorganic phosphorus in ranges of 164 to 171 pg mL* and
gibberellic acid in values of 29 to 55 ug mL%. The inoculation of the AG-B007 and AG-B038 isolates promoted growth
in chickpea plants under greenhouse conditions. The two isolates were identified as belonging to the genus Bacillus
by sequencing the 16S RNAr gene.

Key words: Cicer arietinum; Fusarium spp.; Rhizoctonia solani; Bacillus subtilis; siderophores; phosphate
solubilization.
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INTRODUCCION

El cultivo del garbanzo (Cicer arietinum L.) tiene gran
importancia mundial debido al nimero de hectareas
plantadas anualmente; ocupa el segundo lugar en
importancia en el mundo entre las leguminosas de
grano seco, solo después del frijol (Phaseolus vulgaris
L.) (Morales y Durén, 2004). En México, en el afio
agricola 2016, la superficie dedicada a la produccién
de este cultivo fue de 66 096 ha sembradas, con una
produccion de 116 076 t; Sinaloa y Sonora fueron los
principales estados productores al aportar 45 y 30% de
la produccion nacional, respectivamente (SIAP, 2017).

Las enfermedades que afectan al garbanzo constituyen
una limitante para su produccion en muchas partes del
mundo, sobre todo cuando no se utilizan cultivares con
resistencia (Jendoubi et al., 2017). Fusarium
oxysporum f. sp. ciceris y Fusarium solani son
patdgenos de esta leguminosa, causantes de la pérdida
de plantas en todas las areas productoras del mundo
(Nene et al.,, 2012). En Meéxico, la enfermedad
conocida como “marchitez” o “rabia del garbanzo” es
ocasionada por un complejo de hongos: F. oxysporum,
F. solani, Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii; que
causan pérdidas importantes en la produccién de
garbanzo (Morales y Garcia, 2004; Paredes-Escalante
et al., 2009). Al estudiar la marchitez del garbanzo en
50 campos agricolas, Zemouli-Benfreha et al. (2014)
encontraron incidencias de hasta 100% Yy severidades
moderadas; F. oxysporum fue la principal especie
aislada (43%) de plantas enfermas, seguida de F.
solani (32%). Algunas de las estrategias empleadas
para el manejo de esta enfermedad son el uso de
variedades  resistentes, rotacion de  cultivos,
solarizacion, el retiro de socas y uso de semillas libre
de patdgenos o tratadas con fungicidas, aunque los
resultados han sido limitados o poco satisfactorios
(Landa et al., 2004; Paredes-Escalante et al., 2009).

El control quimico es el método mas usado para
controlar las enfermedades que ocasionan las especies
de Fusarium; sin embargo, en los Gltimos afios el
control biolégico ha cobrado mayor importancia
(Omar et al., 2006; Basco et al., 2017). Las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR, por sus siglas en inglés) son de los principales
organismos usados como agentes de control bioldgico
(Kumar et al., 2011). Las PGPR promueven el
crecimiento de las plantas de manera directa e indirecta
(Ortiz-Castro et al., 2009). La promocién directa del
crecimiento se da a través de mejorar la disponibilidad
de nutrientes (fésforo, nitrégeno, potasio y minerales
esenciales), o mediante la produccidn de sustancias
que regulan el crecimiento y desarrollo vegetal
(giberelinas, auxinas, citocininas, etileno). De estos
mecanismos de accion de las rizobacterias, la
solubilizacion de fosfatos organicos e inorgénicos en
el suelo a través de la produccion de fosfatasas y &cidos
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organicos incrementa la disponibilidad del fésforo en
la nutricion de las plantas (Mohammadi, 2012;
Corrales-Ramirez et al., 2014). Se ha reportada el
aislamiento e inoculacion de bacterias solubilizadoras
de fésforo con capacidad de mejorar el crecimiento
vegetal, en plantas de tomate (Solanum licopersicum),
café (Coffea arabiga), chicharo (Pisum sativum) y
frijol (Phaseolus vulgaris), entre otros cultivos (Oteino
et al., 2015; Cisneros-Rojas et al., 2017; Flores-Zarate
et al.,, 2018). Por otra parte, la produccion de
giberelinas es otro mecanismo importante en la
promocién de crecimiento vegetal durante la
asociacion rizobacteria-planta (Bottini et al., 2004).
Probanza et al. (2002), al inocular bacterias
productoras de giberelinas (GA1, GAs, GA4, GAy) del
género Bacillus (B. licheniformis y B. pumilus) en
plantas de Pinus pinea, encontraron incrementos
significativos en area foliar, peso seco y contenido de
nitrégeno en comparacion a las plantas no inoculadas,
sugiriendo que la promocion del crecimiento ocurrié
por la produccion de giberelinas bacterianas. Algunos
de los géneros bacterianos que han mostrado una alta
capacidad de producir é&cido giberélico son
Pseudomonas, Bacillus, Stenotrophomonas,
Bradyrhizobium y Azospirillum (Bottini et al., 2004;
Morrone et al., 2009; Patel y Saraf, 2017).

