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ARTICULO DE INVESTIGACION

Efecto de las PGPB sobre el crecimiento
Pennisetum clandestinum bajo condiciones de estrés salino

PGPB effect on the growth Pennisetum clandestinum under salt stress

o 3 , , * , z **
Diana Beatriz Sdnchez Lopez’, Jazmin Vanessa Pérez Pazos
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Hilda Adriana David Hinestroza
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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo el aislamiento y caracterizacién de bacterias con potencial para promover el creci-
miento del pasto Pennisetum clandestinum en suelos salinos simulados. De muestras de suelo rizosférico de P. clandestinum
se aislaron 92 bacterias Gram positivas, diez aislados crecieron en agar nutritivo suplementado con NaCl (2,578 M). Los
aislados se evaluaron bajo condiciones de invernadero; las cepas identificadas como KISA 34 y KISA 71 fueron selec-
cionadas como las mejores con base a la prueba estadistica de Dunnet (p< 0,05) y fueron identificadas molecularmente
como Bacillus amyloliquefaciens KISA 34 y Bacillus subtilis KISA 71. Estas cepas tienen la capacidad de producir; amonio,
exopolisacdridos y celulosa, y tanto en presencia como ausencia de NaCl, produjeron indoles totales y solubilizacién de
fosforo. La evaluacion de las cepas en invernadero evidencié que el T6 - KISA 34 + KISA 71+ 25 % (Roca Fosférica RF) con
respecto al T2- testigo quimico completo incrementaron de manera significativa la biomasa y el desarrollo de la planta (p<
0.05). Los resultados de esta investigacion demostraron que las cepas aisladas tienen la capacidad de crecer en suelos sali-
nos conservando sus caracteristicas como promotoras de crecimiento vegetal con efectos positivos sobre P. clandestinum.

Palabras clave: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, biofertilizantes, salinidad, solubilizacién de fésforo.

Abstract

This research aims the isolation and characterization of bacteria with potential to promote the growth of grass Pennisetum
clandestinum in simulated saline soils. 92 Gram positive bacterias were isolated from Rhizosphere soil samples of P. clan-
destinum. Ten isolated bacteria grew on nutrient agar supplemented with NaCl (2.578 M). Isolates were evaluated under
greenhouse conditions; the strains identified as KISA 34 and KISA 71 were selected as the best based on the statistical test
of Dunnet (p < 0.05) and were identified Bacillus amyloliquefaciens KISA 34 and Bacillus subtilis KISA 71. These strains have
the ability to produce ammonium, exopolysaccharides and cellulose, both in absence and presence of NaCl. The strains
produced indoles and phosphorus solubilization. The evaluation of strains in greenhouse showed that the T6 - KISA 34
+ KISA 71+ 25 % (phosphate rock RF) significantly increased biomass and plant development (p< 0.05) compared with
T2 - full fertilization . The results of this research showed that isolates have the ability to grow in saline soils retaining its
characteristics as promoting plant growth with positive effects on P. clandestinum.

Key words: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, biofertilizer, salinity, phosphorus solubilization.
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Introduccién predominante en los sistemas de produccién bovina
El pasto Kikuyo (Pennisetum clandestinum) es nativo del tropico alto (Carulla et al., 2004), esto se debe a
de las praderas de Africa central (Muscolo et al., 2003; sus caracteristicas nutritivas y fisiolégicas: digestibili-
Muscolo et al., 2013), y actualmente es la graminea dad, alto contenido de proteina y palatabilidad (Ma-
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rais et al., 1992; Muscolo et al.,, 2003; Muscolo et al.,
2013), rusticidad, alta capacidad de adaptacion, tole-
rancia moderada a estrés hidrico y a la baja disponibili-
dad de nutrientes (Rincon et al., 1998). Crece desde el
nivel del mar hasta los 3.500 m.s.n.m., en un rango de
temperatura y precipitacion entre 18 a 30 °Cy 600 a
700 mm/ano. Adicionalmente, su sistema radicular lo
convierte en excelente colonizador y estabilizador de
suelos (Marais, 2001; Muscolo et al., 2003; Muscolo et
al., 2013), por lo que a menudo es utilizado en terre-
nos erosionados (Marais et al., 1992).

