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Resumen

Contexto: Algunos microorganismos estimulan el crecimiento de las plantas, por lo que en la investigacion
se trabajo con la diversidad bacteriana asociada al cultivo del trigo para seleccionar cepas promisorias para
su uso agricola.

Objetivo: Seleccionar de la diversidad bacteriana asociadas a plantas de trigo, cepas promisorias para
estimular el crecimiento de este cultivo.

Meétodos: Se aislaron bacterias desde la rizosfera y el interior de plantas de trigo (cultivares Cuba C 204 e |
399). Se caracteriz6 en condiciones in vitro su potencial para fijar nitrégeno, solubilizar nutrientes y su
actividad antagonista frente a Fusarium sp y Curvularia lunata. Se inocularon las cepas en semillas de trigo
en condiciones semicontroladas y se evalué su efecto sobre indicadores del crecimiento.

Resultados: Se aislaron diferentes microorganismos, dentro de ellos cuatro cepas categorizadas como
Bacillus, cuatro Azotobacter y dos como Azospirillum, segin su morfo-fisiologia. Todos estos
microorganismos fijaron nitrégeno atmosférico, y a excepcion de una cepa, solubilizaron nutrientes y
presentaron actividad antagonista frente a F. graminearum, F. chlamydosporum, F. oxysporum y C. lunata. Su
inoculacién en trigo demostré que es posible utilizar la diversidad bacteriana asociada a la especie vegetal
para estimular el crecimiento de plantulas de 21 dias de los cultivares Cuba C 204 e | 399.

Conclusiones: Asociados a las plantas de trigo existe una diversidad microbiana con potencial para estimular
el crecimiento en condiciones in vitro e in vivo, algunas de ellas promisorias para la obtencién de un nuevo
bioproducto de uso agricola que incremente el rendimiento del cultivo bajo las condiciones de Cuba.

Palabras clave: gramineas, microorganismos, biofertilizante.

Potentialities of the bacterial diversity associated to the wheat (Triticum
aestivum L..) to stimulate the growth of this vegetable species

Abstract

Context: Some microorganisms stimulate the growth of plants for what in the investigation was work with
bacteria diversity associated to wheat to select promissory strains for its agricultural use.

Objective: To select of the bacterial diversity associated to wheat plants, promissory strains to stimulate
the growth of this crop.

Methods: Bacterias were isolated from rhizosphere and inside of wheat plants (Cuba C 204 and | 399
cultivars). It was characterized under in vitro conditions their potential to fix nitrogen, solubilize nutritious
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and their antagonistic activity against Fusarium sp and Curvularia lunata. The strains were inoculated in
wheat seeds under semicontrolled conditions and their effect on indicators of the growth was evaluated.
Results: Different microorganisms were isolated, inside them four strains categorized as Bacillus, four
Azotobacter and two as Azospirillum, according to their morfo-physiology. All these microorganisms fixed
atmospheric nitrogen, and to exception of one strain, they solubilize nutritious and they presented
antagonistic activity against F. graminearum, F. chlamydosporum, F. oxysporum and C. lunata. Its
inoculation in wheat demonstrated that it is possible to use the bacterial diversity associated to the
vegetable species to stimulate the growth of 21 days plants of the cultivars Cuba C 204 and | 399.
Conclusions: Associated to the wheat plants exists a microbial diversity with potential to stimulate the
growth under in vitro and in vivo conditions, promissory some of them for the obtaining of a new
bioproduct for agricultural use that increase the crop yield in Cuba conditions.

Key words: gramineae, microorganims, biofertilizer.

Introduccion

Cuba invierte grandes sumas de dinero en la
importacion de granos para la alimentacion humana y
animal, con costos cada vez mas altos (Martinez et al.,
2016). Por esta razdn, el pais utiliza diferentes
estrategias para incrementar los rendimientos de este
tipo de cultivos, entre las que se incluye el aumento de
la superficie sembrada y el uso de variedades con un
mayor potencial de rendimiento; sin embargo, ain no
se alcanzan las producciones necesarias para satisfacer
la demanda de la poblacion. Una herramienta que
podria insertarse en esta tarea son las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), las que
pueden constituir principios activos de bioproductos
de uso agricola que se identifican como tecnologias
amigables con la salud del suelo y el medio ambiente
(Gonzélez & Fuentes, 2017).

El  microbioma de las plantas incluye a
microorganismos filosféricos, endéfitos y rizosféricos.
Dentro de él se insertan las PGPB, bacterias que
estimulan el crecimiento de los cultivos mediante la
activacion de mecanismos como la fijacion biol6gica
de nitrégeno, la solubilizacion de nutrientes, la
produccion de fitohormonas, el control de organismos
fitopatdgenos, entre otros (Yadav, 2017). Varias
investigaciones demuestran el efecto positivo de la
aplicacion de PGPB en trigo (Triticum aestivum L.)
(Alves et al., 2017). Sin embargo, en Cuba ninguno de
los biofertilizantes registrados es especifico para esta
especie  vegetal (Departamento de Suelos vy
Fertilizantes, 2018), lo que limita el uso en la préactica
de los microorganismos dentro de la agrotecnia
propuesta para este cultivo.