La promocion indirectamente del crecimiento por parte
de las rizobacterias se debe a la inhibicion de
fitopatégenos (Gupta et al., 2015). Entre estos
mecanismos de control destaca la induccién de
resistencia sistémica inducida (RSI), produccién de
antibiodticos (2,4-diacetilfloroglucinol, pirrolnitrina y
pioluteorina) y sideréforos (catecolatos, hidroximatos
e hidroxicarboxilatos) (Kumar et al., 2011; Aguado-
Santacruz et al., 2012; Bhattacharyya y Jha, 2012). Los
sideréforos son pequefias moléculas organicas
producidas por microorganismos que capturan el
hierro del ambiente y reducen la disponibilidad para
los fitopatgenos, los que participan
significativamente en el control biolégico de
fitopatégenos (Saha et al., 2016). Diversos estudios
han reportado la utilizacién de rizobacterias
productoras de siderdforos para el control de
patégenos como Colletotrichum lindemuthianum, C.
gloesporioides, Phytophthora cinnamomi, P. capsici,
F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici,
Pythium splendens, etc. (Buysens et al., 1996;
Valencia-Cantero et al., 2005; Santoyo et al., 2010; Ko
etal., 2011; Santos-Villalobos et al., 2012; Arya et al.,
2018). Yu et al. (2011) reportaron que la inoculacion
de cepa productora de sider6foros B. subtilis CAS15
redujo la incidencia de la marchitez del chile causada
por F. oxysporum f. sp. capsici hasta en 56.9.

Con base en lo anterior, la presente investigacion tuvo
como objetivos: a) Aislar e identificar bacterias
asociadas a la rizosfera de plantas de garbanzo, con
potencial de inhibir en condiciones in vitro a patdgenos
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causantes de la “rabia del garbanzo”, b) Estudiar la
capacidad de las bacterias para producir sider6foros,
acido giberélico y de solubilizar fésforo, y c) Evaluar
la capacidad de las bacterias para promover el
crecimiento de plantas de garbanzo bajo condiciones
de invernadero.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo y aislamiento de rizobacterias

Los aislamientos se realizaron a partir de plantas sanas
de garbanzo de 3 meses de edad, seleccionadas
aleatoriamente de un cultivo de garbanzo, ubicado en
el poblado Miguel Aleman, municipio de Hermosillo,
Sonora. El suelo del lugar de colecta presentaba textura
franco arenosa, pH de 7.5 y materia organica de 0.8%.
Las raices de las plantas colectadas cubiertas con suelo
rizosférico se llevaron al laboratorio y se procesaron
inmediatamente. Se realizaron diluciones seriales con
base en 10 g de suelo rizosférico contenidos en un
matraz Erlenmeyer, al que se le agregaron 90 mL de
solucion salina (0.85% NaCl) y se agitd
vigorosamente. La muestra se diluyd sucesivamente
hasta 10*. De las diluciénes 10 y 10, se colocaron
100 mL en cajas Petri con medio LB (Luria Bertani;
Merck®) y se estriaron con un asa previamente
esterilizada. Las cajas se incubaron a 28 °C durante 72
h en ausencia de luz. Se seleccionaron colonias
morfolégicamente diferentes, para su resiembra por
estria en cajas con medio LB, hasta obtener cultivos
puros. Durante las resiembras, los cultivos se
incubaron bajo las mismas condiciones.

Aislamiento de hongos fitopatégenos

De plantas garbanzo con sintomas de marchitez y
necrosis de raiz, se tomaron muestras de tejido vegetal,
las cuales se desinfestaron, enjuagaron y secaron, para
posteriormente sembrarse en medio de cultivo PDA
(Difco®) e incubarse a 28 °C. Se realizd la
identificacion morfolégica de los aislamientos
fangicos a partir de montajes de tejido de cultivos de
10 dias de edad; se usaron las caracteristicas descritas
por Leslie y Summerell (2006) para F. oxysporumy F.
solani, y las de Sneh et al., (1996) para R. solani. Para
corroborar la patogenicidad de los aislamientos, cinco
plantas de garbanzo se inocularon con los aislamientos
obtenidos.