La salinizacién de los suelos es reconocida como la
principal amenaza de los recursos medioambientales
y afecta entre el 7 a 10 % de la extensién continental
(Upadhyay et al., 2011). Un suelo es considerado sali-
no cuando la concentracién de iones interfiere el cre-
cimiento de especies de interés agricola y alcanza una
conductividad eléctrica >4 dS m™' (aproximadamente
36 mM de NaCl), determinados en la pasta del suelo
a 25 °C (Bui, 2013). La presencia de sales en el suelo
es de origen pedogénico (meteorizacion) o antrépico
(agua de irrigacion o fertilizacion) y se exacerba cuan-
do las precipitaciones son insuficientes para lixiviar los
iones del perfil del suelo, o cuando la tasas de evapo-
racion son altas (Parida & Das, 2005; Bui, 2013; Shri-
vastava & Kumar, 2014).

La salinidad disminuye la produccién agricola en la
mayoria de los cultivos por la afectacién de las pro-
piedades fisico-quimicas del suelo y balance ecolégico
del area cultivada (Upadhyay et al., 2011; Shrivastava
& Kumar, 2014). Bajos niveles de salinidad < 4 dS m
inducen a estrés fisiolégico porque sus iones, produ-
cen toxicidad estrés osmético, oxidativo y deficiencia
de nutrientes (N, Ca, K, P, Fe, Zn) que limitan la toma
de nutrientes del suelo; la salinidad también afecta la
fotosintesis, debido a la reduccion de area foliar, con-
tenido de clorofila, conductancia estomatica y, en me-
nor medida, la eficiencia del fotosistema Il. Lo anterior
se ve reflejado en una disminucion de la germinacion,
crecimiento vegetativo y el desarrollo reproductivo
en diferentes cultivos (Parida & Das, 2005; Bui, 2013;
Shrivastava & Kumar, 2014; Pompeiano et al., 2014).

Particularmente, el pasto Kikuyo puede ser muy sen-
sible a las deficiencias de magnesio, fosforo, potasio,
azufre, hierro, cobre y manganeso, siendo el fésforo
de especial importancia para el establecimiento de las
pasturas (Marais, 2001). Por lo que las condiciones de
salinidad podrian disminuir su desempeno.

Debido a la problematica que la salinidad represen-
ta, es necesario re-examinar el uso de fertilizantes y
plaguicidas de sintesis quimica relacionados con la
concentracion de sales en el suelo y desarrollar una
agricultura sustentable, clave para el planteamiento de
estrategias alternativas y complementarias (Ali et al.,
2014; Goswami et al.,, 2014). Entre estas alternativas
se destaca el uso de inoculantes microbianos, conside-

rados como una tecnologia limpia y alineada con los
principios de la agricultura sustentable.

Numerosas bacterias promotoras de crecimiento de
plantas (PGPB) tienen la capacidad de colonizar la ri-
z6sfera y endorrizésfera de las plantas y beneficiarla
directa e indirectamente; bien sea por su comporta-
miento como hal6filas cuando en el suelo existen
condiciones de salinidad (Glick, 2004; Shrivastava &
Kumar, 2014; Goswami et al., 2014). De esta forma,
las plantas se ven beneficiadas por el aumento de la
disponibilidad de nutrientes originados por la actividad
de las PGPB, asi como por la produccién de fitohor-
monas y reduccion en los niveles de produccién de
etileno por medio de regulacion enzimatica (Ali et al.,
2014; Goswami et al., 2014).

En este contexto, esta investigacion tuvo como obje-
tivo el aislamiento y caracterizacion de bacterias con
potencial para promover el crecimiento del pasto Kiku-
yo en suelos salinos simulados.

Materiales y métodos

Condiciones Experimentales. Este estudio se realizd
en el ano 2013 y 2014, en el centro de Investigacion
Tibaitata de CORPOICA ubicado en el municipio de
Mosquera Cundinamarca (Colombia) a una altura de
2543 m.snm. Se localiza en las coordenadas geogra-
ficas a 4°41” 43" de latitud norte y 74° 12" 30” de
latitud oeste.

Aislamiento y seleccion de bacterias Gram positivas
halofilas. Se tomaron y tamizaron cinco muestras de
suelo rizosférico asociado a Pennisetum Clandestinum
a una profundidad de 20 cm. Se pesaron, diluyeron y
agitaron 10 g de suelo por muestra en 90 ml de solu-
cion de NaCl estéril al 0,85 %, durante 15 min a 150
rpm. Se realizaron diluciones seriadas desde 10" hasta
107y se inocularon 0,1 ml en cajas de Petri con medio
nutritivo (g/I'": glucosa 0,5; extracto de levadura 0,5;
peptona 0,5; caseina 0,5; almidén 0,5; K;HPO4 0,30;
MgS0.4 0,05; agar-agar 17,0 pH: 7) suplementado con
0,5 M de NaCl.

