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RESUMEN

El cultivo in vitro se ha utilizado para conservar especies vegetales como el
ajo (Allium sativum L.). En el Banco de Germoplasma del INIFAT se ha obser-
vado que accesiones contaminadas con bacterias tienen con mayor frecuen-
cia bulbos mas desarrollados. En el presente trabajo se estudiaron bacterias
aisladas desde bulbos de ajo. Se purificaron 19 aislados bacterianos proce-
dentes del medio de cultivo y del interior del material vegetal. Seis de ellos
mostraron potencial para realizar la fijacion bioldgica de nitrégeno atmosfé-
rico segun su crecimiento en medios de cultivo semisdlidos carentes de este
nutriente. Ninguno de estos microorganismos diazétrofos solubilizé potasio
ni presento capacidad celulolitica. Sin embargo, todos solubilizaron fosfatos
inorganicos en el medio de cultivo. Su aplicacién sobre semillas de tomate
(Solanum lycopersicum L.) y rdbano (Raphanus sativus L.) estimulé la germi-
nacion de la semilla y el crecimiento de la plantula. Con esta bacteria pro-
motora del crecimiento vegetal se podrian proyectar nuevas investigaciones
para probar su efecto como estimulador del crecimiento de plantas de ajo
en cultivo in vitro y en condiciones de produccién.

Palabras clave: microorganismos, propagacién vegetativa, biotecnologia

ABSTRACT

Slow growth conditions have been used for storage vegetables species like garlic
(Allium sativum L.). In the Germplasm Bank of INIFAT it has been observed that
accessions contaminated with bacteria most often have a vigorous bulblet develo-
pment. It promoted that bacteria isolates from those garlic bulblets were studied.
Nineteen bacterial isolates were purified from culture medium and inside the plant.
Six of them showed potential to carry out biological fixation of atmospheric nitro-
gen because growth in culture medium without this nutrient. None of these diazo-
troph microorganisms solubilized potassium or presented cellulolitic capacity.
Nevertheless, all of them solubilized inorganic phosphates in culture medium. To-
mato (Solanum lycopersicum L.) and radish (Raphanus sativus L.) seeds, imbibed
this isolates, increased their germination and plantlets growth. It suggests that
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they could produce hormones that promote plant growth. The isolate called, “Garlic 6” had the best response. It was
characterized by morphological and physiologic-biochemical parameters. More studies must be developed about this
plant growth promoting bacteria (PGPB) to prove its effect improving garlic plant response to in vitro techniques and

field conditions.

Keywords: microorganisms, vegetative propagation, biotechnology.

INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) es una especie vegetal muy
apreciada para fines culinarios y medicinales debido a
sus contenidos de minerales y vitaminas. Se caracteri-
za por poseer una reproduccidén agdmica, con una pro-
pagacion a partir de bulbillos (Parra et al., 2014).

El cultivo in vitro es una herramienta biotecnoldgica
que se puede emplear para minimizar las dificultades
gue presentan los cultivos en su propagacion y para la
conservacion de especies vegetales valiosas. Es una
técnica que permite la propagacion clonal de las espe-
cies, incrementa de forma rapida el numero de indivi-
duos y posibilita el establecimiento de un banco de
germoplasma con plantas libres de enfermedades. En
algunas ocasiones, reduce incluso el tiempo de propa-
gacion (Idancochea et al., 2018).

En los protocolos para establecer cultivos in vitro se
utilizan diferentes hormonas como el dcido indol acéti-
co (AlA), la bencil-aminopurina (BAP) y el acido indol-
butirico (AIB) (Idancochea et al., 2018). Este tipo de
compuestos también pueden ser liberados por algunos
microorganismos (Vega et al., 2016). La produccién de
fitohormonas, de conjunto con la fijacion biolégica de
nitrégeno, la solubilizacién de nutrientes, la interven-
cion de la sintesis de etileno y la produccion de com-
puestos con actividad antagdnica frente a organismos
fitopatdgenos, son mecanismos de estimulacion del
crecimiento de las rizobacterias promotoras del creci-
miento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés), que
afectan de manera positiva el desarrollo de las plantas
(Palacio et al., 2016).