Como contribucién a la obtencion de un nuevo
bioproducto de uso agricola para el trigo en esta
investigacion se aislaron cepas bacterianas asociadas a
esta especie vegetal y de ellas se seleccionaron
microorganismos promisorios para estimular el
crecimiento del cultivo. De esta forma se demostr6
que asociados a las plantas de trigo existe una
diversidad microbiana con caracteristicas favorables
para constituir el principio activo de bioproductos de
uso agricola para esta especie vegetal.

2

Materiales y Métodos

Aislamiento y seleccién de microorganismos: se
utilizaron plantas de 30 dias de los cultivares de trigo
Cuba C 204 e | 399 y suelo rizosférico asociado a
estas. Las muestras se manipularon en el Laboratorio
de Conservacion de Bacterias del Departamento de
Recursos  Genéticos Microbianos y  Productos
Bioactivos, del Instituto de Investigaciones
Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de
Humboldt”, INIFAT. En el caso de las plantas, se
separaron fragmentos de 1 cm de raices, tallos y hojas,
que se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 4% y
se maceraron. La savia extraida se inoculd en los
medios de cultivo LGl semisélido (Cavalcante &
Ddbereiner, 1988) y Agar Nutriente (BIOCEN). Las
muestras de suelo (10 g) se disolvieron en 90 mL de
agua destilada estéril para realizar diluciones seriadas
(Madigan et al., 2018) que se inocularon en los
medios de cultivo Agar Nutriente (BIOCEN), Asbhy,
NFB y YMA (estos tres Gltimos semisolidos y citados
por Martinez et al., 2006). Tanto las muestras de savia
como de suelo antes de ser inoculadas en el medio de
cultivo Agar Nutriente se colocaron a 100 °C de
temperatura durante 10 minutos. La purificacion de
los microorganismos se realiz6 mediante siembras por
agotamiento en los mismos medios de cultivo
utilizados para el aislamiento. La temperatura de
incubacion oscilé entre 28 y 30 °C y el tiempo
dependi6 del medio de cultivo (24 horas para el Agar
Nutriente, 48-72 horas para los medios Asbhy y YMA
y 120 horas para el LGl y el NFB).

Se seleccionaron los microorganismos con las
caracteristicas morfo-fisiolégicas correspondientes a
los géneros Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium,
Gluconacetobacter 'y la clase Bacilli. Las
caracteristicas micromorfol6gicas y tintoriales se
verificaron mediante una tincién de Gram (Madigan et
al., 2018), en tanto la observacion de las colonias se
realiz6 en un  microscopio  estereoscépico
(CARLZEISS JENA, aumento de 10X). Los
microorganismos aislados en los medios de cultivo
NFB y YMA se inocularon, ademas, en los medios de
cultivo Rojo Congo para Azospirillum y YMA con
Rojo Congo (ambos citados por Martinez et al., 2006),
respectivamente. Como indicadores fisioldgicos a
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todos los aislados se les determiné la presencia de las
enzimas catalasa y citocromo oxidasa, el uso del
citrato como fuente de carbono y de glucosa segun la
prueba de crecimiento en el medio Kliger, la
capacidad de hidrolisis de almidon y gelatina, y la
motilidad (Harrigan & McCance, 1968). La
temperatura de incubacién siempre oscilo entre 28 y
30 °C.

Caracterizacion de los microorganismos como
estimuladores del crecimiento vegetal: se determind
la capacidad para fijar nitrogeno atmosférico de forma
cualitativa, a partir de los criterios de Baldani et al.
(2014). Para ello, las cepas se inocularon en el medio
de cultivo Asbhy (citado por Martinez et al., 2006)
carente de nitrogeno combinado y se evalué la
presencia 0 no de crecimiento bacteriano bajo estas
condiciones. EI medio de cultivo constituy6 el control
negativo. También se cuantificé el potencial de los
microorganismos para solubilizar de fosfato de calcio,
hierro y aluminio y potasio, a partir de la medicion
con un pie de rey (0.05 mm de error) del halo de
solubilizacion formado en el medio de cultivo
Pikosvkaya (citado por Martinez et al., 2006)
suplementado con estos nutrientes. Por dltimo, se
determind la actividad antagonista de las cepas
bacterianas ante Fusarium graminearum (cepa 3991),
Fusarium chlamydosporum (cepa 2022), Fusarium
oxysporum (cepa 3114) y Curvularia lunata (cepa
3835). Para ello se utiliz6 el método descrito por
Grobelak et al. (2014). Se usaron suspensiones
celulares en agua destilada estéril de las bacterias
donde estas presentaron una concentracion de 108
UFC mL™. Con 1 mL de la suspension se inocularon,
mediante una siembra a profundidad, 10 mL del
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)
(BIOCEN). Después de 4 horas, en el medio de
cultivo se colocd un disco de 7 mm de diametro de
cada una de las cepas de hongos, todas procedentes de
la Coleccion de Hongos de Cultivos Puros de Hongos
del INIFAT (Coleccion 853 de la Federacién Mundial
de Colecciones de Cultivos (WFCC)). Se incluy6 un
tratamiento testigo donde solamente se inocularon las
cepas fangicas. En todos los tratamientos se midi6 el
didmetro del micelio flngico (DM), con un pie de rey
(0,05 mm de error), a los 7 dias de incubacion y se
calculd el porcentaje de inhibicion micelial (IM) (IM
(%) = dmc—dt/dmc x 100, donde dmc: Didmetro del
micelio del control (testigos) y dt: Diametro del
micelio con los tratamientos). La temperatura de
incubacion oscilé entre 28 y 30 °C.