Determinacion del efecto de diferentes concentra-
ciones NaCl sobre el crecimiento bacteriano. Los ais-
lamientos de bacterias Gram positivas, procedentes de
la rizésfera de pasto P. clandestinum, fueron sembra-
dos en agar nutritivo con diferentes concentraciones
de NaCl (0,85 M; 1,712 My 2,578 M).

Evaluacion preliminar en invernadero de bacterias
Gram positivas haloéfilas, bajo condiciones de inver-
nadero. Se empleé un disefio completamente al azar
con 5 repeticiones por tratamiento donde TO: testigo
absoluto no salino, T1: testigo salino, T2: KISA 7, T3:
KISA 18, T4: KISA 26, T5: KISA 34, T6: KISA 45, T7:
KISA 46, T8: KISA 53, T9: KISA 58, T10: KISA 71, T11:
KISA 80. Cada una de las siglas representa un aisla-
miento de bacterias Gram positivas haldfilas. Estolones
de P. clandestinum se sumergieron de acuerdo al tra-
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tamiento correspondiente en una suspension celular
de 1x108 UFC ml" en caldo CASO® durante 30 min
y posteriormente se sembraron en materas con 400
g de suelo con una conductividad eléctrica final para
todos los tratamientos de 2,46 dSm', excepto el con-
trol absoluto TO. Cada tratamiento fue inoculado con
5 ml de suspension celular con una concentracion de
1x108 UFC ml-1 en medio nutritivo 15 dias después de
la siembra. El experimento tuvo una duracion de 20
dias y las variables evaluadas fueron: peso seco de la
parte aérea (g) y raiz (g).

Caracterizacion de los aislados seleccionados

Caracterizacion molecular. Se realizé mediante la am-
plificacion y secuenciacion de los genes ARNr 16S y
rpoB. Para esto, se procedio a la extraccién de ADN de
cada una de las cepas mediante la lisis directa a par-
tir de una colonia procedente de cultivo de 24 h. Se
realizaron las PCR siguiendo las instrucciones del fabri-
cante, mediante el Kit PCR Master Mix (ThermoScien-
tific) y usando el set de primers 1492R (5" TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACT T 3’) y 27F (5" AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG 3’) para el gen de 16S y rpoB1698f
(59-AACATCGGTTTGATCAAC-3) y rpoB2041r (59-CGT-
TGCATGTTGGTACCCAT-3) para el gen de rpoB.

La PCR para el ARNr 16S se realizé con el siguiente
programa: una fase de denaturacion inicial a 95 °C por
5 min, 35 ciclos de 95 °C por 45 s, 55 °C por 45 s y
72 °C por 1.5 min y una extensién final a 72 °C por 10
min. Para rpoB, denaturacién a 94 °C por 5 min, 25
ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 1.5 min y 72 °C
por 10 min, seguido por una extension final a 72 °C
por 10 min.

Los productos de PCR se enviaron para su secuencia-
cion. Las secuencias obtenidas se limpiaron y ensam-
blaron en una secuencia consenso, la que fue alineada
con la secuencias de la base de datos GenBank del
NCBI mediante la herramienta BLASTn.

Determinacion de la actividad promotora de crecimien-
to en plantas (PGPB). La determinacion cuantitativa
de solubilizacion de fosforo se realizé en medio SRS
modificado con roca fosférica al 0.5 % como fuente
de fésforo (gl': glucosa 10, extracto de levadura 0,5;
NH4(SO4)2 0,5; KCl 0,2; MgSO47H2O 0,3; MnSQO.,
7H.O 0,004; FeSO47H.O 0.2; pH: 7,2) por 5 dias a
30 £ 2 °C a 150 rpm, la medicion y lectura se realizd
mediante la técnica de azul de fosfomolibdeno a una
absorbancia de 712 nm (Fiske & Subbarow, 1925).

La produccion de indoles totales se evalué6 mediante
el ensayo colorimétrico descrito por Glickmann y Des-
saux (1995). Para esto se empled el medio de culti-
vo K-actato suplementado con triptéfano a 100 mgl!
(Sanchez et al., 2012) incubandose los cultivos duran-
te 72 h a 150 rpm en la oscuridad. Para la lectura se
empleé el reactivo de Salkowsky (FeCl;7H.O 12 gl'en
H,SO4 7,9M) en una relacion 1:1 con la suspension

bacteriana, dejandose reaccionar durante 30 min en
oscuridad. La lectura de absorbancia se realizé a 450
nm en un espectrofotémetro ThermoSpectronic mo-
delo Genesys 10.

