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RESUMEN

Con el aumento de los problemas asociados al uso de productos quimicos en la
agricultura, se ha incrementado el interés por el empleo de microorganismos
benéficos para mejorar la salud de los cultivos y aumentar la productividad.
Tsukamurella paurometabola C-924 fue aislada en el CIGB a partir de rizosfera de
platano como antagonista de nematodos fitoparasitos; en experimentos con la
cepa se observo que ademas de su actividad nematicida ejercia otros efectos
sobre las plantas que implicaban un mejor desarrollo de estas. El objetivo del
trabajo fue determinar la capacidad promotora del crecimiento vegetal de T.
paurometabola C-924 y caracterizar los principales mecanismos involucrados en
el proceso. Se confirmd que la cepa posee actividad estimuladora sobre
diferentes cultivos a través de mecanismos de accién directos e indirectos. Bajo
las condiciones ensayadas produce acido indolacético, fitohormona de relevante
importancia para el desarrollo vegetal. Es capaz de solubilizar fosfatos, lo que
enriquece la rizosfera del cultivo con este nutriente. Produce amoniaco a parir de
la descomposicion de la materia organica, que puede actuar como fuente de
nitrogeno. De igual forma se comprobé que produce exoenzimas liticas que
pueden lisar la pared de organismos de la rizosfera protegiendo de esta forma la
planta contra el ataque de patdgenos. Se estudid su compatibilidad con otros
microorganismos del suelo empleados como biofertilizantes (Rhizobium
leguminosarum, Pseudomonas fluorescens y Azotobacter chrococcum) y se
observd que favorece el proceso de colonizacibn de hongos micorrizégenos,
estimulando la formacién de micorrizas arbusculares. Se determin6 ademas que
estimula el desarrollo de cultivos de interés econdmico como: frijol, maiz, platano
y lechuga. Se logré con su aplicacion plantas de mayor altura, mayor desarrollo
del sistema radical, mayor follaje y peso seco. La novedad cientifica del trabajo
consiste en: Se informa por primera vez para la ciencia la actividad promotora del
crecimiento vegetal para la especie T. paurometabola. Es la primera vez que se
determina que esta especie tiene la capacidad de solubilizar fosfatos y producir
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acido indolacético, amoniaco y exoenzimas liticas. Asimismo aporta
conocimientos a las ciencias bioldégicas por primera vez en relacibn a la
caracterizacion de una cepa de T. paurometabola con actividad promotora del
crecimiento vegetal. De igual forma contribuye a enriquecer el conocimiento
ecologico de los ambientes rizosféricos, asi como a lograr un mejor manejo de
este tipo de microorganismos para su empleo en diferentes cultivos de interés. La
importancia practica de los resultados radica en que las potencialidades de T.
paurometabola C-924 como estimuladora vegetal permitira su empleo como
biofertilizante en diferentes sistemas agricolas. Con su aplicacidon se podran
obtener mayores rendimientos en las cosechas, a la vez que se sustituyen
fertilizantes quimicos dafinos para el medio ambiente, los productores y los
consumidores. De igual forma se podra extender el uso del bionematicida
Hebernem para ser empleado también como estimulador del crecimiento vegetal
con lo que aumentarian las posibilidades de mercado. En ese sentido este
resultado aportd informacion valiosa que permitié la obtencion de una patente
biofertilizante que ya se encuentra concedida en Cuba, la Comunidad Europea,
Sudéfrica y otros paises. Este trabajo esta avalado por 2 patentes, 3
publicaciones cientificas y 5 presentaciones en eventos. Fue seleccionado por la
Sociedad General de Microbiologia del Reino Unido para ser presentado en su
Conferencia de Primavera Manchester 2013.