A pesar de la asepsia del cultivo in vitro, pueden
proliferar, asociados al material vegetal, bacterias en-
ddfitas (Bedoya et al., 2016). Esta investigacion tiene
como objetivo evaluar la actividad promotora del cre-
cimiento vegetal de diferentes aislados bacterianos
procedentes de clones de ajo conservados in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de los microorganismos

Para el aislamiento de los microorganismos se utilizaron
19 clones de ajo conservados en el Banco de  Germo-
plasma del Instituto de Investigaciones Fundamentales en
Agricultura Tropical “Alejandro de Humboldt” (INIFAT), en
su seccién de Cultivo in vitro (Tabla 1).

Tabla 1. Clones de ajo del INIFAT utilizados en la investigacion
Table 1: INIFAT garlic clones used in the research

No Codificacion
1 8.1
2 8
3 10
4 4
5 7
6 6

7 1
8 14.2
9 15.8
10 15.3
11 18
12 15.7
13 15
14 11
15 26
16 2
17 154
18 VCV
19 8

Se tomaron muestras de la plantula y del medio de
cultivo circundante a ésta. Para el caso del material
vegetal, secciones de aproximadamente 5 mm se em-
bebieron en una solucién de hipoclorito de sodio al
10 % durante 10 minutos. Posteriormente se enjuaga-
ron con abundante agua destilada estéril y se macera-
ron con el empleo de un mortero estéril. La savia ex-
traida se inoculd en el medio de cultivo Agar Nutritivo
(BIOCEN, 2013). Una vez que se mostrd crecimiento
bacteriano se purificaron los aislados, para lo que se
empled el mismo medio de cultivo de aislamiento.
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Seleccion de los microorganismos por sus caracteris-
ticas estimuladoras del crecimiento vegetal

Potencial de fijacion biolégica de nitrogeno

Los aislados purificados se inocularon tres veces
consecutivas en el medio de cultivo Asbhy semisélido
carente de nitrégeno (Martinez et al., 2006). Se consi-
derd que el microorganismo fijaba nitrégeno atmosfé-
rico (diazétrofo) si mantenia su crecimiento durante
todo el ensayo (Pérez et al., 2014).

Solubilizacion de nutrientes

Se evalud la capacidad de solubilizar fosfatos para los
microorganismos diazétrofos, tomando como criterio la
formacién de un halo de solubilizacién en el medio de
cultivo. Se empled el medio Pikovskaya suplementado
con fosfato tricdlcico (Martinez et al., 2006). El indice
de solubilizacidn (IS) se calculé mediante la férmula IS=
Didmetro de la colonia+ halo de solubilizacidon/
diametro de la colonia (Edi-Premono et al. 1996).

Produccion de sustancias estimuladoras del creci-
miento vegetal

Se evalud de forma indirecta, a partir del efecto de
los microorganismos sobre la germinacién de la semi-
lla y el crecimiento de plantulas de tomate (Solanum
lycopersicum L.) (variedad T 60) y de rabano
(Raphanus sativus L.) (variedad INIFAT C-88). Para el
ensayo se emplearon placas Petri de 150 mm de dia-
metro esterilizadas en autoclave con un disco de pa-
pel de filtro en su interior. El papel de filtro se hume-
decidé con agua destilada estéril antes de colocar las
semillas. Se utilizaron 50 semillas por placa y cuatro
placas por cada tratamiento.

Las semillas se embebieron, durante 10 minutos en
una suspension celular en agua destilada estéril de los
aislados bacterianos con una concentracién de 108
UFC.mL™ de cada uno de ellos. El tratamiento testigo
consistio en la incorporacion de agua destilada estéril.
Como control positivo en el ensayo se utilizaron tres
cepas de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal conservadas en la Coleccidn de Bacterias Be-
neficiosas del INIFAT, pertenecientes a las especies
Azotobacter chroococcum (cepa INIFAT-12), Glucona-
cetobacter diazotrophicus (cepa INIFAT Gd-42) y Baci-
llus megatherium (cepa INIFAT Bm 1l1).

Las semillas se mantuvieron en estas condiciones
por periodos de 5 dias para el rabano y 10 dias para el
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tomate. La germinacion de la semilla de rabano se
evalud a los dos, tres y cuatro dias posteriores a la
aplicaciéon de los cultivos microbianos. En el caso del
tomate las evaluaciones se extendieron hasta los cin-
co y siete dias. Al finalizar el periodo de estudio, se
midié la longitud de la radicula (cm) y la longitud del
hipocétilo (cm), utilizando un pie de Rey con un mar-
gen de error de 0,05 mm.

