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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) constituye uno de los cereales mas cultivados en el mun-
do. En Cuba, la produccién nacional no satisface su alta demanda, por lo que el
desarrollo de estrategias ecoldgicas dirigidas hacia el aumento de su rendimiento
constituye una prioridad para la agricultura. Este trabajo tiene como objetivo
caracterizar bacterias diazotréficas nativas del cultivo de O. sativa en Cuba en
cuanto a su capacidad solubilizadora de fosfatos inorganicos. Se evaluaron trein-
ta aislados para determinar su capacidad solubilizadora de fosfato en medio
NBRIP sélido suplementado con tres fuentes de fosforo inorganico (FePO,4, AIPO,
y Caz (PO,),) y ocho de ellos fueron seleccionados para estudios en medio NBRIP
liquido. De ellos, dos fueron seleccionados para un bioensayo con plantas de
arroz en macetas con suelos suplementados con diferentes fuentes de fosforo
inorgdnico. Los aislados Pseudomonas SN4528 y Herbaspirillum RJ1442 tienen la
capacidad de solubilizar FePO, y AIPO, y son eficientes en la estimulacion del
crecimiento vegetal, lo que denota su potencial para ser utilizadas como inocu-
lantes microbianos en beneficio del cultivo de O. sativa.
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ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most cultivated cereals around the world. In
Cuba, the production of this cereal cannot meet the high demand does not satisfy
the high demand of population, so the development of strategies aimed at in-
creasing its yield is a priority for agriculture. This work aims to characterize native
diazotrophic bacteria from O. sativa L. for their ability to solubilize inorganic phos-
phorus. Thirty isolates were tested for the ability to solubilize inorganic phospho-
rus on NBRIP plate media with different phosphate sources (FePO,, AIPO, y Ca;
(PO,),) and eight selected strains were further evaluated in NBRIP liquid medium.
Two of these isolates were inoculated in rice plants grown in soil pots containing
phosphate sources. Pseudomonas SN4528 and Herbaspirillum RJ1442 solubilize
FePO, and AIPO, and are efficient in plant growth. These results suggest that the
selection and use of P-solubilizing diazotrophic bacteria are a good strategy in the
design of ecologically sustainable strategies in O. sativa.
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) constituye un cereal im-
prescindible para la alimentacion de dos tercios de la
poblacion mundial (Yanni y Dazzo, 2010). Sin embar-
go, las producciones del grano no cubren la gran de-
manda mundial debido, entre otras causas, a la gran
explosién demografica en los uUltimos afios, la apari-
cion de plagas, a los cambios climaticos y a los facto-
res tierra y agua que también han sido limitantes
(FAO, 2015). En Cuba, el arroz constituye un compo-
nente fundamental en la dieta diaria de la poblacidn,
con un consumo per capita considerado entre los mas
altos de América Latina, y que asciende a 60 kg por
persona anualmente.

El area sembrada con arroz en Cuba es de aproxima-
damente 138 455 ha y la produccién de arroz destina-
da al consumo supera las 200 000 toneladas anuales
(MINAGRI, 2019). Teniendo en cuenta la importancia
que tiene el arroz en la economia mundial y para la
alimentacidn humana, es necesario lograr mayores
producciones del cereal sin que esto conlleve al au-
mento de las aplicaciones de fertilizantes quimicos,
fundamentalmente nitrogenados, que son excesiva-
mente costosos y poco factibles desde el punto de
vista ecolégico (FAO, 2015).

Otro de los factores limitantes para el crecimiento
vegetal es la concentracion de fésforo (P) en el suelo
que, aunque oscila entre 100-3000 mg Kg*, solo el
0,1% se encuentra disponible (Zou et al., 1992). Los
suelos agricolas contienen grandes cantidades de P,
pero en formas no asimilables para las plantas. Se
calcula que el 70% del P inorganico proviene de la
aplicacién de agroquimicos y se convierte rapidamen-
te en los complejos insolubles fosfato de calcio (Cas
(PO,),), fosfato de aluminio (AIPO,) y e ion fosfato
(Alam y Ladha, 2004).

Las bacterias diazotrdficas asociativas con capacidad
para solubilizar diferentes fuentes de P, constituyen
una alternativa con el fin de elaborar productos ecolo-
gicos que mejoren la disponibilidad de nutrientes en
el suelo. Esto permitiria un mejor aprovechamiento
de los mismos por parte de la planta, lo que repercute
en la obtencién de mayores rendimientos y la conser-
vacién del medio ambiente (Hernandez-Rodriguez et
al., 2018). Estas bacterias, ademas de la solubilizacion
de nutrientes (Dash et al., 2017; Walia et al., 2017),
pueden promover el crecimiento de las plantas me-
diante otros mecanismos de accion.
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Estos efectos incluyen el aporte de aporte de nitré-
geno a través de FBN (Roy y Srivastava, 2013), la sin-
tesis de fitohormonas (Pedraza et al., 2010) y su efec-
to en el control de plagas (Berg, 2009; Hernandez-
Rodriguez et al., 2018). El aislamiento y caracteriza-
cién de cepas nativas asociadas a los cultivos constitu-
ye un paso esencial para el desarrollo de inoculantes
microbianos (Kalayu, 2019).