COMUNICACION CORTA
Introduccién

Con el aumento de los problemas asociados al uso de productos quimicos en la
agricultura, se ha incrementado el interés por el empleo de microorganismos
benéficos para mejorar la salud de los cultivos y aumentar la productividad. Es en
este contexto, que numerosos microorganismos del suelo han mostrado sus
potencialidades y han sido incluidos en diferentes practicas de manejo integrado
de plagas y mejora de los rendimientos. En el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia se aisl6 la cepa Tsukamurella paurometabola C-924, bacteria Gram
positiva que ha mostrado ser un control eficaz de nematodos parasitos de plantas
y constituye el principio activo del producto bionematicida HeberNem (Mena et al.,
2004). Algunos elementos observados en el desarrollo de las plantas tratadas,
indicO que esta bacteria podria también estimular el crecimiento de los cultivos en
la ausencia de estos patdgenos. De acuerdo con lo anterior se propuso como
objetivo determinar la capacidad promotora del crecimiento vegetal de T.
paurometabola C-924 y caracterizar los principales mecanismos involucrados en
el proceso.

Resultados y discusion

La produccion de fitohormonas se considera el mecanismo directo de promocion
del crecimiento vegetal mas importante a través del cual una bacteria puede
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incidir sobre la fisiologia de las plantas. El acido indolacético (AIA) es la
fitohormona mejor estudiada de las producidas por rizobacterias y regula
importantes procesos vegetales. En el trabajo se informa por primera vez la
produccion de AIA para una cepa de T. paurometabola y para este género. Al
cultivar T. paurometabola C-924 en el medio Caldo Triptona Soya (CTS), se
determind la presencia de &cido indolacético con niveles comparables a los
presentados por otros autores para cepas con actividad promotora del crecimiento
vegetal (Figura 1A). T. paurometabola C-924 produjo niveles de hasta 8,06 mg. L-
1 en la fase estacionaria del cultivo, que se corresponden con los informados por
Mehnaz et al. (2010) para las cepas de P. putida CR7 y Sphingobacterium
canadense CR 11 aislados de maiz (Marin et al, 2013a).

No solo la produccion de fitohormonas es una de las vias por las cuales una
PGPR puede estimular a las plantas. El incremento de la disponibilidad de
nutrientes en la rizosfera es otro de los mecanismos directos mediante el cual las
bacterias pueden promover el crecimiento vegetal. Se determin¢ la capacidad de
solubilizar fosfatos de T. paurometabola C-924 en medio NBRIP sdlido y liquido y
se empled P. aeruginosa ATCC 25922 como control positivo. Tras diez dias de
incubacion a 30 °C se observaron halos de solubilizacién de fosfatos alrededor de
las colonias de ambos microorganismos (Figura 1B). En cuanto al crecimiento en
medio NBRIP liquido, ambas cepas mostraron capacidad para solubilizar fosfatos
en las condiciones probadas. Sin embargo, a los cinco dias de cultivo la
solubilizacion de fosfatos de T. paurometabola C-924 fue significativamente
superior a la determinada para P. aeruginosa ATCC 25922 (Marin et al, 2013a).
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Figura 1 A: Cinética de crecimiento de T. paurometabola C-924 y produccion de &cido
indolacético (AIA) en medio CTS a 30 °C y 200 r min-1. B: Solubilizacién de fosfatos por
T. paurometabola C-924 y P. aeruginosa ATCC 25922.

Otro de los principales nutrientes de las plantas que se encuentra en poca
disponibilidad en el suelo es el nitrégeno. Desde inicios de siglo XX, una de las
formas de fertilizacion empleada en la agricultura fue la inyeccién de amoniaco en
los suelos. T. paurometabola C-924 resultd ser una cepa altamente productora de
amoniaco cuando se cultiva en un medio rico en aminoacidos como el CTS. Esto
se debe al proceso de desaminacion oxidativa que ocurre al metabolizar los
aminoacidos presentes en el medio y es un evento muy favorable ya que el
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amoniaco producido por la cepa en el suelo al convertirse en amonio podria servir
como fuente de nitrégeno para las plantas.