Con los datos obtenidos se calcularon los siguientes
indicadores:

- Porcentaje de germinacion G% = (No de semillas germi-
nadas X 100)/total de semillas utilizadas) (Gholami et al.,
2009).

- indice de vigor IV = (Longitud de radicula + longitud de
hipocétilo) X % germinacién) (Gholami et al., 2009).

- indice de germinacién Gl = $(Gt/Tt) (Gt: nimero de se-
millas germinadas en el dia t. Tt: tiempo desde el inicio
del experimento) (Moeinzadeh et al., 2010).

- Velocidad de germinacion GR = $Ni/STiNi (Ni: nimero
de nuevas semillas germinadas en el tiempo Ti)
(Moeinzadeh et al., 2010).

En el experimento se utilizd un disefio Completa-
mente Aleatorizado. Los datos se procesaron estadis-
ticamente comparandose las diferencias entre las
medias. Se empled una prueba de Rangos Multiples
de Duncan con un 5 % de error, previa comprobacion
de la normalidad de los datos y la homogeneidad de
las varianzas segun las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov, Cochran C, Hartley y Bartlett. Se empled
para ello el programa STATGRAPHICS Plus version 5.0.

Caracterizacion morfoldgica y fisiologica-bioquimica
del aislado seleccionado por su potencial estimula-
dor del crecimiento vegetal

Entre los microorganismos que favorecieron el creci-
miento vegetal se selecciond el de mayor efecto, el
que se caracterizd mediante indicadores morfolégicos
y fisiolégico-bioquimicos. Lo anterior se realizé a partir
de la descripcion cultural de las colonias, la micro-
morfologia (tincidon de Gram), la determinacién de la
presencia de las enzimas catalasa y superdxido dismu-
tasa, la utilizacion del citrato como fuente de carbono,
la hidrdlisis de proteinas (almidon, gelatina), el uso de
la glucosa mediante la prueba del medio Kligler, asi
como la produccion de indol a partir del triptéfano y la
prueba de Rojo de Metilo. Se utilizaron las referencias
descritas por Harrigan y Mc Cance (1968).
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RESULTADOS

A partir de los clones de ajo mantenidos bajo condi-
ciones de cultivo in vitro se purificaron 19 aislados
bacterianos, de ellos el 10,5% procedentes del bulbo
interior; el 5,2% procedentes de la raiz interior; el
5,2% de la raiz macerada; el 5,2% del bulbo macerado
y el 73,7% procedente del medio de cultivo (Tabla 2).

Tabla 2. Microorganismos aislados a partir de clones de
ajos mantenidos bajo condiciones de cultivo in vitro

Table 2: Microorganisms isolated from garlic clones main-
tained under in vitro culture conditions
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De los 19 microorganismos purificados, solo el 31%
mostré resultados positivos para la fijacion bioldgica
de nitrégeno atmosférico (FBN) (Tabla 3). Todos los
microorganismos diazétrofos aislados mostraron una
respuesta positiva en cuanto a solubilizacién de fosfa-
tos en el medio de cultivo (Fig. 1). Sin embargo, estos
resultados son preliminares, se deben realizar otros
experimentos para corroborar esta hipotesis.

Tabla 3. Capacidad FBN por parte de los microorganismos
aislados de clones de ajo conservados en condiciones de
cultivo in vitro

Table 3: FBN capacity by microorganisms isolated from
garlic clones preserved under in vitro culture conditions.

Codigo del .
. : Procedencia
microorganismo - - Cadigo del Crecimiento durante tres
81 Bulbo interior microorganismo inoculaciones consecutivas
8 Bulbo interior 8.1 -
10 Raiz interior 8 -
4 Raiz macerada 10 -
6 Bulbo macerado 4 -
7 Medio de cultivo 6 +
1 Medio de cultivo 7 B
14.2 Medio de cultivo 1 )
15.8 Medio de cultivo 14.2 *
. X 15.8 +
15.3 Medio de cultivo
15.3 +
18 Medio de cultivo 18
15.7 Medio de cultivo 15.7
15 Medio de cultivo 15
11 Medio de cultivo 11
26 Medio de cultivo 26 _
2 Medio de cultivo 2 -
15.4 Medio de cultivo 15.4 -
VeV Medio de cultivo VCV -
8 Medio de cultivo 8
— 35 o
S 34
7]
§ 25
'_g 2 - m48 horas
E 15 @72 horas
o 14
o
o 0.5 4
T 0 : , :
142 153 15 ] 15.8 11
Aislados