Evaluacion del efecto de la aplicacion de los
microorganismos en dos cultivares de trigo: el
estudio se realizo entre los meses de enero y marzo del
afio 2021. Se utilizaron semillas de trigo de los
cultivares Cuba C 204 e | 399, procedentes del Banco
de Germoplasma del INIFAT. Para el bioensayo se
usaron cepellones de 40 alveolos con suelo Ferralitico
Rojo Lixiviado, Gléyico y Nodular Ferruginoso (A.
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Hernandez et al., 2015). Las semillas de trigo se
desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio
al 4 % y se enjuagaron con abundante agua destilada
estéril antes de su siembra. Posteriormente, se
inocularon las cepas bacterianas de forma
independiente y por aspersion al suelo encima de la
semilla, a razén de 1 mL por alveolo de una
suspension celular en agua destilada estéril de una
concentracién microbiana de 10 8 UFC mL™. Se dio
seguimiento diario al crecimiento de las plantas
durante 21 dias, con riego y observacion de su estado
sanitario. Posteriormente, se extrajeron las plantulas y
se midieron los siguientes indicadores de crecimiento:
altura, didmetro del tallo, largo de la raiz, nimero de
hojas y masa fresca y seca de la planta. Para
determinar la altura y largo de la raiz se utiliz6 una
regla graduada, para el didmetro del tallo un pie de rey
(0,05 mm de error) y para la masa, una balanza DS
3K0.01S (0,01 g de error).

Disefio experimental y anélisis estadistico: todos los
ensayos se realizaron bajo un Disefio Completamente
Aleatorizado. En condiciones de laboratorio se
utilizaron cinco réplicas por cada cepa o tratamiento,
mientras que en el bioensayo se usaron 20 plantas para
cada tratamiento (cepas y testigo) en las dos réplicas
que se realizaron. Se utilizaron todas las mediciones
para el procesamiento estadistico, después de
comprobar que no existian diferencias entre una
réplica y otra. Se comprobd la normalidad y
homogeneidad de las varianzas de los resultados
obtenidos con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov,
Cochran C, Hartley y Bartlett, y posteriormente se
realizaron Andlisis de Varianza y se compararon las
medias mediante la Prueba de Rangos Multiples de
Duncan (5 % de probabilidad de error). Para el
procesamiento estadistico se usdé el programa
STATGRAPHICS Plus version 5.0.

Resultados y Discusion

A partir del muestreo que se realizé a las plantas de
trigo y el suelo asociado a estas se purificaron 40
microorganismos, obteniéndose 10 aislados méas desde
el cultivar Cuba C 204, con respecto al 1 399 y una
mayor representatividad de los microorganismos
purificados en el medio de cultivo NFB, aunque
también se destacé el medio Asbhy en el caso del
cultivar Cuba C 204. De estos microorganismos se
seleccionaron 10 por presentar las caracteristicas
morfo-fisiologicas que se describen para los géneros
Azotobacter, Azospirillum y Bacillus (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de los aislamientos de
microorganismos realizados desde fragmentos de
plantas de trigo (Triticum aestivum L.) y suelo
rizosférico asociado
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Migroorganismas aislados Microorganismos seleccionados

Cultivar Cuba Cultivar Cultivar Cuba Cultivar

Medio de cultivo __© 204 1399 C 204 1399
Asbhy 11 3 3 1
NFB 11 6 1 1
Agar Nutriente 1 3 1 3
LGI 0 0 0 0
YMA 2 3 0 0

Total 25 15 5 5

Por su asociacion con gramineas se destacan, entre
otras PGPB, los representantes de Bacillus,
Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia,
Pseudomonas, Clostridium y Gluconacetobacter (de
la Fé et al., 2015). Es por ello que el aislamiento se
dirigié6 a algunos de estos géneros con el uso de
medios selectivos recomendados para Azotobacter,
Azospirillum  (Martinez et al., 2006) vy
Gluconacetobacter (Cavalcante & Ddbereiner, 1988).
En el caso particular del grupo de los rizobios, aunque
histéricamente se han asociado a las leguminosas, en
los dltimos afios se demostrd su asociacion con
gramineas, cultivos donde puede ejercer con su
inoculacién un efecto positivo en el crecimiento (Vital
et al., 2015), de ahi que se incluyeran en la
investigacion.

El aislamiento de mas microorganismos asociados a
un cultivar con respecto a otro, evidenciado también
en este estudio, se debe a la compleja relacion entre la
planta y los microorganismos y a su especificidad,
donde la planta regula la poblacién microbiana
mediante cambios fisiolégicos y los exudados
radicales producidos durante su crecimiento y
liberados al medio circundante (Chinakwe et al.,
2019). Es por ello que aun cuando los cultivares
pertenezcan a la misma especie vegetal pueden tener
asociada un microbiota diferente.