Pruebas de antagonismo hacia hongos
fitopatdgenos

La capacidad antagonica in vitro de los aislamientos
bacterianos hacia F. oxysporum, F. solani y R. solani,
se evalud de la siguiente manera: en el centro de una
caja Petri, con medio PDA, se coloc6 un disco de 5 mm
de didmetro con micelio de cada uno de los hongos
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evaluados; cada aislamiento bacteriano se sembro por
estria en los cuatro puntos equidistantes alrededor del
hongo y a 3 cm de distancia. Las cajas que sirvieron
como testigo solo se sembraron con el hongo, sin la
bacteria. Cada aislamiento bacteriano se evalu6 por
triplicado (tres cajas Petri). Las cajas Petri se
incubaron por 7 dias a 28 °C en ausencia de luz. Al
final del periodo de incubacion, se determind el
porcentaje de inhibicién de crecimiento del patégeno
usando la formula descrita por Ezziyyani et al.,
(2004a): porcentaje de inhibicion = (R1-R2)/R1 x 100,
donde R1 es el radio mayor (radio patgeno testigo) y
R2 es el radio menor (radio del patégeno en
enfrentamiento con la bacteria).

Evaluacion de la produccion de sideréforos

Para la detecciéon de sider6foros se us6 el ensayo
universal agar cromo azurol S (CAS) descrito por
Schwyn y Neilands (1987). En este ensayo el complejo
CAS/HDTMA (hexadecyl trimetil amonio) se une
fuertemente con el hierro férrico para producir un color
azul, cuando una colonia bacteriana libera un
sideroforo, éste remueve el hierro del complejo vy el
color del agar cambia de azul a naranja. El ensayo se
realiz6 por triplicado, para lo cual se sembraron
diluciones de la bacteria por picadura en tres sitios
equidistantes en medio agar CAS. Las placas se
incubaron a 28 °C por 72 h. El nivel de produccion de
sideréforos por aislamiento se registrd6 como el
diametro del halo naranja producido por la colonia.

Determinacién de la capacidad productora de
acido giberélico (AGs)

La determinacion de &cido giberélico se bas6 en su
conversion en acido giberelénico (Berrios et al., 2004).
Se inocul6 una asada de cada cultivo bacteriano puro
en tubos de ensayo con 5 mL de medio enriquecido
estéril (1.5 g de peptona de carne, 3 g de extracto de
levadura, 6 g de peptona de gelatina y 1 g de glucosa
por litro de medio) (Lopper y Scroth, 1986). Los tubos
se incubaron durante 24 horas a 28 °C en agitacion
constante. El contenido bacteriano de cada tubo se
verti6 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL que
contenia 100 mL de medio enriquecido estéril. Los
matraces se incubaron a 28 °C con agitacion durante 72
h y se centrifugaron. El sobrenadante se filtré con un
embudo de separacion, se le adiciond agua y se ajusto
el pH de la solucion a 1-2 (0.1 M HCL). Se agregd
acetato de etilo y se agit6 vigorosamente durante 60 s.
La fase acuosa se transfiri6 a otro embudo de
separacion; el procedimiento se repitié al afadir
acetato de etilo. La fase acuosa se descartd y la fase
organica se transfirid al primer embudo de separacion.
El AGs se volvid a extraer del acetato de etilo con
porciones sucesivas de 20, 15 y 10 mL de buffer de
fosfatos con pH 7.4; se agit6 cada vez durante 60 s 'y
se combind cada extraccidn en un matraz; se afor6 a 50
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mL con buffer de fosfatos. La determinacion de AGs
se determind por espectrofotometria a longitud de onda
de 254 nm.

Solubilizacion de fosfato inorganico

Los aislamientos bacterianos se hicieron crecer en
medio liquido Pikovskaya a 30 °C a 300 rpm durante 2
dias. Alicuotas de 1 mL de cada aislamiento se
transfirieron en matraces Erlenmeyer que contenian
200 mL de medio liquido Pikovskaya, y se incubaron
a 30 °C a 300 rpm durante 7 dias. Se us6 medio
esterilizado sin inoculacion como testigo. De cada
cultivo se tomaron 10 mL, los cuales se centrifugaron;
el sobredanante se us6 para cuantificar el fosforo
liberado al medio liquido, de acuerdo con la
metodologia descrita por Murphy y Riley (1962).