Aunque las potencialidades de las bacterias diazo-
tréficas solubilizadoras de fosfato ofrecen perspecti-
vas prometedoras, la ausencia de cepas nativas carac-
terizadas en cuanto a sus mecanismos de accion, limi-
ta la obtencién de productos que puedan ser aplica-
dos para la produccién sostenible de cultivos de im-
portancia econdmica dentro de los que se incluye O.
sativa. Este trabajo tiene como objetivo caracterizar
bacterias diazotroficas nativas de O. sativa en Cuba en
cuanto a su capacidad solubilizadora de fosfatos inor-
ganicos.

MATERIALES Y METODOS
Origen, pureza y multiplicacion de aislados bacterianos

Se seleccionaron los aislados diazétroficos autdcto-
nos cubanos Pseudomonas sp. SN2415 y SN4528;
Azospirillum sp. RN2621, SN2414, RN4640, RN4641,
RN1614, RN2623, RN1509, RN3530, RN2622, RN1406,
RN2416, RN1506, RJ1245, SJ2438 y RN3531; Herbas-
pirillum sp. RN1510, RN2417, RN3631, RN3425,
RN2531, SJ2647, SJ2438, SN3633, RJ2545, SN2519,
RJ1442, RJ2647 y RN1519 (aislados de O. sativa) depo-
sitados en la Coleccién de Cultivos Microbianos de la
Facultad de Biologia de la Universidad de La Habana
(La Habana, Cuba). Ademas, se utilizé la cepa patron
Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PALST (BR
11281) (aislada de Saccharum officinarum L.) proce-
dente de la Coleccién de Cultivos de EMBRAPA Agro-
biologia, Seropédica, Brasil.

Las bacterias se sembraron en medio de cultivo liqui-
do DYGS (Rodrigues et al., 1986) y luego se pasaron a
medio de cultivo Luria Bertani (LB) sélido para la verifi-
cacion de la pureza. De las placas de LB sélido se toma-
ron colonias aisladas y se resembraron en los medios
de cultivo semisélidos NFb (Dobereiner et al., 1976),
INFb (Baldani et al., 1992) y JMV (Baldani et al., 1996),
seguln el género. Una vez verificada la pureza de los
cultivos bacterianos, se mantuvieron en Medio Basal
con Sacarosa (BMS) (Baldani et al., 2014) sdlido para la
realizacidn de los experimentos propuestos.
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Ensayos en medio sdlido suplementado con diferentes
fuentes de P

Se realizaron dos ensayos para seleccionar los aisla-
dos con potencial en la solubilizacién de fosfatos. En
el primero los aislados se sembraron en medio LB
sélido y se incubaron durante 24 horas a 30°C. Se pre-
pararon suspensiones celulares de cada aislado segun
tubo 2 de la escala MacFarland (concentracién 6x10®
células. mL™") y se inocularon 10 pL en medio NBRIP
(Nautiyal, 1999) sdlido suplementado con tres fuen-
tes de P (FePQ,, AIPO, y Caz(P0O,),). Como criterio de
seleccion se utilizé la visualizacion de halo de solubili-
zacion a los 5 dias post- inoculacion.

En el segundo ensayo se comprobd la eficiencia de
la solubilizaciéon de los aislados seleccionados. Para
ello se inocularon 10 pL de las suspensiones celulares
en placas con medio NBRIP sélido suplementado con
FePO, y AIPO,. Las placas se incubaron a 309C y se
midié el halo de solubilizacién a los 3, 5y 7 dias
post-inoculacién. Se calculd el indice de eficiencia
de la Solubilizacion (IS) de cada aislado de acuerdo a
la metodologia descrita por Kumar y Narula (1999).
En ambos ensayos se utiliz6 como control positivo la
cepa patron G. diazotrophicus PALST y como control
negativo una placa con agua destilada estéril. Se esta-
blecieron 5 réplicas por aislado y se realizaron tres
repeticiones de los ensayos.

Determinacion de P soluble en medio liquido

Se seleccionaron los aislados con los mayores
indices de solubilizacién en medio sélido suplemen-
tados con FePO, y AIPO,. Se cultivaron en medio
DYGS solido e incubaron durante 24 horas a 30°C. A
continuacion, se prepararon suspensiones celulares a
una concentracién de 6 x 10% células. mL™, seguin tu-
bo 2 de la escala de MacFarland. Estas se utilizaron
para inocular erlenmeyers de 100 mL que contenian
15 mL de medio NBRIP liquido suplementado con
FePO,y AIPO,. Se incubaron en zaranda a 30°Cy a 150
rom. A los 3, 5y 7 dias post-inoculacidn se determina-
ron las concentraciones de P soluble mediante el mi-
crométodo de Fosfomolibdeno Azul, segiin Chen et al.
(2006). Los cambios en el pH del medio y la concen-
tracion celular se determinaron mediante la técnica
de Microdrop (Spencer y Ragout, 2001).