Para la seleccion de los microorganismos se valoraron
sus  caracteristicas  morfo-fisiolégicas y  su
correspondencia con los géneros hacia donde se
dirigié la investigacién. En el caso del medio de
cultivo Asbhy se mantuvieron en el estudio los
aislados con colonias circulares, mucosas, beige-
traslicida, con células como bacilos cortos Gram
negativos, con una respuesta oxidasa y catalasa
positiva, caracteristicas que se corresponden con el
género Azotobacter (Brenner et al., 2005). Por su
parte, el criterio de seleccion para los
microorganismos aislados en el medio de cultivo NFB
fue una micromorfologia como bacilos cortos Gram
negativo, con colonias blancas, respuesta oxidasa y
catalasa positiva y que formaron colonias rojo
escarlata en el medio de cultivo Rojo Congo, todas
ellas caracteristicas tipicas del género Azospirillum
(Pifia et al., 2016). El otro grupo incluido en la
seleccion final fue Bacillus. Aunque su clasificacion
taxondmica es actualmente muy compleja, ya que no
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resulta suficiente la secuenciacion del gen 16 S rRNA
y se recomienda que se secuencien otros genes para
asignar la identidad a nivel de género y especie (Ruiz-
Sanchez et al., 2016), se consideran criterios primarios
de identificacion la respuesta positiva a la tincion de
Gram, la presencia de esporas y de la enzima catalasa
(Rojas et al., 2016), aspectos que coinciden con los
resultados de las pruebas realizadas a los
microorganismos purificados en el medio de cultivo
Agar Nutriente.

No se selecciond ningln aislado purificado en el
medio de cultivo YMA, ya que presentaron una
respuesta Gram positiva, alcalinizaron el medio de
cultivo con bromotimol azul, o absorbieron el
colorante  Rojo Congo, caracteristicas que no
coinciden con la descripcion del género Rhizobium
(J.L. Hern&ndez et al., 2012; Saldafia, 2017). Tampoco
se mantuvieron los microorganismos purificados en el
medio de cultivo LGI, ya que mostraron una respuesta
positiva ante la tincién de Gram o una coloracién
blanca en sus colonias, contrario a las caracteristicas
del género Gluconacetobacter donde se incluyen
bacilos cortos Gram negativos que forman colonias
amarillas-naranjas en el medio de cultivo LGI
(Cavalcante & Ddbereiner, 1988).

Las caracteristicas  morfo-fisiolégica de los
microorganismos seleccionados y su categorizacion a
partir de estos resultados se muestan en las Tablas 2 y
3. Se puede apreciar la diversidad que existe entre
ellos, aun cuando se trate de microorganismos
asociados a un mismo grupo taxondémico.

Las 10 cepas bacterianas aisladas desde el trigo que se
seleccionaron  por sus  caracteristicas morfo-
fisiologicas presentaron mecanismos directos de
estimulacién del crecimiento vegetal. La fijacion
biolégica de nitrogeno atmosférico fue una
caracteristica comuin, pues la totalidad de los
microorganismos creci6 en el medio de cultivo carente
de nitrogeno combinado. Ocho cepas solubilizaron
fosfato de calcio, tres fosfatos de hierro y una
solubilizé potasio, destacandose las cepas T10 y T12
de Azotobacter y T16 de Bacillus por solubilizar méas
de un nutriente (Tabla 4).

La capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico y
solubilizar fosfatos de cepas de los géneros
Azotobacter y Azospirillum se demostrd también en
los estudios de Pérez-Pazos & Sanchez (2017). Por su
parte, el potencial para la solubilizacion de fosfatos y
la FBN de Bacillus ha sido descrito en otras
investigaciones como la de Zahid et al. (2015) y
existen incluso referencias de estas caracteristicas para
cepas asociadas a gramineas como el maiz (Zea mays
L.) (Rojas et al., 2016).

Las cepas de bacterias aisladas desde trigo también
mostraron actividad antagonista. En la Fig. 1 se
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observan los resultados de los ensayos que se
realizaron con tres especies de Fusarium (F.
graminearum, F. chlamydosporum, F. oxysporum) y
C. lunata.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de los
microorganismos seleccionados, aislados desde los
cultivares Cuba C 204 e | 399 de trigo (Triticum
aestivum L.)

Cepa Micromorfologia  Forma Bordes Elevacion Consistencia  Color

Bacilo corto Ligeramente
T1 Gram negativo Irregular ~ Enteros Jevantada Seca Blanca
Bacilo corto
T3 Gram negativo Irregular  Enteros Plana Seca Blanca
Bacilo corto . .
T7 Gram negativo Circular  Enteros Convexa Mucosa Beige
T10 Bacilo corto Circular  Enteros Convexa Mucosa Trasllcida
Gram negativo
T11 Bacilo Gram Circular  Enteros Convexa Mucosa Traslicida
negativo
T12 Bacilo corto Circular  Enteros Convexa Mucosa Beige
Gram negativo
Bacilo largo, Ligeramente  Seca con
T13  encadenaGram  lrregular  Irregulares 9 P Blanca
o levantada granulos
positivo
Bacilo Gram
T14  positivo con Circular  Enteros Convexa Mucosa Beige
espora
Bacilo Gram . .
" Ligeramente Amarilla-
T15  positivo con Irregular  Enteros Seca
levantada blanca
espora
Bacilo Gram .
" Ligeramente ~ Seca con
T16  positivo con Irregular  Enteros Jevantada granulos Blanca

espora

Tabla 3.  Caracteristicas  fisiologicas vy
categorizacion propuesta de los microorganismos
seleccionados, aislados desde los cultivares Cuba C
204 e 1 399 de trigo (Triticum aestivum L.)