Inoculacion en plantulas

Para evaluar el efecto de las bacterias en el crecimiento
de plantas de garbanzo, se establecieron plantas bajo
condiciones de invernadero. Se probaron tres
tratamientos: 1) Aislamiento AG-B007, y 2)
Aislamiento AG-B038; estos dos aislamientos
bacterianos correspondieron a aquellos con alta
capacidad para inhibir el crecimiento in vitro de F.
oxysporum, F. solani y R. solani; y 3) Testigo. Las
semillas de garbanzo, previamente desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 0.5% durante dos minutos, se
sembraron en charolas de poli estireno de 128
cavidades con sustrato a base de turba (Sunshine®).
Las plantulas de garbanzo de 5 dias de emergidas, se
inocularon con 1 mL de suspensién de bacteriana con
1 x 108 células disueltas en NaCl al 0.85%. Las plantas
testigo recibieron 1 mL de solucién salina. Todas las
plantas se regaron diariamente con agua destilada
esterilizada. Las siguientes variables se evaluaron en
plantas de 50 dias de edad: altura, peso fresco y peso
seco total. Se utiliz6 un disefio completamente al azar,
se sembraron dos charolas por tratamiento,
correspondientes a dos aislados bacterianos y un
testigo sin inocular. Se tomaron en total 20 plantas al
azar por tratamiento (10 por cada charola
germinadora). Los datos se sometieron a un analisis de
varianza y comparacion de medias de Tukey (P <
0.05), con el programa estadistico SAS 9.1 (SAS,
2003).

Identificacion molecular y anélisis filogenético

EI DNA de los dos aislamientos bacterianos con mayor
capacidad antagonica a F. oxysporum, F. solani y R.
solani se aislé con el método de CTAB, y se amplifico
por PCR con los oligonucle6tidos universales F2C (5'-
AGAGTTTGATCATGGCTC -3) y C (5-
ACGGGCGGTGTGTAC -3') para la amplificacion de
un fragmento de 1400 bases del gen 16S rDNA (Shi et
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al., 1997). Las amplificaciones de PCR se llevaron a
cabo en un volumen final de 25 pL en un termociclador
(C1000 Thermal Cycler, BioRad), con las condiciones
de amplificacién: 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, alineamiento a
60 °C por 1 min y extensién a 72 °C por 1 min, con una
extension final a 72 °C por 5 min. Los productos
amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 2%
y se tifieron con GelRed® para su documentacion, y se
purificaron con ExoSap-IT®PCR Product Cleanup
(Affymetrix, USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se secuencié en ambas direcciones un
fragmento de 1 kb de la region RNAr 16S, a partir del
producto de PCR original F2C/C de 1.4 kb usando el
primer Cc y el primer U1 (5'-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG -3") (Shi et al.,
1997). Las secuencias complementarias del gen 16S de
cada aislado se analizaron y corrigieron manualmente
con ChromasPro \2 2.15
(http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html).
Una vez editadas las secuencias se utiliz6 el paquete
informatico Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST: http://blast.nchi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), para
realizar alineamientos para identificar los genes
homélogos entre los genes ya secuenciados, los que se
encuentran depositados en el GenBank del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias de los
aislamientos bacterianos AG-B007 y AG-B038 de
garbanzo se alinearon con el apoyo del programa
informatico Clustal Omega (Sievers et al., 2011),
donde se incluyeron otras especies dentro del género
Bacillus disponibles en el GenBank. Para conocer los
sitios nucleotidicos conservados y con variacion, se
realiz6 un alineamiento por medio del software MEGA
7.0. El analisis filogenético se realizé con el programa
PAUP* versién 4.0a. Las hipotesis filogenéticas se
obtuvieron a partir de los criterios de distancias
genéticas por medio de Neighbour-joining (NJ),
Méaxima Verosimilitud (ML). El andlisis de NJ se
realizd bajo el criterio de Kimura 2 parametros
(Kimura, 1980), con 1000 réplicas aleatorias de
bootstrap hasta encontrar la topologia de las relaciones
entre los organismos analizados. Se utilizé a E. coli
AM946981 como grupo externo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y antibidsis in vitro hacia
fitopatdégenos

Se obtuvieron 67 aislamientos bacterianos a partir del
muestreo realizado de suelo rizosférico de plantas de
garbanzo en la Costa de Hermosillo, Sonora. Las
bacterias  presentaron  diferentes  caracteristicas
morfologicas en tamafio, forma, coloracion,
consistencia y bordes de colonias. Del total de
aislamientos, solo dos (AG-B007 y AG-B038) se
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preseleccionaron por su capacidad de inhibir el
crecimiento de F. oxysporum, F. solani y R. solani.