Se utilizé como blanco el control negativo (medio +
agua estéril) previamente centrifugado con los reacti-
vos afadidos. Se elabord una curva patrén a partir de
concentraciones conocidas de H,PO, (0 mg/mL, 5 mg/mL,
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15 mg/mL, 35 mg/mL,40 mg/mL,50 mg/mL, 60 mg/
mL,70 mg/mL,80 mg/mL,90 mg/mL), a la cual se le
determind la ecuacién y = 0,0079x + 0,0547. La con-
centracion de P en las muestras se determind sustitu-
yendo los valores de absorbancia en la ecuacién de la
curva patron.

Bioensayo en plantas de O. sativa con los aislados
seleccionados y diferentes fuentes de fosforo

Se pregerminaron semillas de O. sativa cultivar INCA
LP-7, previamente desinfectadas y germinadas duran-
te 15 dias en cdmaras humedas (Hernandez-Rodriguez
et al., 2010). Posteriormente, se seleccionaron plantas
de crecimiento uniforme (tamafio entre 7y 8 cm) y se
sembraron en macetas con 500g de suelo Hidromorfi-
co Gley Nodular petroférrico tipo Loam estéril, proce-
dente de Los Palacios, Pinar del Rio (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de fertilidad quimica y pH del suelo de la
localidad “Los Palacios™, Pinar del Rio.

Tabla 1. Values of chemical fertility and soil pH of "Los
Palacios" Pinar del Rio.

Indicadores Valores (mg*100g de suelo™)
Materia organica 3,91
P,0s 12,34
K> 12,31
K* 0,70
ca®* 6,83
Mg”* 3,16
Na* 0,16
pH (en H,0 y en KCl) 6,32

Se utilizaron FePO,y AIPO, como fuentes de P y los
tratamientos se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos (T) empleados en el experimento in vivo.
Tabla 2. Treatments (T) used in in vivo experiments.

Fuente de

T Aislados Dosis NH4S04 K2S04
fosfato
T1 - - - 60 mg/kg 100 mg/kg
Fosfato de
T2 - Hierro 80 mg/kg 60 mg/kg 100 mg/kg
Fosfato de
T3 - Aluminio 80 mg/kg 60 mg/kg 100 mg/kg
Ta Ri1aay Fosfatode o4 e 60mekg 100 mg/k
Hierro &/k8 &/x8 8/ke
Fosfato de
T5 RJ1442 Aluminio 80 mg/kg 60 mg/kg 100 mg/kg
T6 sNaszg Fosfatode on e 60mgke 100 mg/k
Hierro &/k8 &/x8 &/k8
Fosfato de
T7 SN4528 Aluminio 80 mg/kg 60 mg/kg 100 mg/kg
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Cada maceta se inoculd con 1mL de la suspensidn
bacteriana a una concentracion de 3 x 10 células.mL™
(tubo 0,5 de MacFarland). Los recipientes se suple-
mentaron con 10 mL de una solucién de micronutrien-
tes compuesta por: MgNO,.7H,0(37.5g), CuS0,.5H,0
(3.94g), ZnSO,7H,0 (2.227g), H3BO;(0.075g), NaMoO,.
2H,0 (0.125g), FeS0,4.7H,0 (5g), acido citrico (5g) y
agua destilada hasta completar 250 mL. Al cabo de 25
dias, las plantas se removieron cuidadosamente de las
macetas, se lavaron con agua destilada, se secaron
con papel de filtro y se procedid a separar la seccién
aérea de la raiz para determinar los parametros de
promocion del crecimiento vegetal: longitud de la
raiz y longitud de la parte aérea (cm), masa fresca
aérea y de la raiz (mg). El ensayo se mantuvo bajo
condiciones semicontroladas de humedad y tempera-
tura en casa de cristal. La iluminacion se adaptd al
fotoperiodo natural (14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad). El experimento se realizé con un disefio en
bloques al azar con cinco réplicas por tratamiento. Se
realizaron tres repeticiones del experimento.