Categorizacion propuesta

Fisiologia

(e
2

Cepa  Ox Mot Gel Alm Cas Klig Cit RM

Azospirillum
T1
T3
T7
T10

Ti1

+ + +

Azotobacter

+ o+ o+ o+

T13 Bacillus
Ti4
T15

T16

+
o+
+

+ o+ o+t o+ o+ o+t
+ o+t o+

E T S I
E T S I

+

Nota: Ox: prueba de la oxidasa, Cat: prueba de la catalasa, Mot:
motilidad, Gel: hidrélisis de gelatina, Alm: hidroélisis de almidén,
Cas: hidrolisis de caseina, Klig: crecimiento modificando a
coloracion amarilla el medio de cultivo Agar Kliger, Cit: uso de
citrato como fuente de carbono, RM: prueba de Rojo Metilo
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Fig. 1. Actividad antagonista de los microorganismos seleccionados
aislados desde los cultivares Cuba C 204 e | 399 de trigo (Triticum
aestivum L.) ante cuatro especies fitopatégenos

Nota: Medias en la misma columna con letras distintas difieren
estadisticamente p (0,05). n=10

Tabla 4. Mecanismos directos de estimulacién del
crecimiento vegetal evaluados para las cepas
seleccionadas aislados desde los cultivares Cuba C
204 e 1 399 de trigo (Triticum aestivum L.)

Crecimiento en el
medio de cultivo

Solubilizacién (Halo cm)

Cepa Asbhy sin nitrégeno Calcio Hierro Aluminio Potasio
T1 + - - - -
T3 + 0,08
T7 + 0,12 - - -
T10 + - 01 - 0,1

Ti1 + 0,16 - - -

T12 + 0,09 01

Ti3 + 0,08 -

Ti4 + 0,18

Ti5 + 0,17 -

T16 + 0,10 01

Ante F. graminearum las 10 cepas presentaron
porcentajes de inhibicién micelial superior al 20%,
aunque se deben destacar las cepas T3 (Azospirillum)
y T16 (Bacillus) por sus resultados positivos, con un
porcentaje superior al 80%. F. chlamydosporum fue
también afectado por todas las bacterias, las que
inhibieron en alguna medida el crecimiento del hongo;
aunque se destacaron nuevamente los géneros
Azospirillum 'y Bacillus por su efectividad,
representados en el primer caso por la misma cepa T3
y en el segundo, por la cepa T13. Estas dos cepas
bacterianas sobresalieron también por su actividad
antagonista ante F. oxysporum, aunque la cepa T7 de
Azotobacter mostro también resultados relevantes. Sin
embargo, ante C. lunata no se destacaron ninguno de
los microorganismos anteriormente mencionados. En
este caso, las cepas T15 de Bacillus y T10 de
Azotobacter fueron las que alcanzaron los mayores

porcentajes de control (76,7 'y  80,1%,
respectivamente).
revistas.reduc.edu.cu/index.php/agrisost
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La cepa T11 de Azotobacter fue el microorganismo
con menor efecto antagonista ante las tres especies de
Fusarium, a pesar de que se habia destacado por sus
caracteristicas como fijador de nitrégeno vy
solubilizador de fosfato de calcio. Otro resultado
interesante del estudio fue el que aportd la cepa T1 de
Azospirillum, la que estimulé el crecimiento de C.
lunata, de ahi que el porcentaje de inhibicion micelial
fue negativo. Un aspecto que llamo la atencién es que
del mismo género bacteriano hay cepas que presentan
actividad antagonista ante una especie fitopatdgena y
otras que no, lo cual demuestra la especificidad de esta
interaccion bacteria-hongo, ya que el efecto no se
garantiza por el género en si, sino por la cepa.
Resultado similar obtuvo Rojas et al. (2017), donde a
pesar de que la mayor parte de las cepas de Bacillus
que utiliz6 mostraron un porcentaje de inhibicion
micelial ante F. oxysporum superior al 80%, otras no
presentaron actividad o controlaron el crecimiento
fangico solamente entre un 20 y 40%.

Las investigaciones de Ruiz-Sanchez et al. (2016)
demostraron que especies de Bacillus, particularmente
B. subtilis inhibian el crecimiento de C. lunata entre
un 59-78 %, en dependencia de la cepa. Rojas et al.
(2017), por su parte, comprobaron que diferentes
cepas de este género bacteriano tienen actividad ante
F. oxysporum y F moniliforme, con un porcentaje de
inhibicion micelial para la mayor parte de las cepas
superior al 80 %. B. subtilis, en el estudio de
Mahmoud (2016), limité de forma significativa el
crecimiento de F. graminearum. También existen
referencias del potencial antagonista de Bacillus ante
C. lunata con porcentajes de inhibicién micelial entre
20 y 70%, en dependencia de la especie (Toledo-
Hernandez et al., 2021). Estos resultados son similares
a los que mostraron algunas de las cepas de Bacillus
en la presente investigacion, por lo que esta corrobora
el potencial antagonista de este grupo bacteriano.