Figura 1. Solubilizacion de fosfatos por parte de bacterias diazdtrofas aisladas en interaccion con clones de ajo manteni-

dos bajo condiciones de cultivo in vitro

Figure 1. Phosphate solubilization by isolated diazotrophic bacteria in interaction with garlic clones maintained under in

vitro culture conditions
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Numerosos autores complementan los resultados Al aplicar estos microorganismos que presentaron
de medio sdélido con ensayos en medio liquido para caracteristicas de promocién del crecimiento vegetal
corroborar la capacidad de las bacterias en cuanto a sobre semillas de tomate y rabano se obtuvieron dife-
la solubilizacién de diferentes fuentes de P (Bashan et rentes efectos en los indices de germinacion. Para el
al., 2013; Almenares-Casanova et al., 2020). caso del tomate se destacaron los aislados codificados

como 15.3, 15y 6. Para el rdbano sobresalen los aisla-
dos 14.2, 15.3 y 6 (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de microorganismos aislados en interaccion con clones de ajo mantenidos bajo condiciones de cultivo in
vitro sobre indicadores de germinacion

Table 4: Effect of isolated microorganisms in interaction with garlic clones maintained under in vitro culture conditions on
germination indicators

Tomate (Solanum lycopersicum L.). Variedad T-60.

i Velocidad ;
Tratamiento Germinacion (%) Indice de germinacion Indice vigor
de germinacion
14.2 96,0 a 55,33 a 0,56 a 1080,35 ab
15.3 95,3a 55,88 a 0,59 a 969,04 bc
15 94,0 a 50,17 ab 0,61a 1092,11a
6 94,7 a 55,67 a 0,66 a 1093,23 a
15.8 92,7 a 50,39 ab 0,63 a 1014,51 abc
11 92,0a 54,17 ab 0,66 a 975,9 bc
A.chroococcum 92,7 a 55,22 a 0,69 a 1020,01 abc
B. megatherium 94,0a 47,83 bc 0,60 a 1004,07 abc
G. diazotrophicus 95,3a 55,11a 0,66 a 1054,85 abc
Testigo 90,7 a 41,05 ¢ 0,59a 960,9 ¢
Esx 2,160 2,409 0,047 38,561

Rabano (Raphanus sativus L.). Variedad INIFAT C-88.

) Velocidad )
Tratamiento Germinacion (%) Indice de germinacion Indice vigor
de germinacion

14.2 41,3 ab 31,89 ab 0,79 a 178,14 bc

15.3 44,7 ab 31,78 a 0,79 a 195,08 bc

15 64,0a 46,83 ab 0,69 a 363,65 ab

6 69,0 a 55,11 a 0,61a 427,93 a

15.8 49,3 ab 33,22 ab 0,62 a 153,93 bc
11 50,7 ab 37,5 ab 0,78 a 349,53 abc

A.chroococcum 63,3 ab 45,22 ab 0,66 a 349,53 ab
B. megatherium 52,0 ab 32,56 ab 0,68 a 241,44 abc
G. diazotrophicus 58,6 ab 41,17 ab 0,74 a 219,46 abc

Testigo 22,33 b 24,28 b 0,62 a 120,71 ¢c

Esx 14,082 10,343 0,066 75,660

Nota: Medias con letras distintas difieren segtin prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5% de significacion.
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Tabla 4. Efecto de microorganismos aislados en interaccidén con clones de ajo mantenidos bajo condiciones de cultivo in
vitro sobre indicadores de germinacion

Table 4: Effect of isolated microorganisms in interaction with garlic clones maintained under in vitro culture conditions on
germination indicators

Tomate (Solanum lycopersicum L.). Variedad T-60.