Andlisis biométrico

A todos los parametros, como punto de partida, se le
realizd la prueba de normalidad de Shapiro y Wilk
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(Shapiro y Wilk, 1965) haciendo uso de la versidn simpli-
ficada por Shapiro y Francia (1972), y la prueba de
homogeneidad de varianza. A partir de dichas pruebas,
se decidio realizar los andlisis paramétricos o no para-
métricos, segun correspondiera. En los bioensayos que
presentaron distribucion normal, se realizdé la prueba
paramétrica de comparacion multiple de medias de
Student-Newman-Keuls (SNK). Para la comparacion de
dos medias en medio liquido se utilizd la prueba t de
Student. En los bioensayos que no presentaron distri-
bucion normal, los datos fueron analizados usando la
prueba no paramétrica de comparacion multiple de
medias de Kruskal Wallis completado con Mann-
Whitney y la correccion de Bonferroni. Se utilizé el pa-
quete estadistico Statistica Version 8.0.

RESULTADOS

El 100% (30) de los aislados seleccionados mostré
potencial en la solubilizacidn de diferentes fuentes de
P. Esto se corresponde con la formacion de un halo de
solubilizacién alrededor de la colonia bacteriana en
medio NBRIP suplementado con FePO, AIPO,y
Ca3(PQ,),. La figura 1 muestra la solubilizacién de P de
las cepas RJ1442, RJ2647, RN1509, RN2628.
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Figura 1. Formacién de halos alrededor de las colonias de los aislados RJ1442, RJ2647, RN1509, RN2622 en medio
NBRIP suplementado con FePQ,, AIPO, y Caz(P0O,), a los 5y 7 dias post-inoculacion.

Figure 1. Halo formation around de colonies of isolates RJ1442, RJ2647, RN1509, RN2622 in NBRIP media supplemen-
ted with FePO,, AIPO, and Cas(PO,), 5 and 7 days post inoculation.
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Los aislados seleccionados para este estudio mostraron
capacidad solubilizadora de fdsforo en medio NBRIP
sélido suplementado con FePO, y AIPO,. En el medio
suplementado con FePQ,, los mayores IS se obtuvieron
en el dia 7 de crecimiento bacteriano, en un rango de
valores entre 2,12 y 11,99 (Tabla 3). Se destaca por la
mayor solubilizacion de esta fuente de P el aislado RJ1442
(IS 11,99), seguido por RN1509, RN2622, RJ2545 y
SN4528 (IS 11,98 - 10,64).
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Con relacién al medio suplementado con AIPO4, los IS
estuvieron entre 2,52y 9,70. Los aislados RJ2647, R11442,
SJ2438, RN4640 y SN4528 mostraron la mayor capacidad
solubilizadora de AIPO4, con IS de 9,78; 9,70; 9,68; 9,65 y
9,56; respectivamente.

Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron
los aislados RN1509, RN2622, RN2545, RN4640, SN4828,
RJ1442, RI2647 y SJ2438 para el en ensayo con medio
liquido.

Tabla 3. indices de solubilizacion de P de las cepas evaluadas en medio NBRIP suplementado con FePO4 y AIPO4.
Table 3. P solubilization index of the strains evaluated in NBRIP media supplemented with FePO4 y AIPO4

Fosfato de hierro (FePO,)

Fosfato de Aluminio (AIPO4)

Aislado

Dia 3 Dia 5 Dia7 Dia 3 Dia 5 Dia7
PALST 1,835 2,450 2,898 b 1,630 3,666 5,583 b
RN1509 2,521 6,683 11,983 ab 2,310 5,480 8,810 ab
RN2622 2,116 4,416 10,993 ab 2,078 5,223 9,585 ab
RN1508 1,850 3,916 6,993 ab 1,467 2,942 4,707 b
RN2416 1,695 2,605 4,735 b 1,774 1,685 4,970b
RN2417 1,788 2,48 4,376 b 1,612 1,576 3,650 b
RN1614 1,995 3,126 5,048 b 1,604 1,712  4,336b
RN2623 1,825 3,785 3,753 b 1,711 3,063 4,206 b
RN1406 1,858 3,466 5,555 b 1,704 3,436 5,317 b
RN2621 1,725 3,416 3,715 b 1,623 2,953 4,256 b
RN2620 2,490 2,716 3,050 b 2,468 2,483 2,520b
RN4640 3,865 6,680 6,841 ab 4,326 6,474 9,655 a
RN4641 5,278 7,046 6,900 ab 5,026 6,550 8,428 ab
RN4650 1,223 1,775 2,122 b 3,368 4,534 4,791b
RJ1442 7,94 10,665 11,996 a 6,990 8,541 9,708 a
RJ2647 5,575 8,365 8,7 ab 6,016 7,986 9,781 a
RN3531 6,268 7,455 8,436 ab 5,372 7,361 7,730 ab
RN3530 6,743 9,068 9,586 ab 4,900 8,621 8,995 ab
RN4539 7,220 9,313 10,266 ab 4,140 5,877 6,224 ab
RJ2545 6,266 10,045 10,83 ab 4,880 6,096 6,766 ab
SN3422 3,310 4,778 6,205 ab 5,452 6,303 7,287 ab
SN4528 6,910 10,065 10,643 ab 7,576 8,531 9,561 a
SN2416 1,876 2,886 4,833 b 3,452 4,014 5,232b
SN2414 5,005 6,125 7,161 ab 2,866 3,482 4,306 b
SN1408 2,16 2,316 2,441 Db 2,205 4,907 6,018 ab
SN1410 2,203 2,588 3,100 b 2,111 5,017 7,583 ab
SJ1432 6,436 7,998 9,101 ab 6,863 9,273 9,555 ab
SJ1433 6,450 8,015 8,185 ab 5,286 9,066 8,092 ab
SJ2438 7,013 9,21 9,545 ab 5,973 8,420 9,684 a
SJ2437 6,246 9,440 9,376 ab 4,597 9,516 8,945 ab
SN2415 5,341 6,068 6,566 ab 4,886 5,505 6,226 ab