Para la evaluacion de la produccién de NHjs se inocu-
laron los aislamientos en caldo nutritivo y se incubaron
por un periodo de 24 h a 30 °C. Al sobrenadante se
le adicion6 una solucién de fenol/nitroprusiato y una
solucion de hidréxido de sodio/hipoclorito de sodio
en relacion 1:1 y se dejo reaccionar por 30 min a 60 °C
la lectura se realizé a 630 nm (Chaney & Marbach,
1962).

La evaluacién de la actividad celulolitica se llevo a
cabo de forma semicuantitativa; se utilizé el medio
de cultivo carboximetilcelulosa (Lizarazo & Gomez,
2015). Se realizé una siembra de 50 ul de suspension
bacteriana en NaCl al 0,85% (ODeoo= 0,50) en cajas de
Petriy se incub6 durante 48 h a 30+2 °C. Transcurrido
ese periodo, se determiné el indice de hidrolisis (IH)
en placas con rojo Congo 1 % y HCI 0,1 M (Teather &
Wood, 1982). Para determinar la produccién de exo-
polisacaridos (EPS) 1 ml de cultivo bacteriano (ODeo=
0,50) se mezclé con 40 pl EDTA (0,26 M) y 20 pINaCl
(5,0 M) y se centrifugdé a 14,800 rpm por 10 min, se
descartd el sobrenadante y adicion6é 1T ml de etanol
helado. Posteriormente se centrifugd durante 10 min a
14,800 rpm. El pellet se resuspendié en agua destilada.
Se tomaron 0,29 pl y mezclaron con fenol (5 %) y acido
sulfdrico concentrado. Posteriormente se estabilizé la
muestra durante 10 min en bano termostatico a 30 °C.
Se realizo la lectura a 490 nm (Dubois et al., 1956).

La actividad de la ACC deaminasa se determiné me-
diante la medicion de la cantidad a-cetobutirato pro-
ducido a partir de la escision de ACC (Penrose & Glick,
2003). Para ello las bacterias se cultivaron en caldo
Caso® (caldo peptona de caseina-peptona de harina
de soya) durante la noche a 30 °C. El sedimento celular
se transfirié a un medio minimo con sal DFmM ACC-
desaminasa como Uunica fuente de nitrogeno. Cuando
el crecimiento alcanzé la fase logaritmica tardia (es de-
cir, DOgoo = 1,00), se lavé el pellet dos veces con 0,1
M de Tris-HCI, pH 7,6 y pH 8,5 respectivamente. Se
anadio tolueno a la suspension de células y luego se
ley6 la absorbancia a 540 nm.

Produccion de indoles y solubilizarian de fosforo bajo
condiciones de estrés salino in vitro de los aislados
seleccionados

Caracterizacion de los aislados seleccionados bajo
condiciones de estrés salino in vitro

Con el fin de comparar los posibles cambios fenotipi-
cos de las bacterias bajo estrés salino se emplearon
tres concentraciones de NaCl (0,58 M; 0,24 My 0,12
M). Las actividades produccion de indoles totales y so-
lubilizacion de fésforo fueron evaluadas de acuerdo a
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las metodologias establecidas en la caracterizacién de
actividades como PGPB.

Evaluacion en invernadero de bacterias Gram
positivas seleccionadas sobre el crecimiento de P.
clandestinum bajo condiciones de estrés salino

Se empled un disefio completamente al azar con seis
tratamientos y 7 réplicas por tratamiento. Los trata-
mientos fueron los siguientes: TO: testigo absoluto sin
sal ni fertilizacion, T1: testigo sin fertilizacion con sal,
T2: fertilizaciéon quimica + 100 % roca fosférica (RF),
T3: fertilizacion quimica +25 %RF, T4: KISA 34 + 25
%RF, T5: KISA 71 + 25 %RF, T6: KISA 34 + KISA 71
+25 % RF.

Las cepas KISA 34 y KISA 71 se reactivaron en caldo
CASO®: Los estolones de P. clandestinum se sumer-
gieron de acuerdo al tratamiento correspondiente en
una suspensién celular de 1x108 UFC ml' en caldo
CASO® durante 30 min y se transfirieron a materas
con capacidad de 400 g para su pre-germinacion du-
rante 25 dias. Luego del tiempo de pre-germinacion,
los estolones se sembraron en bolsas con capacidad
de 4,5 kg, en las cuales el suelo se ajusté con NaCl
a una conductividad eléctrica inicial de 3,81dS m
para todos los tratamientos. Posteriormente cada tra-
tamiento se inocul6 con 5 ml de la suspension celular
correspondiente en caldo CASO® con una concentra-
cién de 1x10% UFC ml.