Dentro de los mecanismos que contribuyen al control
bioldgico del género Bacillus se incluyen la
produccion de sustancias antimicrobianas como
bacterocinas, surfactinas, iturinas y fegicina (esta
Gltima con efecto sobre Fusarium), la competencia y
la colonizacién, donde intervienen aspectos como la
formaciéon de biopeliculas y la producciéon de
sideréforos, asi como la produccion de enzimas liticas
como quitinasas, proteasas y glucanasas y compuestos
volatiles como aldehidos y cetoinas (Villarreal-
Delgado et al., 2017; Cesa-Luna et al., 2020; Pedraza
et al., 2020). Cualquiera de estos mecanismos 0 su
combinacién pudo provocar la respuesta de las cepas
de Bacillus ante los patégenos en estudio.

Aunque los géneros Azospirillum y Azotobacter son
mas conocidos por sus caracteristicas como fijadores
de nitrogeno y productores de fitohormonas (Pérez-
Pazos & Sanchez, 2017; Vega-Celedon et al., 2016),
también se ha demostrado en otras investigaciones su
potencial antagonista. J. J. Herndndez et al. (2015)
comprobaron que cepas de Azospirillum tenian accion
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antagonista ante Fusarium sp y Sclerotium sp, en tanto
para Azotobacter, se demostrd la capacidad de
producir sider6foros como aminochelin, azotochelin,
protochelin y azotobactin con efecto ante patdégenos
como F. oxysporum.

La inoculacion de las cepas bacterianas en los
cultivares Cuba C 204 e | 399 de trigo demostré la
posibilidad de incrementar el valor de indicadores del
crecimiento con la aplicaciéon de microorganismos,
aunqgue la respuesta de la planta dependié del cultivar.
El nimero de hojas y el diametro del tallo no
respondieron a la inoculacion, al no presentar
diferencias significativas entre los tratamientos
Testigo e inoculados, al igual que la masa fresca de las
plantas para el cultivar | 399 (Tablas 5y 6).

En el cultivar 1 399 las cepas T11 y T14 estimularon
la altura de la planta y el largo de la raiz,
respectivamente, en tanto la masa seca de la planta se
incremento con la aplicacién ademas de las cepas T3,
T10y T13. Sin embargo, sobre el cultivar Cuba C 204
el efecto de la aplicacién de los microorganismos fue
més marcado ya que se destacaron méas cepas. En este
caso, los indicadores con mayor respuesta a la
aplicacion fueron la altura y la masa fresca de la
planta, ambos influenciados por la presencia en la
interaccion planta-microorganismo de cinco de los
siete microorganismos utilizados (T3, T7, T10, T11y
T13 para la altura de la planta y T1, T3, T7, T1ly
T12 para la masa fresca de las plantas). Se destacaron
en este cultivar las cepas T3, T7 y T1l1 que
estimularon ambos indicadores y en particular la T11,
cuya aplicacion aumentd también la longitud de la raiz
y la masa seca de la planta.

En los ensayos se comprobé que la cepa aislada de un
cultivar no es necesariamente efectiva como
estimulador del crecimiento en este material vegetal.
Por ejemplo, la cepa T14, que se destacd en el cultivar
I 399, es un Bacillus endofito aislado previamente del
cultivar Cuba C 204, en tanto la cepa T3, que
incremento indicadores del crecimiento en el cultivar
Cuba C 204, es un Azospirillum aislado de tallos del
cultivar I 399.

La presencia de mecanismos de estimulacion del
crecimiento en Azospirillum, Azotobacter y Bacillus
se discutié anteriormente. En cuanto a la efectividad
de estos géneros en interaccion con el cultivo del
trigo, Alves et al. (2017) demostraron que la
inoculacion de esta especie vegetal con Azospirillum
incrementa el peso de las plantas, tal y como sucedié
para la cepa T3 y el cultivar Cuba C 204. En otros
estudios, la aplicacion de compost y micorrizas
combinados con  Azotobacter y  Bacillus,
respectivamente, también incrementd el rendimiento
del trigo en campo (Andrade et al., 2021). Estas
referencias incrementan el valor practico de los
resultados alcanzados, ya que las cepas mas efectivas
en interaccion con las plantas, podrian mantener este
efecto estimulador del crecimiento también en
condiciones de produccioén.
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Ante F. graminearum las 10 cepas presentaron
porcentajes de inhibicion micelial superior al 20%,
aunqgue se deben destacar las cepas T3 (Azospirillum)
y T16 (Bacillus) por sus resultados positivos, con un
porcentaje superior al 80%. F. chlamydosporum fue
también afectado por todas las bacterias, las que
inhibieron en alguna medida el crecimiento del hongo;
aunque se destacaron nuevamente los géneros
Azospirillum y Bacillus por su efectividad,
representados en el primer caso por la misma cepa T3
y en el segundo, por la cepa T13. Estas dos cepas
bacterianas sobresalieron también por su actividad
antagonista ante F. oxysporum, aunque la cepa T7 de
Azotobacter mostré también resultados relevantes. Sin
embargo, ante C. lunata no se destacaron ninguno de
los microorganismos anteriormente mencionados. En
este caso, las cepas T15 de Bacillus y T10 de
Azotobacter fueron las que alcanzaron los mayores
porcentajes de control (76,7 'y  80,1%,
respectivamente).