) Velocidad )
Tratamiento Germinacion (%) Indice de germinacion Indice vigor
de germinacion
14.2 96,0a 55,33 a 0,56 a 1080,35 ab
15.3 95,3a 55,88 a 0,59a 969,04 bc
15 94,0a 50,17 ab 0,61la 1092,11a
6 94,7 a 55,67 a 0,66 a 1093,23 a
15.8 92,7a 50,39 ab 0,63 a 1014,51 abc
11 92,0a 54,17 ab 0,66 a 975,9 bc
A.chroococcum 92,7 a 55,22 a 0,69 a 1020,01 abc
B. megatherium 94,0 a 47,83 bc 0,60 a 1004,07 abc
G. diazotrophicus 95,3a 55,11 a 0,66 a 1054,85 abc
Testigo 90,7 a 41,05 c 0,59 a 960,9 c
Esx 2,160 2,409 0,047 38,561

Rabano (Raphanus sativus L.). Variedad INIFAT C-88.

indice de germina- Velocidad .
Tratamiento Germinacion (%) Indice vigor
cion de germinacion

14.2 41,3 ab 31,89 ab 0,79 a 178,14 bc

15.3 44,7 ab 31,78 a 0,79 a 195,08 bc

15 64,0 a 46,83 ab 0,69 a 363,65 ab

6 69,0 a 55,11 a 0,61a 427,93 a

15.8 49,3 ab 33,22 ab 0,62 a 153,93 bc
11 50,7 ab 37,5ab 0,78 a 349,53 abc

A.chroococcum 63,3 ab 45,22 ab 0,66 a 349,53 ab
B. megatherium 52,0 ab 32,56 ab 0,68 a 241,44 abc
G. diazotrophicus 58,6 ab 41,17 ab 0,74 a 219,46 abc

Testigo 22,33 b 24,28 b 0,62 a 120,71 ¢c

Esx 14,082 10,343 0,066 75,660

Nota: Medias con letras distintas difieren segun prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5% de significacion.
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La aplicacién de las PGPB sobre las semillas de tomate  Se destacan los aislados 14.2, 6 y 11 en el tomate;
y rabano también provocé distintos efectos en el creci-  mientras que para el rdbano repite el microorganismo
miento de la plantula. Los resultados se muestran en  nombrado 6 y se incorpora el 15.

la Tabla 5.

Tabla 5: Efecto de microorganismos aislados en interaccién con clones de ajo mantenidos bajo condiciones de cultivo in
vitro sobre el crecimiento de plantulas.

Table 5: Effect of isolated microorganisms in interaction with garlic clones maintained under in vitro culture conditions on
seedling growth.

Tomate (Solanum lycopersicum L.). Variedad T-60.

Tratamiento Largo de la radicula (cm) Largo del hipocétilo (cm)
14.2 6,47 ab 4,75 ab
15.3 5,49 c 4,69 ab
15 6,82 a 4,83 ab
6 6,84 a 4,91 a
15.8 6,04 bc 4,83 ab
11 5,74 bc 4,88 ab
A.chroococcum 6,37 ab 4,79 ab
B. megatherium 6,06 bc 4,85 ab
G. diazotrophicus 6,39 ab 4,61b
Testigo 5,73 bc 4,64 b
Esx 0,2669 0,0983

Rabano (Raphanus sativus L.). Variedad INIFAT C-88.

Tratamiento Largo de la radicula (cm) Largo del hipocétilo (cm)
14.2 2,78 ab 1,98 abcd
15.3 2,44 abcd 1,61d
15 2,62 abc 2,13 abc
6 2,78 ab 2,24 ab
15.8 1,76 d 1,94 bed
11 2,75 ab 2,32a
A.chroococcum 3,03a 1,94 bcd
B. megatherium 2,23 bed 1,88 bcd
G. diazotrophicus 1,86 cd 1,71d
Testigo 1,85 ¢ 1,72 cd
Esx 0,2834 0,1414

Nota: Medias con letras distintas difieren segtin prueba de Rangos Multiples de Duncan al 5% de significacion.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se
selecciono el microorganismo 6, el que se caracterizd
a partir de indicadores morfoldgicos y fisioldgicos,
resultados que se muestran en las Tablas 6y 7.

DISCUSION

La mayor parte de los microorganismos que se ais-
laron desde los clones de ajo proporcionados por el
Banco de Germoplasma del INIFAT procedieron del
medio de cultivo, con una representatividad del 76 %
contra un 24% asociado directamente al material ve-

YOANIA RIOS ROCAFULL

getal. Ello pudiera estar asociado a que los nutrientes
qgue se encuentran en el medio de cultivo no favore-
cen solamente el crecimiento del bulbillo, sino tam-
bién el crecimiento microbiano, por los nutrientes que
presentan en su composiciéon. Ademas, los propios
exudados que libera la bajo estas condiciones contri-
buyen al establecimiento de una comunidad microbia-
na asociada. Al respecto se describe la presencia de
microorganismos enddfitos y epifitos asociados a las
especies vegetales aun después de la desinfeccion del
material para el cultivo in vitro.