Los resultados de antagonismo indican que los dos
aislamientos bacterianos ejercen control sobre los
hongos fitopatdgenos evaluados, al inhibir su
crecimiento in vitro en diferentes grados (Figura 1). El
aislamiento AG-B038 mostré los mayores porcentajes
de inhibicién hacia F. oxysporum (78%), F. solani
(77%) y R. solani (88%) con respecto al testigo.

100 +
O Fusarium oxysporum
90 O Fusarium solant X

80 - B Rhizoctonia solani

M

60 -

50

—

40 -

Porcentaje de inhibicion

30 A

20 A

10 A

AG-B007 AG-B038

Aislamiento Bacteriano
Figura 1. Antagonismo in vitro de dos aislamientos
bacterianos de la rizosfera de garbanzo contra
Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Rhizoctonia
solani. Cada barra representa la media de tres
repeticiones. La linea de cada barra representa la
desviacion estandar.

La inhibicién de F. oxysporum, F. solani y R. solani
por parte de los aislamientos bacterianos pudo deberse
a su capacidad para producir sideréforos, los que
inhibieron el crecimiento de los hongos manera
indirecta o por la produccién de metabolitos
antifungicos en el medio de cultivo. Al respecto,
algunos autores indican que la inhibicion del
crecimiento e incluso la destruccion del micelio de
hongos fitopatdégenos en pruebas de antagonismo in
vitro, se debe a la produccién de varios antibiéticos por
parte de las bacterias, como pirrolnitrina, pioluteorina
y 2,4-diacetil-floroglucinol, los cuales presentan un
amplio espectro antiflngico y bacteriano (De la Fuente
et al., 2004; Ezziyyani et al., 2004b). Al respecto,
Reyes et al. (2011) evaluaron la actividad antago6nica
in vitro de cepas de Bacillus contra Macrophomina
phaseolina, con porcentajes de inhibicion de 38% en
medio agar nutritivo y 65% en medio agar soya
tripticasa, indicando que la inhibicién pudo ocurrir
debido a la produccion de metabolitos secundarios que
se difundieron en el medio de cultivo, tales como
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enzimas hidroliticas (quitinasas y B- glucanasas) y de
compuestos antibiéticos. Asi mismo, Trujillo et al.
(2007) reportaron altos porcentajes de inhibicion in
vitro de hongos fitopatdgenos (Fusarium spp.,
Alternaria alternata y Curvularia sp.) con cepas de
Pseudomonas fluorescens y Burkholderia cepacia,
sugiriendo que la produccién de metabolitos como los
sideréforos desempefian una funcién vital en el
antagonismo de los fitopatdgenos.

Produccién de sideréforos

Los dos aislamientos bacterianos seleccionados en este
estudio mostraron su capacidad para crecer en
condiciones limitantes de hierro, de acuerdo con los
resultados del ensayo agar CAS. Los aislamientos AG-
B038 y AG-B007 mostraron halos de decoloracion de
13y 14 mm, lo que indica la produccién de sideréforos
por parte de los aislamientos evaluados, lo que podria
limitar el crecimiento de  microorganismos
fitopatogenos al secuestrar el hierro disponible en el
medio. La produccion de sider6foros por bacterias de
la rizosfera es uno de los principales mecanismos
involucrados en el control bioldgico de las
enfermedades de las plantas (Shanmugaiah et al.,
2015). Este mecanismo es comun en bacterias como
Azospirillum brasilense, la cual es capaz de controlar a
Colletotrichum acutatum en cultivos de fresa mediante
la produccion de sideréforos de tipo catecol (Tortora et
al., 2011). Santoyo et al. (2010) reportaron que la cepa
bacteriana ZUMB80 (Pseudomonas fluorescens)
productora de sideroforos, logré restringir el
crecimiento de Colletotrichum lindemuthianum, C.
gloeosporioides y P. cinnamomi en 76, 72 y 70%,
respectivamente. Aguado-Santacruz et al. (2012)
sefialan que los sider6foros microbianos juegan un
papel clave en el control de microorganismos
fitopatdgenos, al reducir las cantidades de hierro
disponibles para el crecimiento de éstos, o bien por
activar los sistemas de resistencia sistémica inducida
en las plantas. Previamente se ha reportado el control
bioldgico de la marchitez por F. oxysporum f. sp.
capsici, en plantas de C. annuum por cepas de Bacillus
productoras de sideréforos (Yu et al., 2011) o cepas de
Pseudomonas en plantas de S. lycopersicum para el
control de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Liu
et al., 2010).

