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RESUMEN

El incremento de las practicas agricolas intensivas ha provocado una disminucion de
la materia orgdnica en los suelos agricolas, lo que a su vez ha causado una pérdida de la
fertilidad de los mismos. Una solucién a este problema es la adicién de materia organica al
suelo mediante la aplicacion de compost, que modifica tanto las propiedades fisico-quimicas
como nutricionales del suelo, afectando a los niveles poblacionales microbianos. En respuesta
a esta necesidad de generar cultivos limpios, se ha implementado el uso de microorganismos
beneficiosos del suelo, también denominados promotores del crecimiento vegetal o PGPR

(Plant growth-promoting rhizobacteria).

Se conoce que alrededor del 2 al 5% de las rizobacterias ejercen un efecto
beneficioso sobre el crecimiento de las plantas. Las PGPR pueden promover el crecimiento
de las plantas de manera directa, produciendo un metabolito o actividad capaz por si misma
de estimular el crecimiento vegetal, o de forma indirecta, cuando producen un metabolito
que afecta a otros factores rizosféricos provocando una mejora o estimulacion del

crecimiento de la planta.

Dentro de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se encuentran especies
pertenecientes a un gran nimero de géneros bacterianos como Azotobacter, Acetobacter,
Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas y Bacillus. No sélo las bacterias pueden ejercer esta
actividad beneficiosa, sino que también algunos hongos han demostrado tener similares
caracteristicas. A estos se les denomina PGPF (Plant Growth Plant Fungi). Numerosos
hongos PGPF se han identificado hasta el momento, pertenecientes a los géneros

Trichoderma, Fusarium, Penicillium y Phoma.

En este estudio, han sido seleccionadas 10 cepas microbianas, 7 bacterias y 3 hongos,
procedentes de un proceso de compostaje de restos vegetales, para evaluar su capacidad
como posibles agentes promotores del crecimiento vegetal. En este sentido, se estudio su
capacidad para producir las vitaminas Niacina, Biotina y Acido Pantoténico, asi como Acido

Indolacético, como principal representante de las fitohormonas.



Los resultados muestran que todas las cepas fueron capaces de producir al menos
una de las vitaminas analizadas. Entre las cepas bacterianas, destacan P. stutzeri TER3A, P.
stutzeri MESA2 'y B. licheniformis MESD2, capaces de producir Niacina, Biotina, Acido
Pantoténico y Acido Indolacético. Cabe mencionar ademés, el protagonismo alcanzado por
los hongos seleccionados, los cuales superaron incluso a las bacterias en términos de

produccion de vitaminas.

ABSTRACT

The increase in agricultural practices has led to a decrease of organic matter in
agricultural soils which causes a loss of fertility. A solution to this problem is the addition of
organic matter to the soil by the application of compost, which modifies the physical-
chemical properties and the nutritional properties of the soil, affecting microbial population
levels. In response to this need to generate clean crops, the use of beneficial soll
microorganisms, also called PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) has been

implemented.

About 2 to 5% of the rhizobacteria exert a beneficial effect on plant growth. PGPRs
may induce plant growth promotion directly, by producing a metabolite or activity able to
stimulate plant growth, or indirectly, by producing a metabolite that changes other

rhizospheric factors causing an improvement or stimulation of the growth of the plant.

Within plant growth promoting bacteria there are species belonging to a large
number of bacterial genera such as Azobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderig,
Pseudomonas and Bacillus. Not only bacteria can do this beneficial activity, also fungi have
been shown to have the same characteristics as PGPRs. These fungi are called PGPF. Several
PGPFs have been identified until now, belonging to the genera Trichoderma, Fusarium,

Penicillium and Phoma.

In this essay, 10 bacterial strains from plant based-compost (7 bacteria and 3 fungi),

were selected to evaluate their capacity as possible PGPR and PGPF. To do this, we studied



its ability to produce both the vitamins Niacin, Biotin and Pantothenic Acid and the

phytohormone Indolacetic Acid.

The results showed that all strains analysed were able to produce at least one of the
stimulants of plant growth. Among the bacterial strains stand out P. stutzeri (TER3A), P.
stutzeri (MESA2) and B. licheniformis (MESAD?2), which were able to produce at different
concentrations all the vitamins and phytohormone studied. It is also worth mentioning the
role played by the selected fungi, which even exceeded the bacteria in terms of vitamin

production.
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El incremento de las practicas agricolas en los Ultimos afios no solo ha provocado la
generacion y acumulacion de residuos, sino que también ha favorecido la disminucién de la
materia organica en los suelos agricolas, y por tanto la pérdida del caracter fértil de los

MIismMos.

Seglin Seodnez et al, (1999b) la adicidon de materia organica supone un refuerzo
importante en los suelos degradados, ya que modifica sus caracteristicas fisicas y quimicas.
La materia orgdnica tiene casi siempre un elevado contenido en nutrientes, mejora la
capacidad de retencion del agua del suelo y favorece la germinacion. Existen multiples fuentes
de materia organica adecuadas para la restauracion del suelo, como los abonos animales, los
residuos vegetales, los residuos fungicos, los residuos domésticos, la turba o el compost. En
este Ultimo caso, la aplicacion de compost modifica tanto las propiedades fisicoquimicas
como las nutricionales del suelo, lo que afecta a los niveles poblacionales microbianos
(Schloter et al, 2003). Los factores a través de los cuales el compost ejerce ese efecto
estimulante sobre la poblacién microbiana del suelo son evidentes. La presencia de materia
organica estabilizada contribuye a mejorar las caracteristicas estructurales del suelo,
incrementando de este modo su disposicion para actuar como habitat idoneo para la

microbiota eddfica (Vargas-Garcia y Sudrez-Estrella, 2008).