Tabla 6: Caracteristicas morfoldgicas del aislado 6 proveniente de bulbos de ajo mantenidos bajo condiciones de cultivo

in vitro.

Table 6: Morphological characteristics of isolate 6 from garlic bulbs maintained under in vitro culture conditions.

Caracteristicas macromorfolégicas

Caracteristicas micromorfolégicas

Forma Bordes Consistencia Elevacion Color Tincion Gram
circular irregular seca ligeramente beige Negativa
levantada

Tabla 7: Caracteristicas fisioldgicas del aislado 6 proveniente de bulbos de ajo mantenidos bajo condiciones de cultivo in

vitro

Table 7: Physiological characteristics of isolate 6 from garlic bulbs maintained under in vitro culture conditions

catalasa oxidasa gelatina

almidon

Indol Kligler RM citrato

+ + +

+

Por ejemplo, Bedoya et al. (2016) reflejaron en sus
investigaciones contaminaciones microbianas entre 10
y 94 %, en dependencia del protocolo utilizado para la
desinfeccion de Aloysia tryphilla. Por su parte Indaco-
chea et al. (2018), informaron la presencia de hongos
y bacterias en la multiplicacién in vitro de especies
forestales. Para el caso particular del ajo también se
describen diferentes microorganismos asociados a su
reproduccién por métodos de cultivo in vitro, donde
sobresalen bacterias, hongos, fitoplasmas y virus co-
mo el complejo carlavirus o potyvirus (Parra et dal.,
2014).

De los 19 microorganismos purificados, seis mostra-
ron resultados positivos para la fijacion bioldgica de
nitrégeno (FBN) segun los criterios de Pérez et al.
(2014), autores que sugieren que el crecimiento de los
microorganismos en medios de cultivo carente de ni-

trégeno puede indicar la capacidad de FBN. Estos mi-
croorganismos (cinco de ellos) proceden del medio de
cultivo, lo que permite suponer que son bacterias dia-
zotrofas asociadas al ajo que logran sobrevivir el pro-
ceso de desinfeccidn a que se somete el material ve-
getal.

La FBN es uno de los mecanismos que utilizan las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal para
ejercer un efecto positivo en su interaccion con las
plantas (Palacio et al., 2016). En el caso del cultivo in
vitro, se han utilizado bacterias fijadoras de nitrégeno
para mejorar la multiplicacién y la elongacion del tallo
de cafia de azucar (Sacharum officinarum L.), asi como
para favorecer la regeneracion de callos en medios de
cultivo carentes de este nutriente. Por ejemplo, la
inoculacion en cafa de azucar antes de la fase de acli-
mataciéon de un producto mixto a base de bacterias
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diazétrofas provocé resultados positivos (Martinez de
Oliveira et al., 2006). Es por ello que el aislamiento de
candidatos fijadores de nitrégeno constituye un resul-
tado relevante que puede tener una aplicacién practi-
ca en el cultivo in vitro de ajo.

En la promocidn del crecimiento vegetal sin embar-
go, intervienen otros mecanismos ademas de la FBN,
donde se incluye la solubilizacion de nutrientes y la
actividad antagonista (Odoh, 2017). La solubilizacién
de fosfatos es un mecanismo directo de estimulacion
del crecimiento que tiene gran importancia para la
agricultura por el papel que tiene el fésforo para el
metabolismo de las plantas. Su disponibilidad favorece
también el desarrollo del proceso de FBN (Ahemad y
Kribet, 2014), por lo que constituye un resultado im-
portante que todos los microorganismos diazétrofos
también demostraran potencial para solubilizar fosfa-
tos.