Solubilizacién de fosfato inorganico

Los dos aislamientos bacterianos seleccionados en este
estudio presentaron capacidad para solubilizar fosforo
insoluble en valores de 164 pg mL™* para AG-B007 y
171 pg mL* para el aislamiento AG-B038, a los 7 dias
de incubacion con agitacion. Estos resultados son
similares a los reportados por Kundu et al. (2009)
quienes al evaluar la capacidad de solubilizacion de
fosforo de bacterias (Pseudomonas, Aeromonas,
Klebsiella y Enterobacter) de la rizosfera de garbanzo
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encontraron valores de solubilizacién en rangos de 2.2
a 2272 pg mL?! en medio Pikovskaya. Los
aislamientos estudiados tienen una capacidad
importante para solubilizar fosforo inorganico, lo que
podria influir positivamente en el crecimiento vegetal
de las plantas de garbanzo. Diversos estudios han
demostrado que el uso de bacterias solubilizadoras de
fésforo para movilizar fuentes de fdsforo poco
disponibles en el suelo, puede reducir la aplicacién de
fertilizantes quimicos, con lo que se mejora el
crecimiento vegetal y la productividad de los cultivos
(Vikram et al., 2008; Madani et al.,, 2011). La
produccion de acidos organicos de bajo peso molecular
es el principal mecanismo por el cual las rizobacterias
hacen disponible al fosforo para la absorcion de las
plantas (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010);
los géneros bacterianos Bacillus, Arthrobacter,
Pseudomonas, Streptomices y Enterobacter son
algunos de los méas frecuentemente reportados como
microorganismos  solubilizadores de  fdsforo
(Mohammadi, 2012; Seshachala y Tallapragada, 2012;
Tejera-Hernandez et al., 2013).

Produccion de &cido giberélico

Los aislamientos bacterianos evaluados produjeron
&cido giberélico en rangos que oscilan de 29 a 55 ug
mL:. El aislado AG-B038 produjo mayor
concentracién de &cido giberélico (55 pg mL71),
mientras que el AG-B007 produjo 29 pg mL™. Las
giberelinas comprenden un grupo grande de &cidos
diterpenoides carboxilicos que son ubicuos en plantas
superiores, en los cuales ciertos miembros funcionan
como reguladores endégenos del crecimiento, los que
promueven la expansion de 6rganos y los cambios de
desarrollo, y que también son producidas por hongos y
bacterias (Hedden y Thomas, 2012). En este sentido,
Gutiérrez-Mafiero et al. (2001) indican que las
rizobacterias Bacillus pumilus y Bacillus licheniformis
son productoras de cantidades altas de acido giberélico
y tienen una fuerte actividad para promover el
crecimiento en Alnus glutinosa, lo que sugiere gque esta
promocion es mediada principalmente por la
produccion de giberelinas. De igual forma, Probanza et
al. (2002) al inocular bacterias promotoras del
crecimiento vegetal del género Bacillus (B.
licheniformis y B. pumilus) en plantas de Pinus pinea,
notaron que éstas promovieron el crecimiento vegetal,
probablemente por la produccién de giberelinas. A
pesar de que los mecanismos por los cuales las PGPR
promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas
son diversos, algunos autores sugieren que la
produccion de fitohormonas, como el acido giberélico
y las auxinas, se encuentra entre los principales
mecanismos de promocién (Gutiérrez-Mafiero et al.,
2001; Joo et al., 2004; Cassan et al., 2014).
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Efecto en la promocion del crecimiento

Los dos aislamientos bacterianos que mostraron
actividad antagénica a F. oxysporum, F. solani y R.
solani, también mostraron un efecto benéfico en el
crecimiento de plantas de garbanzo. El analisis de
varianza para las variables altura, peso fresco total y
peso seco total mostro diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos (Tabla 1). Se encontr6 que
el aislado AG-B038 fue el que mostré los mayores
incrementos en las variables evaluadas, en
comparacion con las plantas testigo. El efecto benéfico
de las PGPR en diversos pardmetros del crecimiento y
desarrollo, ha sido reportado por otros autores en
cultivos como L. esculentum (Hernandez-Suarez et al.,
2010), C. annuum (Yu et al., 2011), Hevea brasiliensis
(Hidayati et al., 2014), Malus domestica (Karlidag et
al., 2007), Rubus idaeus (Orhan et al., 2006), entre
otros.