La fertilizacion quimica se realizé6 con urea (279
mg), KCl (214 mg), MgSO. (150 mg), CaSOs (150
mg), MnSO4 (150 mg) ZnSO.4 (28,6 mg), Borax (7
mg) teniendo en cuenta el andlisis quimico del sue-
lo (11,06% MO; (mg kg') 4,08 P; 0,77 K; 0,63 Mg;
1,29 Cmol kg'Ca; 1,25 dS m'y pH:5,04). La conduc-
tividad eléctrica final del suelo para todos los trata-
mientos al finalizar el ensayo fue de 2,68 dS m™. La
determinacién de fésforo soluble en suelo PO4 (mg
kg™ inicial fue de 0,17 segtin la metodologia de Gar-
cia (1986). La roca fosférica (RF) empleada se obtuvo
en Pesca-Boyaca (Colombia) con la siguiente compo-
sicion: 30 % P,Os; 40 % Ca; 12 % Si; 0,1 % Mg; 40
ppm Mn; 30 ppm Cu; 10 ppm Mo; 300 ppm Zn y un
3 % de humedad.

Al experimento se le realizaron 2 repeticiones. Para
cada experimento 20 dias después de la siembra se mi-
di6 la altura y longitud radical y se determiné el peso
seco aéreo y radicular.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo empleando soft-
ware SPSS 22.00 para Windows. Estos datos se some-
tieron a evaluacion estadistica para determinacién de
normalidad mediante el tests de Shapiro-Wilk y para
homogeneidad de varianza la prueba de Levene’s.
Para datos paramétricos se aplicé andlisis de varianza
(ANOVA) y prueba de Dunnet y Tukey HSD con 95

% de confianza y para no paramétricos la prueba de
Kruskal-Wallis.

Resultados y discusién

Aislamiento y seleccion de bacterias Gram positivas
con potencial PGPB y haldfilas

De las muestras de suelo rizosférico se aislaron 92 bac-
terias Gram positivas, de las cuales solo 10 crecieron
en agar nutritivo suplementado con NaCl (2,578 M).

Los diez aislados seleccionados se evaluaron en inver-
nadero; los resultados obtenidos indican que dos de
los aislados presentaron los mejores resultados con
base a la prueba estadistica de Dunnet (p< 0,05). Para
el peso seco de la parte aérea se presentaron incre-
mentos de un 68 %y 65 % al utilizar las cepas KISA 34,
KISA 71 con respecto al testigo salino; para la variable
de peso seco de la raiz se presentaron diferencias sig-
nificativas (p< 0,05) con el testigo salino presentado
mejores resultados los tratamientos KISA 34 y KISA 71
con un aumento en un 26 % y 59 % respectivamente.

Cabe resaltar que las bacterias evaluadas en este ex-
perimento soportan concentraciones de NaCl de 200
mM, lo que posiblemente permitié una actividad de
promocion de crecimiento reflejada en el peso seco
de la parte aérea y radicular de la planta.

Si bien Muscolo et al. (2003) informaron que el pasto
P. clandestinum tiene una amplia capacidad de adap-
tacion a condiciones de estrés salino y su crecimiento
es Optimo hasta una concentracion de 100 mM; tam-
bién demostraron que después de una exposicion de
15 dias a concentraciones de NaCl de 150 mM a 200
mM, la planta, en su parte aérea y radicular se ve afec-
tada. Esto coincide con lo observado en las plantas
control de este ensayo efecto que fue mitigado por la
inoculacion bacteriana.

Caracterizacion de las cepas seleccionadas

Los aislamientos se identificaron como Bacillus amyloli-
quefaciens KISA 34 con un 94 % de identidad a la cepa
con nimero de accesion CP002927.1 del Genbank y
Bacillus subtilis KISA 71 con un 100 % de identidad
a la cepa con nimero de accesion CP013654.1 del
Genbank.

Diversas cepas de Bacillus sp., han sido reconocidas
por su capacidad para mejorar la disponibilidad de nu-
trientes en el suelo y promover el crecimiento vegetal
(Gl et al., 2008; Martinez et al., 2010; Umashankar et
al.,, 2012). Se destacan ademas por tolerar las condicio-
nes de estrés abidtico en el suelo y colonizar eficien-
temente la rizésfera de las plantas de interés (Saharan
& Nehra, 2011).