Se determind que T. paurometabola C-924 secretdé quitinasas durante el
crecimiento en presencia de quitina coloidal. La media de los diametros de los
halos de hidrolisis en los pocillos inoculados con sobrenadante del cultivo de T.
paurometabola C-924 (6,2 mm) fue significativamente similar a la media de los
inoculados con Serratia marcescens ATCC 13880 (6,6 mm). Se evalud la
produccion de proteasas para sobrenadantes de cultivo de T. paurometabola C-
924 en medio CTS. En todas las muestras tomadas, se observaron halos de
hidrolisis de gelatina. Se determind que la excrecién de estas proteinas al medio
esta relacionada con el crecimiento celular del microorganismo. Para corroborar la
actividad enzimatica y determinar el peso molecular las proteasas se realiz6 una
zimografia con muestras semidesnaturalizadas y desnaturalizadas del
sobrenadante de cultivo de T. paurometabola C-924. En ambas muestras se
observaron bandas de hidrdlisis de la gelatina a los 43 kDa, que coincidieron con
similares de la colagenasa IA (Marin et al., 2013a).

Las proteasas no son importantes solamente desde el punto de vista de la
capacidad antagonica de un microorganismo. Debido a la abundancia de
proteinas en los residuos organicos presentes en el suelo, las proteasas juegan
un papel central en el suministro del N en una forma disponible para las plantas.
En este sentido, las proteasas excretadas por T. paurometabola C-924 podrian
ser un factor importante en la promocién del crecimiento de los -cultivos
estudiados.

Se estudio la persistencia de T. paurometabola C-924 en el suelo durante el
transcurso de los experimentos. La viabilidad de la cepa en los suelos mostré un
comportamiento similar en el tiempo, con pequefias variaciones en dependencia
del cultivo. En el banano, durante la siembra la cepa se encontr6 en una
concentracion aproximada de 108 ufc g-1 de suelo. A los 30 dias, la viabilidad se
habia mantenido muy cerca de ese orden y posteriormente comenz0 a declinar
hasta llegar a 106 ufc g-1 de suelo al final del experimento. En los cultivos de frijol
y maiz, en el momento de la siembra la cepa se encontraba en una concentracion
en el orden de 107 ufc g-1 de suelo, luego de la segunda inoculacién y hasta el
dia 14, la viabilidad de T. paurometabola C-924 continué aumentando hasta
aproximadamente 109 ufc g-1 de suelo. Posteriormente la poblacién comenzo a
disminuir en el tiempo hasta llegar a cerca de 105 ufc g-1 de suelo. Este hecho
podria estar asociado al lavado de los suelos producido por el riego, asi como a
factores bioticos y abioticos que influencian la sobrevivencia de las bacterias en
los suelos inoculados. Sin embargo se comprobé que la cepa es capaz de
persistir en los suelos inoculados durante un tiempo suficiente para actuar sobre
las plantas y estimular su desarrollo.

En los experimentos de interaccion en frijol y maiz se encontr0 que T.
paurometabola C-924 estimuld de forma significativa la germinacion de las
semillas de frijol y maiz respecto a las semillas sin inocular. De manera general la
inoculacién con T. paurometabola C-924 estimul6 de forma significativa el

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 5



desarrollo de los cultivos estudiados. En la interaccion con las plantas de banano
incrementd de forma significativa el peso fresco de las plantas en estudio. En el
cultivo del maiz, la inoculacién de T. paurometabola C-924 estimul6 el desarrollo
del cultivo en cuanto a la germinacion, altura, diametro del tallo y nimero de hojas
de forma superior al control sin inocular (Tabla 1) (Marin et al, 2013a).

Los resultados de la interaccion con microorganismos estimuladores del
crecimiento vegetal indicaron que no se observo interaccion de tipo antagonica in
vitro entre T. paurometabola C-924 y las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal Pseudomonas fluorescens C 16, Azotobacter chroococcum INIFAT 12 y
Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli CFH. De igual forma con la aplicacion
de T. paurometabola C-924 a los cultivos se obtuvieron resultados similares o
superiores a los logrados con las cepas ensayadas (Marin et al., 2013b).