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los valores segun la prueba
de Kruskal-Wallis y comparaciéon multiple de medias para p=0,05
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Determinacion de P soluble en medio liquido La mayoria tuvieron la mayor concentracidn celu-
lar en el 7™ dia con excepcién de RN1509 que la
alcanzé el 5° dia de crecimiento. Estos aislados
presentan un comportamiento similar después del

En medio NBRIP suplementado con FePO, se ob-
tuvieron concentraciones del ion P en el sobrenadan-
t? |d§| c;:\‘?;gzgef entrcle 33’_27 mgl/to'IY 2(’;13 me/L. El 5% dia. En este sentido, se aprecia una disminucion de
als,a- ° ue €l mejor solubtlizador, con un las concentraciones de P soluble libre en el medio
maximo de P soluble de 33,27 mg/L alcanzado en  ; ompafiado de un aumento de la concentracion
el 777 dia de incubacion, en el quetambién alcan- celular, pardmetro que alcanza su méximo valor en
z6 la maxima concentracion celular a un pH de 4,6 el dia 7. En cuanto al pH del medio, los aislados
(Fig. 2). Los aislados RN1509, RJ2545, RJ1442 y  Rj1442, RJ2545 y RN2622 alcanzaron su valor minimo
SN4528 mostraron los maximos valores de P soluble el dia 5, mientras que los aislados RN1509 y SN4528

a los 5 dias. lo alcanzaron el 7™ dia.
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Figura 2. Capacidad solubilizadora de FePO, en medio NBRIP liquido, cambios en el pH y concentracidon celular de los
aislados SN4528, RN1509, RN2622, RJ1442 y RJ2545 en condiciones experimentales de 30 + 22C, 7 dias, agitacion 130
rpm. Barras de error representan desviacidn estandar de tres repeticiones.

Figure 2. FePO, solubilizing capacity in NBRIP liquid media, changes in pH and cell concentration of isolates SN4528,
RN1509, RN2622, RJ1442 y RJ2545 under experimental conditions of 30 + 2°C, 7 days, 130 rpm agitation. Error bars
represent standard deviation of three repetitions.
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Cuando el medio de cultivo fue suplementado con
AIPO, las concentraciones del ion P en el sobrenadante
variaron entre 29,87 mg/L y 1,05 mg/L. El aislado
RJ1442 alcanzé la mayor concentracién de P soluble
registrada entre todos los aislados probados en el ex-
perimento, con un valor en el 5to dia de incubacion de
29,87 mg/L, en el que también alcanzé su méaxima con-
centracién celular a un pH de 5,33 (Fig.3). A partir de
este dia y hasta el dia 7, el pH descendié a 5 y se de-
tecté una disminucidn en la concentracién celular con-
juntamente con los niveles de P en el medio. Un com-
portamiento similar fue encontrado en el aislado
RN4640 que alcanzd su maximo valor de P soluble en el
dia 5 a un pH de 5,33. A partir de este dia se observo
una disminucién en las concentraciones de P soluble en
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el medio, acompafiada de un aumento en la concen-
tracién celular que alcanzdé su maximo en el dia 7, mien-
tras que el pH se mantuvo constante. Por otra parte, el
aislado RJ2647 mostré sus mejores resultados de solu-
bilizacion el 7mo dia a un pH de 5,33, aunque la maxima
concentracion celular se alcanzé el dia 5 de crecimiento.

El aislado SN4528 presentd los maximos niveles de P
soluble el dia 3 post-inoculacidon a un pH=6. Posterior-
mente se observd una disminucién abrupta de los
niveles de P soluble en el medio hasta el dia 5, con un
aumento considerable de la concentracién celular. Este
comportamiento se extendid hasta el 7mo dia, donde
este parametro alcanzd su maximo y el pH disminuyé a
5. El pH del control (pH = 7) se mantuvo constante du-
rante los 7 dias.
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Figura 3. Capacidad solubilizadora de AIPO, en medio NBRIP liquido, cambios en el pH y concentracidn celular de los
aislados SJ2438, SJ4528, RN4640, R11442 y RJ2647 en condiciones experimentales de 30 + 29C, 7 dias, agitacién 130 rpm.
Barras de error representan desviacion estandar de tres repeticiones.