Nautiyal et al. (2013) estudiaron una cepa de B. amylo-
liquefaciens con capacidad de tolerar concentraciones
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entre 50 - 100 mM de NaCl sin presentar cambios
en sus poblaciones; estas se redujeron significativa-
mente cuando la concentracién se incrementé hasta
1000 mM; sin embargo algunas alcanzan a tolerar una
concentraciones mayores de 2500 mM. Estos resul-
tados podrian estar relacionados con la capacidad de
esta cepa para producir prolina como osmorregulador
en condiciones de estrés por salinidad (Nautiyal et al.,
2013).

Goswami et al. (2014) encontraron que plantas trata-
das con 50 mM NaCl e inoculadas con la cepa de B.
licheniformis mostraron un incremento entre el 15 %
y el 28 % en biomasa, mientras que Upadhyay et al.
(2011) encontraron incrementos de hasta un 226 %
en la biomasa seca de plantas sometidas a estrés salino
cuando estas fueron inoculadas con cepas de Bacillus

sp.

Los aislados KISA 34 Y KISA 71 tienen la capacidad
de solubilizar fésforo, producir indoles totales, NH;,
expolisacaridos, y tienen actividad ACC desaminasa
(tabla 1). Esto coincide con reportes previos de cepas
de diferentes especies pertenecientes al género Baci-
llus como de B. licheniformis, B. pumilus, B. coagulans,
B. insolitus, B. simplex, B. amyloliquefaciens, B. Thurin-
gensis, B. altitudinis, B. megaterium y B. subtilis, con ca-
pacidad de producir indoles totales (Lambrecht et al.,
2000; Lara et al., 2011), solubilizar fosfatos (Ahmad et
al., 2008; Upadhyay et al., 2011; Nautiyal et al. 2013;
Kavamura et al., 2013; Goswami et al., 2014; Kumar et
al., 2014; Goswami et al., 2015), ACC deaminasa (Shen
et al., 2012; Angulo et al., 2014), EPS, y producir NHs
(Upadhyay et al., 2011; Yadav et al., 2014). Bacillus
amyloliquefaciens KISA 34 no presento actividad celu-
lolitica (tabla 1).

Los valores presentados en la tabla corresponden a la me-
dia de tres repeticiones.

Caracterizacion de las cepas seleccionadas bajo con-
diciones de estrés. En este estudio, bajo condiciones
de estrés salino a concentraciones de 120 mM y 240
mM de NaCl, B. amyloliquefaciens KISA 34 y B. subti-
lis KISA 71 presentaron actividad de produccion de
indoles. Sin embargo, a una concentracion de 580
mM de NaCl no se presento esta actividad. En la deter-
minacion cuantitativa de fésforo soluble los resultados
mostraron que el B. amyloliquefaciens KISA 34 y B.
subtilis KISA 71 presentaron solubilizacion de fésforo
en presencia de los tres niveles de estrés salino, dismi-
nuyendo esta actividad a medida que el porcentaje
de sal aumenté (tabla 2).

El género Bacillus se encuentran entre las comunida-
des con mayor éxito en la actividad de solubilizacion
de fosfatos (Wani et al., 2007). En los estudios realiza-
dos por Cherif-Silini (2013), se inform6 que todas las
cepas evaluadas del género tuvieron la capacidad de
solubilizar el P a concentraciones de hasta un 1,0 %
de NaCl en el medio.

B. licheniformis, B. pumilus, B. coagulans y B. insolitus,
han sido reportados bajo condiciones no salinas; no
obstante, contenidos de sal en el medio circulante
disminuyen la produccién de indoles totales y la solu-
bilizacion de fésforo sin embargo, el potencial como
PGPB bajo condiciones de estrés abidtico por salini-
dad se mantiene (Upadhyay et al., 2011).

Evaluacion de las bacterias Gram positivas selecciona-
das y su efecto sobre el crecimiento de P. clandestinum
bajo condiciones de estrés salino. Los resultados obte-
nidos indican que existen diferencias estadisticamente
significativas en la altura de la planta y longitud radicu-
lar (p< 0,05) con la prueba de Kruskal-Wallis. El trata-

Tabla 1. Potencial de los aislados seleccionados para la promocién de crecimiento Pennicetum clandestinum.