Una vez aplicados los seis microorganismos seleccio-
nados por su comportamiento en el ensayo de FBN
sobre las semillas de tomate se mostré una respuesta
diferente en dependencia del aislado presente. Igual-
mente sucedio para el caso del rdbano. En otros traba-
jos de investigacion se asocia el efecto de las PGPB
sobre los indicadores de germinacién a la accién de
giberelinas, compuestos que activan la expresién de
enzimas que promueven el inicio de este proceso,
como por ejemplo, las amilasas. En los indicadores de
vigor, su estimulacion se relaciona con la presencia de
auxinas (Gholami et al., 2009). Teniendo en cuenta la
accién del aislado 6 sobre ambos indicadores en las
dos especies vegetales, se podria suponer que este
microorganismo se destaca por la produccion de fi-
tohormonas, maxime cuando las condiciones experi-
mentales empleadas permitieron posiblemente que
este fuera el mecanismo de mayor contribucion en la
promocidn del crecimiento vegetal al limitar la presen-
cia de nutrientes para llevar a cabo otros procesos de
estimulacién del crecimiento, como la solubilizacién.

Rios et al. (2011) demostraron que las cepas A.
chroococcum y B. megatherium empleadas en el estu-
dio liberan al medio de cultivo concentraciones de AIA
de 8 y 13 ug mL-1, respectivamente. Para el caso de la
cepa de G. diazotrophicus se refieren valores cercanos
a los 17 yg mL-1 (Rios et al., 2016). La superioridad en
cuanto a estimulacién del crecimiento de las especies
vegetales después de la inoculacion de algunas de las
bacterias aisladas desde los clones de ajo indica que
podrian liberar altas concentraciones de la fitohormo-
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na y probablemente mas de una de ellas, teniendo en
cuenta que para las PGPB se describe también la capa-
cidad de producir giberelinas y citoquininas (Vega et
al., 2016).

En el caso del crecimiento de la plantula también las
diferencias que se apreciaron entre los microorganis-
mos podria estar relacionada con la complejidad de la
interaccion planta-PGPB, proceso donde intervienen
factores que incluyen desde los mecanismos de esti-
mulacién del crecimiento que presentan los microor-
ganismos, hasta las sefiales quimicas que emite la es-
pecie vegetal, su genotipo y estadio fisiologico (Rojas
et al., 2015; Gonzalez y Fuentes, 2017). La superioridad
del aislado 6 sugiere que la bacteria es eficiente en la
interaccion, a partir de la activacidon probablemente,
de varios de estos mecanismos.

Existen trabajos que relacionan la accién de las bac-
terias fijadoras de nitrégeno en sistemas de cultivo in
vitro, con la producciéon de fitohormonas. Para el caso
de la yuca (Manihot esculenta Crantz) por ejemplo, se
han realizado inoculaciones con PGPB durante la fase
de aclimataciéon y se demostré que cepas de Azospi-
rillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Paeni-
bacillus y G. diazotrophicus colonizaron las raices de
las plantas en estas condiciones e incrementaron el
peso de la planta, el diametro del tallo, la masa seca
de tallos y raices, el contenido de nitrégeno y ademas,
la tolerancia del cultivo ante condiciones de estrés
abidtico (Porto et al., 2017). El aislado 6 podria utilizar-
se para realizar investigaciones al respecto utilizando
el ajo como cultivo. El hecho de que se trate de un
microorganismo aislado desde el interior del bulbillo
podria constituir una ventaja al respecto teniendo en
cuenta las caracteristicas y potencialidades de las bac-
terias enddfitas (Ahmad et al., 2016). Otros estudios
demuestran el efecto promotor del crecimiento de
productos fermentados libres de células elaborados a
partir de PGPB (Hernandez et al., 2010). Podria ser
ésta una linea de investigacion a profundizar utilizando
el propio aislado 6, cuya aplicacién podria sustituir la
incorporacion de fitohormonas en los medios para el
cultivo in vitro.

Las caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas relacio-
nadas en el estudio para el aislado 6, aunque no per-
miten su identificacién taxondmica, pueden contribuir
a ella si se utiliza taxonomia polifasica. Ademas, pue-
den ser la base en el futuro del control de calidad del
microorganismo si se define conservar en alguna co-
leccidn o que sea el principio activo de un nuevo
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bioproducto para la agricultura cubana que se pueda
incorporar para la obtencién de clones de ajo en con-
diciones in vitro o su establecimiento satisfactorio en
la fase de producciéon con mayores rendimientos. En
otros estudios, como los realizados por Zhichang et al.
(2017), se aislan microorganismos enddfitos desde ajo,
pero a diferencia de este estudio, se corresponden
con bacilos Gram positivos.
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