La cepa T11 de Azotobacter fue el microorganismo
con menor efecto antagonista ante las tres especies de
Fusarium, a pesar de que se habia destacado por sus
caracteristicas como fijador de nitrogeno vy
solubilizador de fosfato de calcio. Otro resultado
interesante del estudio fue el que aport6 la cepa T1 de
Azospirillum, la que estimulé el crecimiento de C.
lunata, de ahi que el porcentaje de inhibicion micelial
fue negativo. Un aspecto que llamo la atencién es que
del mismo género bacteriano hay cepas que presentan
actividad antagonista ante una especie fitopatogena y
otras que no, lo cual demuestra la especificidad de esta
interaccion bacteria-hongo, ya que el efecto no se
garantiza por el género en si, sino por la cepa.
Resultado similar obtuvo Rojas et al. (2017), donde a
pesar de que la mayor parte de las cepas de Bacillus
que utilizd mostraron un porcentaje de inhibicion
micelial ante F. oxysporum superior al 80%, otras no
presentaron actividad o controlaron el crecimiento
fangico solamente entre un 20 y 40%.

Las investigaciones de Ruiz-Sanchez et al. (2016)
demostraron que especies de Bacillus, particularmente
B. subtilis inhibian el crecimiento de C. lunata entre
un 59-78 %, en dependencia de la cepa. Rojas et al.
(2017), por su parte, comprobaron que diferentes
cepas de este género bacteriano tienen actividad ante
F. oxysporum y F moniliforme, con un porcentaje de
inhibicion micelial para la mayor parte de las cepas
superior al 80 %. B. subtilis, en el estudio de
Mahmoud (2016), limité de forma significativa el
crecimiento de F. graminearum. También existen
referencias del potencial antagonista de Bacillus ante
C. lunata con porcentajes de inhibicién micelial entre
20 y 70%, en dependencia de la especie (Toledo-
Hernandez et al., 2021). Estos resultados son similares
a los que mostraron algunas de las cepas de Bacillus
en la presente investigacion, por lo que esta corrobora
el potencial antagonista de este grupo bacteriano.
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Dentro de los mecanismos que contribuyen al control
biolégico del género Bacillus se incluyen la
produccion de sustancias antimicrobianas como
bacterocinas, surfactinas, iturinas y fegicina (esta
Gltima con efecto sobre Fusarium), la competencia y
la colonizacion, donde intervienen aspectos como la
formacién de biopeliculas y la produccion de
sider6foros, asi como la produccién de enzimas liticas
como quitinasas, proteasas y glucanasas y compuestos
volatiles como aldehidos y cetoinas (Villarreal-
Delgado et al., 2017; Cesa-Luna et al., 2020; Pedraza
et al.,, 2020). Cualquiera de estos mecanismos 0 su
combinacién pudo provocar la respuesta de las cepas
de Bacillus ante los patégenos en estudio.

Aunque los géneros Azospirillum y Azotobacter son
mas conocidos por sus caracteristicas como fijadores
de nitrégeno y productores de fitohormonas (Pérez-
Pazos & Sanchez, 2017; Vega-Celedo6n et al., 2016),
también se ha demostrado en otras investigaciones su
potencial antagonista. J. J. Herndndez et al. (2015)
comprobaron que cepas de Azospirillum tenian accion
antagonista ante Fusarium sp y Sclerotium sp, en tanto
para Azotobacter, se demostré la capacidad de
producir sider6foros como aminochelin, azotochelin,
protochelin y azotobactin con efecto ante patégenos
como F. oxysporum.

La inoculacion de las cepas bacterianas en los
cultivares Cuba C 204 e | 399 de trigo demostré la
posibilidad de incrementar el valor de indicadores del
crecimiento con la aplicacion de microorganismos,
aunque la respuesta de la planta dependi6 del cultivar.
El ndmero de hojas y el didmetro del tallo no
respondieron a la inoculacién, al no presentar
diferencias significativas entre los tratamientos
Testigo e inoculados, al igual que la masa fresca de las
plantas para el cultivar | 399 (Tablas 5y 6).

En el cultivar | 399 las cepas T11 y T14 estimularon
la altura de la planta y el largo de la raiz,
respectivamente, en tanto la masa seca de la planta se
incremento con la aplicacién ademas de las cepas T3,
T10y T13. Sin embargo, sobre el cultivar Cuba C 204
el efecto de la aplicacion de los microorganismos fue
méas marcado ya que se destacaron mas cepas. En este
caso, los indicadores con mayor respuesta a la
aplicacion fueron la altura y la masa fresca de la
planta, ambos influenciados por la presencia en la
interaccion planta-microorganismo de cinco de los
siete microorganismos utilizados (T3, T7, T10, T11y
T13 para la altura de la planta y T1, T3, T7, T1ly
T12 para la masa fresca de las plantas). Se destacaron
en este cultivar las cepas T3, T7 y T11 que
estimularon ambos indicadores y en particular la T11,
cuya aplicacion aumenté también la longitud de la raiz
y la masa seca de la planta.