Indoles Fosforo Actividad
Cepas Amonio | Degradacion de ESP totales (ug/ disponible ACCD (pmol
. (ug/mlT) celulosa (IH) (ppm) ’ = . a-KB/h/mg
ml7) (ppm) .
proteina)
KISA 34 13,8%0,2 0,0£0.0 16,6%2,4 48.67+1.6 123,9+4,7 11,3+1,3
KISA 71 4,740,1 2,37£0,0 8,9+1,0 8.17+0.90 72,9143,5 20,3+2,6

Tabla 2. Caracterizacién de las cepas bajo condiciones de estrés salino.
c indoles totales (ug ml-1) Fosforo disponibles (ppm)
epas
120 mM 240 mM 580 mM 120 mM 240 Mm 580 mM
KISA 34 17,3+0,4 5,620,5 0,0£0,0 105,624,7 64,8+4,2 9,8+0,7
KISA 71 5,9£0,2 4,3£0,1 0,0£0,0 34,7+4,2 23,1%1,7 13,7+0,4
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miento T6 - KISA 34 + KISA 71+ 25% (RF) presenta un
incremento de altura en un 8,2% respecto a la media
en comparacion con el T2- fertilizacion quimica com-
pleta. En cuanto a la longitud radicular T6 - KISA 34 +
KISA 71+ 25% (RF) igual6 al T2- fertilizacion quimica
completa (figura 1).

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados
para B. amyloliquefaciens que ha reportado un aumen-
to en la altura de las plantas de arroz de un 27,43 %y
en la longitud radicular de un 73,17 %, cuando éste mi-
croorganismo ha sido inoculado bajo condiciones de
salinidad (Nautiyal et al., 2013). Goswami et al. (2014)
también encontraron incrementos en el desarrollo de
las plantas bajo condiciones de salinidad al emplear
una cepa de B. licheniformis como inoculante, pero en
un menor porcentaje, con un 24 % de incremento en
la longitud total de la planta, y un 17 % en la longitud
de la raiz, mientras que Kavamura et al. (2013) encon-
traron incrementos de un 17,02 % en la altura de maiz
cuando emple6 como inoculante una cepa de Bacillus
sp. en condiciones de salinidad.

Tanto el peso seco aéreo como el peso seco de la raiz
presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p< 0,05) seglin el ANOVA vy prueba de Tukey (figura
2). El tratamiento T6: KISA 34 + KISA 71+25% (RF)
mostré un incremento de la media del peso seco aé-
reo de 26,7 % y un incremento de 10,3 % en la media
de peso seco de raiz con respecto al T2 de fertilizacion
quimica completa.

Diferentes autores han informado incrementos en la
produccion de biomasa de plantas sometidas a estrés
por salinidad cuando estas fueron inoculadas con ce-
pas de B. amyloliquefaciens, B. licheniformis y Bacillus
sp., con valores que oscilan entre un 5,8 %y un 226 %
de aumento con respecto a los testigos no inoculados
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Figura 1. Altura y longitud radicular de las plantas Pennisetum
clandestinum sometidas a los tratamientos TO: testigo absolu-
to sin sal ni fertilizacién, T1: testigo sin fertilizacion con sal,
T2: fertilizacién quimica + 100% roca fosférica (RF), T3: fer-
tilizacién quimica +25%RF, T4: KISA 34 + 25%RF, T5: KISA 71
+ 25%RF, T6: KISA 34 + KISA 71 +25% RF. Las barras de error
representan la desviacién estandar.
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Figura 2. Peso seco de Pennisetum clandestinum sometidas a los
tratamientos TO: testigo absoluto sin sal ni fertilizacién, T1:
testigo sin fertilizacién con sal, T2: fertilizacién quimica +
100 % roca fosférica (RF), T3: fertilizacién quimica +25 %RF,
T4: KISA 34 + 25 %RF, TS: KISA 71 + 25 %RF, T6: KISA 34 +
KISA 71 +25 % RF. Las barras de error representan la desvia-
cién estdndar. Letras distintas indican diferencias estadisti-
camente significativas entre los tratamientos segtin prueba
de Tukey para p < 0,05 (n=14).

(Upadhyay et al., 2011; Nautiyal et al., 2013; Kavamu-
ra et al., 2013; Goswami et al., 2014).

De esta forma, la aplicacion de Bacillus amyloliquefa-
ciens KISA 34 y Bacillus subtilis KISA 71 permitié una
mayor produccién de biomasa aérea y radicular por
parte de las plantas de P. clandestinum al someter estas
a un estrés por salinidad.

La promocion del crecimiento vegetal en condiciones
de estrés abidtico por parte de microorganismos que
tienen los mecanismos como PGPB descritos en el
presente ensayo ha sido reportada ampliamente (Na-
deem et al., 2014; Shrivastava y Kumar, 2014) y parti-
cularmente para especies del género Bacillus como B.
licheniformis (Upadhyay et al.,, 2011; Goswami et al.,
2014), Bacillus sp. (Upadhyay et al., 2011; Kavamura
et al., 2013; Patel & Saraf, 2013), B. amyloliquefaciens
(Nautiyal et al., 2013), B. Pumilus, B. coagulans, B. inso-
litus (Upadhyay et al., 2011).