Tabla 1. Altura de las plantas de maiz durante el experimento

Tratamientos/dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
control 11.73 b 30.5¢ 43.03 ¢ 50.6 ¢ 69.79 ¢ 724 ¢
Tsuk. p. C-924 14,15 a 3553 a 51.71a 50.17 a 77.70 a 834 a
Azot. ch. TN 12 11.82b 30.58 ¢ 45,44 be 56.17b 71,70 ¢ 76.5b
Pseud. f C 16 13.03 a 329b 48.5b 58.66 ab 75.15b 78.6b
Eror estandar  0,667* 1471%  2,314% 1.983* 1.907* 1.825%
Letras distintas difieren significativamente entre si para p L1 0,05 segun |

de rango multiple de Tukey.

En los experimentos con hongos micorrizogenos arbusculares se observo una
interaccién sinérgica entre T. paurometabola C-924 y los hongos micorrizégenos
Glomus clarum y Glomus fasciculatum en el cultivo de la lechuga. En los
tratamientos en los cuales se aplico de forma conjunta T. paurometabola C-924 y
los hongos se obtuvo un desarrollo de las plantas significativamente superior en
relacion a donde se aplicaron de forma independiente (Marin et al., 2010).

La novedad cientifica del trabajo consiste en: Se informa por primera vez para la
ciencia la actividad promotora del crecimiento vegetal para la especie T.
paurometabola. Es la primera vez que se determina que esta especie tiene la
capacidad de solubilizar fosfatos y producir &cido indolacético, amoniaco y
exoenzimas liticas. El aporte teorico de esta investigacion es que aporta
conocimientos a las ciencias bioldégicas por primera vez en relacion a la
caracterizacion de una cepa de T. paurometabola con actividad promotora del
crecimiento vegetal. Esta actividad es posible debido a diferentes capacidades
demostradas en el trabajo para esta especie. De igual forma contribuye a
enriquecer el conocimiento ecoldégico de los ambientes rizosféricos del suelo, asi
como lograr un mejor manejo de este tipo de microorganismos para su empleo en
diferentes cultivos de interés. La importancia practica de los resultados radica en
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gue las potencialidades de T. paurometabola C-924 como estimuladora vegetal
permitird su empleo como biofertilizante en diferentes sistemas agricolas y
extiende el espectro de uso del producto Hebernem. Este resultado cientifico
aporto informacién valiosa que permitio la obtencién de una patente biofertilizante
que ya se encuentra concedida en Cuba, la Comunidad Europea, Sudafrica y
otros paises. Este trabajo esta conforme con los lineamientos 129, 133 y 136 de
la politica de ciencia, tecnologia, innovacién y medio ambiente del PCC.

Descripcion cientifico-técnica detallada del resultado:

Novedad cientifica del trabajo

1. Primer informe de caracterizacion de la actividad promotora del crecimiento
vegetal para la especie Tsukamurella paurometabola.

2. Primer informe para esta especie de la capacidad de solubilizar fosfatos y de
producir acido indolacético, amoniaco y exoenzimas liticas (proteasas vy
quitinasas).

Importancia practica principal del trabajo

Las potencialidades de T. paurometabola C-924 como estimuladora del
crecimiento vegetal permitira su empleo como biofertilizante en diferentes
sistemas de cultivo. Con su aplicacion se podran obtener mayores rendimientos
en las cosechas, a la vez que se sustituyen fertilizantes quimicos dafinos para el
medio ambiente, los productores y los consumidores. Su empleo en la agricultura
podria ser un paso mas en la sustitucion de importaciones de los insumos
agricolas que necesita el pais para elevar la produccién de alimentos para la
poblacion. De igual forma se podra extender el uso del bionematicida Hebernem
para ser empleado también como estimulador del crecimiento vegetal con lo que
aumentarian las posibilidades de mercado. En ese sentido este resultado aporté
informacion valiosa que permitio la obtencion de una patente biofertilizante que ya
se encuentra concedida en Cuba, la Comunidad Europea, Sudafrica y otros
paises.
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