Figure 3. AIPO, solubilizing capacity in NBRIP liquid media, changes in pH and cell concentration of isolates 5J2438,
5J4528, RN4640, RJ1442 y RJ2647 under experimental conditions of 30 + 2°C, 7 days, 130 rpm agitation. Error bars repre-
sent standard deviation of three repetitions.
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La figura 4 muestra el efecto de los tratamientos
sobre los parametros de promocidn del crecimiento
evaluados. En los tratamientos donde se inoculan los
aislados seleccionados y se incluye una fuente de fos-
fato insoluble, se muestran diferencias significativas en
cuanto a la masa fresca de la raiz con respecto al trata-
miento control sin fuente de P y sin bacteria (T1). El
tratamiento donde se aplicé el aislado RJ1442 y FePO,
(T4), alcanzé los mayores valores de longitud de la raiz
(20,36 cm), longitud de la parte aérea (11,44 cm), ma-
sa fresca de la raiz (31,78 mg) y masa fresca de la parte
aérea (34,47 mg) (Figuras 4 y 5), con diferencias signifi-
cativas en relacion a los demas tratamientos. El trata-
miento 5 alcanzo la segunda mayor longitud de la raiz
(12,81 cm) y aunque no se diferencid del resto de los
tratamientos inoculados con bacterias (T6, T7), mostré
tendencias superiores a los controles (T1, T2 y T3) para
este parametro.

MAYBEL ALMENARES-CASANOVA ET AL.

La figura 5 muestra la estimulaciéon del crecimiento
vegetal cuando se aplican el aislado RJ1442 y FePO,
(T4) con relacidn a los tratamientos control (T1y T2).

DISCUSION

Capacidad solubilizadora de P en los aislados seleccio-
nados

El P es un macronutriente esencial determinante
para la productividad agricola (Stutter et al., 2015).
Este elemento se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza en sus formas orgdnica e inorganica
(Corrales et al., 2014). Sin embargo, solo puede ser
absorbido como ortofosfato soluble cuya disponibili-
dad en el suelo es limitada (Taktek et al., 2014). La
fertilizaciéon quimica con P soluble es un método
costoso y poco efectivo ya que el anién PO, " se fija
rapidamente a cationes metdlicos en el suelo, princi-
palmente Fe*', AI*"y Ca®* (Gupta et al., 2014).
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Figura 4. Parametros de promocion del crecimiento vegetal evaluados en el bioensayo utilizando FePO,4y AIPO, como
fuente de fosfato insoluble. Letras minusculas y mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre los trata-
mientos segun la prueba de Neuman-Keuls para los parametros referentes a la raiz y parte aérea respectivamente.

Figure 4. Plant growth promotion parameters evaluated in the bioassay using FePO, and AIPO, insoluble phosphate
sources. Different upper and lower case letters indicate significant differences between treatments acording to Neuman-
Keuls test for the parameters referring to the root and aerial part respectively.
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Figura 5. Plantas de arroz cultivar INCA-LP7 de 30 dias de
crecimiento. A) T1: Control sin fuente de P y sin inocular;
B) T2: Control con FePO, sin inocular; C, D, E, F) T4:
RJ1442 con FePO,.

Figure 5. INCA-LP7 rice plants 30 days of growth. A) T1:
Control without P source and without inoculating; B) T2:
Control with FePO, without inoculating; C, D, E, F) T4:
RJ1442 with FePO4.

Para aumentar la tasa de absorcion de este nutriente
la planta cuenta con diversos mecanismos (Kelel et al.,
2014). Entre estos mecanismos se destaca el estableci-
miento de relaciones interespecificas con microorga-
nismos solubilizadores de P presentes en la rizosfera
(Satyaprakash et al., 2017).

En este estudio se seleccionaron aislados diazotrofi-
cos nativos de un agroecosistema arrocero cubano y se
determiné su capacidad solubilizadora de fosfatos en
condiciones in vitro. Se demostré que el 100% de los
aislados evaluados tiene potencial para la solubilizacién
de fosfatos, sin embargo solo el 16% (5) evidencié efi-
ciencia en la solubilizacién. Estos resultados se corres-
ponden con los publicados por Estrada et al. (2013) que
obtuvieron un 10% de bacterias diazotroficas solubiliza-
doras de fosfato sobre medio NBRIP, aisladas a partir
de plantas de O. sativa. Asi mismo Rangjaroen et al.
(2015) caracterizaron 23 aislados diazotroficos prove-
nientes de la raiz de plantas de O. sativa y demostraron
que el 80% de estos tenia capacidad solubilizadora de
P, aunque no informaron su eficiencia.