Es necesario destacar que entre los posibles efectos
en la planta por los mecanismos PGPB de cepas de
Bacillus bajo condiciones de estrés salino estan, el in-
cremento en el area foliar (Kavamura et al.,, 2013),
incremento en los contenidos de clorofilas (Heidari
& Golpayegani, 2012; Patel & Saraf, 2013; Nautiyal
etal., 2013), incremento del contenido de prolina im-
plicada en el balance de iones salinos (Patel & Saraf,
2013; Igbal et al., 2014). Lo anteriormente expuesto
demuestra que el empleo de este tipo de microorga-
nismos mejora la respuesta vegetal frente a condicio-
nes de estrés (Heidari & Golpayegani, 2012; Patel &
Saraf, 2013).
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Tabla 3. Concentracién de nutrientes presentes en tejido foliar y fésforo soluble de Pennisetum clandestinum bajo condiciones de

salinidad.
T P (%) K* (%) Ca™*(%) Na* (%) N (%) PO.= (mg kg™
TO 0,09+0,022 3,230,167 3,340,062 0,44%0,122 1,93+0,32P 0,200,012
T1 0,011£0,032 3,74+0,28° 3,35+0,06° 0,37£0,072 2,72+0,41° 0,21+0,012
) 0,011£0,05% | 3,50£0,47% | 3,35£0,09° | 0,44+0,18% | 2,68+0,25° 0,1940,022
T3 0,010£0,04* | 3,2940,30° | 3,320,058 | 0,41+0,14* | 2,650,272 0,1940,023
T4 0,011+0,04* | 3,1940,35% | 3,28+0,03° | 0,39+0,15% | 2,78+0,14° 0,18+0,01b¢
5 0,0100,02* | 3,16+0,40° | 3,28+0,01° | 0,36+0,13% | 2,730,372 0,17+0,01¢

Medias con letras no comunes dentro de cada variable difieren estadisticamente segtin prueba de Tukey para p < 0,05 (n=6). T: tratamientos. T0:
testigo absoluto sin fertilizacion, T1: testigo Fertilizaciéon completa, T2: Fertilizacién completa + 25 % (roca fosférica - RF), T3: KISA 34 + 25 % (RF),

T4: KISA71 + 25 % (RF), T5: KISA 34 + KISA 71+ 25 % (RF).

En el andlisis foliar no se presentaron diferencias esta-
disticamente significativas (p > 0,05) en el porcentaje
de P, K, Ca, Nay N (tabla 3).

Los resultados indican que hubo diferencia estadistica-
mente significativa en la cantidad de fésforo soluble en
suelo (p< 0,05) segln el ANOVA vy la prueba de Tukey
(tabla 3). El tratamiento T5: KISA 34 + KISA 71+ 25 %
(RF) presentd una disminucion significativa de fosforo
soluble en el suelo respecto al testigo quimico com-
pleto donde se presenté un mayor contenido de PO,
en el suelo. Estos resultados sugieren que la presencia
los inoculantes favorece la disponibilidad del P, debi-
do a la capacidad de solubilizacion de fosfatos bajo
condiciones de estrés salino (tabla 2), permitiendo que
la planta absorba este elemento en lugar de quedar
en el suelo como sucede en los tratamientos que no
presentan inoculacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion su-
gieren que los efectos negativos que la salinidad
produce en el desarrollo vegetal (Lazof & Bernstein,
1998; Munns, 2002; Parida & Das, 2005; Bui, 2013;
Shrivastava & Kumar, 2014; Pompeiano et al., 2014),
pueden mitigarse con el uso de microorganismos
como inoculantes, siendo esta una tecnologia al-
ternativa para mejorar la capacidad de tolerancia al
estrés salino en las plantas (Muscolo et al., 2003).

Conclusiones

Las cepas Bacillus amyloliquefaciens KISA 34 y Bacillus
subtilis KISA 71, aisladas de la rizésfera del pasto Pen-
nicetum clandestinum, tienen la capacidad de soportar
altas concentraciones de sal en condiciones in vitro
como in vivo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presen-
te ensayo se pudo determinar que la inoculacién con
Bacillus amyloliquefaciens KISA 34 vy Bacillus subtilis
KISA 71 promueve el crecimiento de P. clandestinum
bajo condiciones de estrés por salinidad.

Estas bacterias tienen miiltiples actividades como
PGPB facilitando la promocién del crecimiento y desa-
rrollo de P. clandestinum en presencia de inhibidores
del desarrollo como la sal, por lo que representan una
drea importante para investigaciones futuras.
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