Los incrementos en los diferentes parametros de
crecimiento observados en el presente estudio, pueden
ser atribuidos a la cualidad de las bacterias de producir
&cido giberélico o solubilizar fésforo, lo que pudo
mejorar la absorcion de agua y nutrientes al alterar la
elongacion y arquitectura de las raices (Dodd et al.,
2010). Al respecto, Shahzad et al. (2016) reportaron
que la inoculacion de Bacillus amyloliquefaciens
RWL-1, cepa productora de 4&cido giberélico,
incremento significativamente diversos parametros del
crecimiento como longitud de raiz, peso fresco, peso
seco y contenido de clorofila en plantas de arroz, en
comparacion con aquellas plantas tratadas solo con
acido giberélico (AGs) o agua. Hidayati et al. (2014)
reportaron que las bacterias endéfitas Bacillus cereus
y Pseudomonas aeruginosa produjeron de 27 y 23.63
ug mL?' de giberelinas, lo que incrementd
significativamente la longitud de las raices y la
germinacion de semillas de H. brasiliensis. También
Noh et al. (2014) al estudiar el efecto de dos
aislamientos bacterianos solubilizadores de fosforo en
la produccién de materia seca en plantas de tomate,
encontraron incrementos de 32 y 42% en comparacién
a las plantas testigo, respectivamente; esto sugirio que
la solubilizacion de fosfatos probablemente influy6 en
la promocion del crecimiento.

Identificacion molecular y andlisis filogenético

Las secuencias del gen ARNr 16S de los aislamientos
AG-B007 y AG-B038 se depositaron en la base de
datos del NCBI, con nimero de accesion MG641043 y
MG641044, respectivamente. La comparacion de estas
secuencias con las de algunas especies pertenecientes
al Phylum Firmicutes, indicé que los aislamientos AG-
B007 y AG-B038 se agrupan en el mismo clado, junto
a aislamientos de B. subtilis (MF983545, MF983540 y
MGO011588) (Figura 2). En diversos estudios los
aislamientos de Bacillus spp. han mostrado que
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estimulan positivamente el crecimiento y desarrollo de al., 2016) o in vivo de hongos fitopatdgenos que
diversas plantas (Gutiérrez-Mafiero et al., 2001; afectan a los cultivos agricolas.

Hernandez-Suarez et al., 2010), o bien que

antagonizan el crecimiento in vitro (Rios-Velasco et

Tabla 1. Efecto de dos aislamientos bacterianos en el crecimiento y peso (fresco y seco) de plantas de garbanzo (Cicer
arietinum) de 50 dias de edad en invernadero.

Tratamiento Altura Peso fresco total Peso seco total
cm % g % g %
AG-B007 28.20 bc 5.2 547¢c 15 0.59b 40.4
AG-B038 37.60 a 40.3 9.28a 72.1 0.80a 90.5
Testigo 26.80 ¢ 0 5.39¢ 0 0.424d 0
CcV 5.17 12.64 4.13 4,13

YIncremento con respecto al testigo (considerado como 100%). ?Valores con la misma letra dentro de la misma columna
son iguales estadisticamente (Tukey, p < 0.05%).

MF983540 B. subtilis
MG011588 B. subtilis

MF983545 8. subtilis

AG-BO007 B. subtilis

AG-B038 B. subtilis

| DQ993675 8. amyloliquefaciens

AP006627 B. clausii

DQ408589 B. megaterium

CMO000758 B. thuringiensis

KY646308 B. cereus

KX538923 Lactobacillus

AMS946981 E. coli

et

0.020
Figura 2. Analisis filogenético de aislamientos de Bacillus subtilis con capacidad antagénica
a fitopatdgenos con origen en el suelo y de promocioén del crecimiento en plantas de garbanzo.
Se utiliz6 a E. coli AM946981 como grupo externo.
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