Con el fin de comprobar el potencial solubilizador de
los aislados a través de la bioprospeccién, la mayoria
de los estudios emplean medio sélido suplementado
con una fuente de P insoluble, generalmente fosfato
tricalcico. Sin embargo, Bashan et al. (2013); afirmaron
que no debe usarse esta fuente fosfatada como factor
universal para el aislamiento y evaluacion de BSF, y
recomiendan como método mas acertado la combina-
cion de dos o tres compuestos metal-P.

MAYBEL ALMENARES-CASANOVA ET AL.

Los resultados de este estudio evidencian que exis-
ten discordancias en los indices de solubilizacién obte-
nidos en fosfato tricalcico, respecto a los obtenidos en
otras fuentes de P. Esto podria estar relacionado con
lo planteado por Restrepo-Franco et al. (2015) quienes
recomendaron utilizar medio NBRIP suplementado
con diferentes fuentes de P, en correspondencia con
el tipo de suelo donde se pretendan aplicar estos ais-
lados como inoculante microbiano.

Sobre la base de estos criterios se seleccionaron las
fuentes de fosfato insoluble FePO, y AIPO, para la ca-
racterizacidon de aislados solubilizadores de fosfato a
aplicar en beneficio del cultivo de O. sativa. Se tuvo en
cuenta ademas que “Los Palacios”, Pinar del Rio, cons-
tituye uno de los principales macizos arroceros en
Cuba y que el suelo en esta localidad es del tipo Hidro-
morfico Gley Nodular Petroférrico (Hernandez y Asca-
nio, 2006). Este suelo se caracteriza por tener un pH
cercano a la neutralidad y un alto contenido de mate-
ria orgdnica (Hernandez y Ndpoles, 2017). Este suelo
tiende a tornarse acido en diferentes estadios fenolé-
gicos del cultivo del arroz debido a las condiciones de
inundacién, alcanzando valores de pH entre 3 y 4
(Ruiz, 2006). En suelos acidos los iones PO, precipitan
rapidamente con Fe™ y Al (Garcia et al., 2015), lo
que confirma la importancia de seleccionar bacterias
que solubilicen estas dos fuentes de P.

Cuantificacion de P soluble en el sobrenadante del
cultivo de aislados seleccionados

A partir de las recomendaciones realizadas por Bas-
han et al. (2013), numerosos autores complementan
los resultados de medio sélido con ensayos en medio
liguido para corroborar la capacidad de las bacterias
en cuanto a la solubilizacion de diferentes fuentes de
P (Estrada et al., 2013; Tejera-Hernandez et al., 2013;
Chauhan et al., 2016; Baliah et al., 2016; Anzuay et al.,
2017; Selviet al., 2017).

En esta investigacion los aislados RN1509, RJ1442,
RJ2545, SJ2438 y RN4640 presentaron los mayores ni-
veles de P soluble a los 5 dias. Este resultado se corres-
ponde con lo informado por diversos autores, que plan-
tean niveles maximos de solubilizacién de las bacterias
el 5° dia de crecimiento (Estrada et al., 2013; Paul y
Sinha, 2017). Los aislados RN2622 y RJ2647 mostraron
los mayores niveles de solubilizacién en el 7™ dia. El
aislado SN4528 mostré su maximo de solubilizacion en
FePO, el 5to dia y en AIPO, el 3er dia, lo que podria es-
tar relacionado con su velocidad de crecimiento y su
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nivel de solubilizacidn (Restrepo-Franco et al., 2015). En
la mayoria de los aislados se observé una disminucion
en las concentraciones de P soluble en el medio poste-
rior al dia de maxima solubilizacidn, acompafiado de un
aumento en la concentracion celular. Este comporta-
miento podria estar relacionado con la internalizacion
de P en la célula.

La produccion de acidos organicos de bajo peso mole-
cular es uno de los mecanismos de solubilizacién mas
importantes que presentan las bacterias solubilizadoras
de fostatos (BSF), ya que estos quelatan los cationes
metalicos unidos al fosfato (Oteino et al., 2014). La
liberacion de estos acidos durante los experimentos en
medios liquidos resulta en la acidificacién, por lo que el
pH del medio es también un parametro indicador de la
actividad solubilizadora de las bacterias. En estudios
realizados por Lopez-Ortega et al. (2013), Abreu et al.
(2017) y Selvi et al. (2017) se informd la existencia de
una correlacion inversa entre el pH y el P soluble. En la
presente investigacion los valores minimos de pH de la
mayoria de los aislados se mostraron entre los dias 5y
7 de crecimiento, en los que también se alcanzé la ma-
xima concentracion de P soluble.