En los ensayos se comprobd que la cepa aislada de un
cultivar no es necesariamente efectiva como
estimulador del crecimiento en este material vegetal.
Por ejemplo, la cepa T14, que se destacd en el cultivar
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1 399, es un Bacillus endofito aislado previamente del
cultivar Cuba C 204, en tanto la cepa T3, que
incremento indicadores del crecimiento en el cultivar
Cuba C 204, es un Azospirillum aislado de tallos del
cultivar 1 399.

La presencia de mecanismos de estimulacion del
crecimiento en Azospirillum, Azotobacter y Bacillus
se discutid anteriormente. En cuanto a la efectividad
de estos géneros en interaccion con el cultivo del
trigo, Alves et al. (2017) demostraron que la
inoculacién de esta especie vegetal con Azospirillum
incrementa el peso de las plantas, tal y como sucedio
para la cepa T3 y el cultivar Cuba C 204. En otros
estudios, la aplicacion de compost y micorrizas
combinados con  Azotobacter y  Bacillus,
respectivamente, también incrementd el rendimiento
del trigo en campo (Andrade et al., 2021). Estas
referencias incrementan el valor practico de los
resultados alcanzados, ya que las cepas mas efectivas
en interaccién con las plantas, podrian mantener este
efecto estimulador del crecimiento también en
condiciones de produccién.

Tabla 5. Indicadores del crecimiento en plantas de
trigo (Triticum aestivum L.) cultivar | 399, con y sin

la aplicacion de bacterias promotoras del

crecimiento vegetal

Tratamiento Altura de la Largo de la Numero de Diametro del Masa Masa seca

planta (cm) raiz (cm) hojas tallo (mm) fresca () (9)

T1 32,83b 3,77 cd 3 0,2 0,91 0,02e
T3 34,39 ab 35d 3 0,2 1 0,03 abc
T7 35,0ab 4,03 bed 3 0,2 1 0,02 bede
T10 34,82ab 4,05 be 3 0,2 0,99 0,04a
Ti1 36,la 4,16 be 3 0,2 0,99 0,03ab
Ti2 34,42 ab 3,8lcd 3 0,2 0,96 0,03 abed
Ti3 34,49 ab 4,54 ab 3 0,2 0,96 0,03ab
Ti4 32,86 b 476a 3 0,2 1 0,04a
Ti5 33,87ab 4,51ab 3 0,2 0,98 0,02 cde
Ti6 34,01ab 4,03 bed 3 0,2 0,98 0,03 abed

TESTIGO 33,49 ab 4,17 be 3 0,2 0,95 0,02 de

Esx 1,1358 0,201 0,0000 ns 0,060 ns 0,0452 ns 0,0034

Nota: Medias en la misma columna con letras distintas difieren
estadisticamente p (0,05). n=30

Tabla 6. Indicadores del crecimiento en plantas de
trigo (Triticum aestivum L.) cultivar Cuba C 204,
con y sin la aplicacién de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal

Longitud
dela

Masa

Altura de la Nimero  Diémetrodel  Masa seca

Tratamiento planta (cm) raiz (cm) de hojas___tallo (mm) fresca(g)  (9)
1,25 0,02
T1 33,47 cd 3,15f 3 0,2 a d
1,14 0,03
T3 36,74a 4,17 def 0,2 ab abc
0,03
T7 36,06 ab 3,79ef 0,2 1,11ab abed

T10 35,55 be 4,59 bede 0,22 1,08 be 0,02d

T11 35,58 be 5,65 ab 0,22 1,11ab 0,04a

0,02

T12 34,23 abcd 0.20 1.09b bed

T13 34,72 abc 5,04 bed 0,22 1,04 be 0,02 cd

0,03

T4 33,59 bed 6,49 a 0,22 1,02 be abed

T15 3291cd 5,58 abc 0.20 0,98 be 0,03 ab

0,02
abcd
0,02
bed

3
3
3
3
4,61 bede 3
3
3
3
3

T16 33,8 bed 5,37 be 0,2 1,01 be

TESTIGO 31,37d 4,50 cde 3 02 093¢

Esx 1,0371 0,3934 ns 0.000 ns 0.0542 0.0042

Nota: Medias en la misma columna con letras distintas difieren
estadisticamente p (0,05). n=30
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Conclusiones

Asociados a las plantas de trigo existe una diversidad
microbiana donde se incluyen representantes de los
géneros Azotobacter, Azospirillum y Bacillus con
potencial para fijar nitrégeno atmosférico, solubilizar
nutrientes y con actividad antagonista ante Fusarium
graminearum, Fusarium chlamydosporum, Fusarium
oxysporum y Curvularia lunata. Algunas de estas
cepas tienen ademas efecto estimulador del
crecimiento en interaccién con los cultivares de trigo
Cuba C 204 e | 399, por lo que son promisorias para la
obtencién de un nuevo bioproducto de uso agricola
que estimule el rendimiento de esta especie vegetal
bajo las condiciones de Cuba.
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