Los niveles de P soluble alcanzados en NBRIP liquido
suplementado con FePO, y AIPO4 estan en el orden de
los obtenidos por Anzuay et al. (2017), que evaluaron
cepas de los géneros Serratia, Pantoea, Bacillus, Pseu-
domonas y Acinetobacter en iguales condiciones. Estos
resultados también son similares a los informados por
Selvi et al. (2017) que obtuvieron niveles de P soluble
entre 11,85 mg/L y 61,96 mg/L en medio NBRIP con
fosfato tricalcico.

Actualmente no se utiliza un método estandar para la
realizacion de este ensayo, por lo que las condiciones ex-
perimentales y las formas en que se colectan los resulta-
dos varian entre autores (Lopez- Ortega et al., 2013; Paul y
Sinha, 2017; Pradhan et al., 2016; Anzuay et al., 2017; Selvi
et al., 2017). Segun lo planteado por Abreu et al. (2017), la
eficiencia solubilizadora de fosfatos depende del medio de
cultivo y de la fuente de P empleada para evaluacion, ele-
mentos que también difieren en los estudios revisados. A
partir de estos criterios se puede esperar que existan dife-
rencias entre los resultados mostrados por la mayoria de
los autores en la cuantificacién de P soluble. Sin embargo,
la comparacion entre los resultados del experimento en
medio liquido y los valores informados por otros estudios
permitieron establecer una relacién entre la eficiencia de
los aislados caracterizados y cepas referentes en la solubi-
lizacidn de fosfatos (Restrepo-Franco et al., 2015).

MAYBEL ALMENARES-CASANOVA ET AL.

Promocidn del crecimiento vegetal en el bioensayo en
plantas de O. sativa

En este estudio se demostré que los tratamientos
que incluyen la inoculacion con las cepas bacterianas
tuvieron efecto potenciador del crecimiento de la par-
te aérea y de la raiz de plantas de O. sativa. El aislado
RJ1442 mostré la mayor actividad promotora del creci-
miento vegetal en suelos suplementados con ambas
fuentes de P con una mayor eficiencia en la solubiliza-
cion en FePO,.

Estos resultados coinciden con la investigacidn reali-
zada por Pradhan et al. (2016) que al inocular cepas
del género Burkholderia en NBRIP liquido obtuvieron
mayores niveles de P soluble en el medio suplementa-
do con FePQO, que en el que contenia AIPO,. Estos au-
tores plantearon que este comportamiento esta rela-
cionado con la fuente de aislamiento.

El habitat es un factor determinante en la regulacidon
génica en bacterias, de manera que el fenotipo expre-
sado responde a las necesidades de supervivencia y
adaptacion a ese ambiente (Madigan et al., 2017).
Debido a esto, autores como de Bolle et al. (2012),
Bashan et al. (2013) y Restrepo-Franco et al. (2015)
plantearon que para evaluar las potencialidades de
bacterias en cuanto a la solubilizacién de fosfatos se
deben reproducir las condiciones de procedencia. Es-
tas condiciones pueden ser: fuente de fosfato insolu-
ble, temperatura, humedad, pH del medio y densidad.
Las diferencias observadas en los niveles de solubiliza-
cién de FePO,y AIPO, en las cepas evaluadas pueden
deberse a las caracteristicas edaficas del lugar de
muestreo. En el suelo de Los Palacios, Pinar del Rio el
FePO, es la forma de P insoluble mas abundante
(Hernandez y Napoles, 2017).

Ademas de la solubilizacién de fosfatos, las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal cuentan con otros
mecanismos potenciadores del crecimiento de las plantas.
Los géneros Herbaspirillum y Pseudomonas, a los que
pertenecen los aislados RJ1442 y SN4528, respectivamen-
te, son de gran interés agricola por su capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico, producir fitohormonas y regulado-
res del crecimiento vegetal, entre otras potencialidades
(Acebo et al., 2011; Hernandez-Rodriguez et al., 2013). Se
debe destacar que los aislados evaluados como inoculan-
te, ademas de aportar fésforo a la planta mediante la so-
lubilizacion de fosfatos, aportan nitrogeno a través de la
fijacién y producen fitohormanas tipo AlA, lo que puede
haber influido en las diferencias observadas entre el con-
trol sin inocular y los demas tratamientos.
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Diversos autores han evaluado el efecto de la inocu-
lacion de plantas con BSF aisladas del propio ecosiste-
ma (Anzuay et al., 2017; Restrepo-Franco et al., 2015).
Los aislados Pseudomonas SN4528 y Herbaspirillum
RJ1442 tienen la capacidad de solubilizar FePO, y AIPO,
y son eficientes en la estimulacion del crecimiento ve-
getal favoreciendo la toma de agua y nutrientes por la
planta. Esto denota su potencial para ser utilizadas
como inoculantes microbianos en beneficio de O. sati-
va en suelos del occidente de Cuba, una vez que se de-
muestren sus potencialidades a escala de campo.
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