A pesar de la existencia de multiples alternativas tradicionales, se hace imprescindible
la busqueda y puesta a punto de nuevos métodos que permitan incrementar la productividad

agricola junto con el desarrollo de una agricultura sostenible (Swaminathan, 1991).



En respuesta a la necesidad de generar cultivos limpios, con trazas minimas o nulas
de agroquimicos que afecten la salud humana, se ha estado implementado el uso de los
microorganismos beneficiosos del suelo, ya que éstos pueden promover el crecimiento de
las plantas y también evitar la infeccion del tejido vegetal por patdgenos. Estos
microorganismos son los denominados PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria),

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Pefia y Reyes, 2007).

Las rizobacterias son bacterias que se encuentra en la rizosfera, es decir, en el
volumen de suelo que se encuentra alrededor y bajo la influencia de las raices de las plantas.
Son capaces de multiplicarse y colonizar el nicho ecoldgico que se encuentra en torno a la
rafz durante todas las etapas de crecimiento de la planta. La interaccién entre bacteria y rafz

puede influir significativamente en el crecimiento de la planta y en el rendimiento de los

cultivos (Pinton et al, 2001; Werner, 2001; 2004).

La presencia de rizobacterias en los suelos agricolas puede tener un efecto neutro,
perjudicial o beneficioso sobre el crecimiento de la planta. El efecto negativo sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas por parte de las rizobacterias se produce debido a la
produccién de metabolitos fitotoxicos, de fitohormonas, de mecanismos de competencia
por nutrientes o debido a la inhibicién de los efectos beneficiosos derivados de la presencia

de micorrizas (Nehl et al,, 1996; Sturz and Christie, 2003)

Alrededor del 2 al 5% de las rizobacterias ejercen un efecto beneficioso sobre el
crecimiento de las plantas. Estas son las denominadas rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR, Plant growth-promoting rhizobacteria) (Kloepper y Schroth,
1978). En su inicio, el concepto PGPR se restringfa a las bacterias de vida libre, para
diferenciarlas asi de los rizobios fijadores de nitrdgeno. Sin embargo, segin la bibliografia
consultada, se puede considerar PGPR a cualquier bacteria colonizadora de las raices

vegetales que favorece, de algiin modo, el crecimiento de la planta (Antoun y Prevost, 2005).



Las PGPR pueden promover el crecimiento de las plantas de manera directa o

indirecta (Beauchamp, 1993; Kloepper, 1993; Kapulnik, 1996; Lazarovits y Nowak, 1997).

Los mecanismos directos son aquellos donde la bacteria produce un metabolito o
actividad capaz por si misma de estimular el crecimiento vegetal. Aqui se incluye la
produccidn de voldtiles bacterianos estimulantes y de fitohormonas, la disminucion del nivel
de etileno en la planta, la mejora del estado nutricional mediante la liberacién de fosfatos y
micronutrientes de fuentes insolubles, la fijacion no simbidtica de nitrdgeno, y la estimulacion

de mecanismos de resistencia a enfermedades vegetales (Jacobsen, 1997).

Los efectos indirectos, en cambio, se originan cuando los PGPR liberan algin
metabolito que afecta a otros factores rizosféricos provocando una mejora o estimulacion
del crecimiento de la planta. De esta manera, actian como agentes de biocontrol reduciendo
las enfermedades, estimulando otras simbiosis beneficiosas, o protegiendo a la planta
degradando xenobidticos en suelos contaminados (Jacobsen, 1997). Son, por tanto, estos
mecanismos los que se atribuyen tipicamente a los agentes microbianos denominados de

“control bioldgico™.

Existen diferentes criterios para clasificar los agentes microbianos de control

bioldgico. Somers et al. (2004) los clasificaron como:

Biofertilizantes, los cuales aumentan la disponibilidad de nutrientes para las plantas

- Fitoestimuladores, que fomentan el crecimiento de las plantas mediante la
produccién de fitohormonas

- Rizodemiadores, que degradan los contaminantes organicos del entorno de las
rizosfera

- Biopesticidas, que controlan las enfermedades vegetales gracias a la produccion

de antibacterianos y antifingicos, entre otros mecanismos de control.

Bashan y Holguin (1998) propusieron la divisiéon de los agentes promotores del
crecimiento vegetal en dos clases: agentes PGPB estrictamente dichos (Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal), y agentes biocontrol, cuando se refiere a bacterias que controlan

fitopatdgenos, bien produciendo sustancias inhibidoras o bien incrementando la resistencia



natural de la planta. Esta clasificacién puede incluir bacterias beneficiosas que no se
encuentran en la rizosfera, y por lo tanto que no son consideradas ampliamente como

rizobacterias.

Dentro de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal se encuentran especies
pertenecientes a un gran nimero de géneros bacterianos como Azotobacter, Acetobacter,

Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas y Bacillus (Tang, 1994; Probanza et al, 1996).

Un grupo de hongos ha demostrado tener las mismas caracteristicas que las
tradicionales PGPR. Estos hongos promotores del crecimiento de las plantas (denominados
PGPF, del inglés “Plant growth-promoting fungi”) son no patdgenos, habitualmente
encontrados en suelos, y que tienen efectos beneficios sobre los vegetales. Se han
identificado varios PGPF hasta el momento, pertenecientes a los géneros Trichoderma,
Fusarium, Penicillium y Phoma. Los estudios de nuevos PGPF se han centrado en la busqueda
de cepas productoras de fitohormonas, cepas solubilizadoras de minerales, cepas
productoras de enzimas de hidroliticas, micoparasitos o inductores de resistencia sistémica
vegetal. La colonizacion de las raices se considera una de las caracteristicas mds importantes
de los PGPF, de modo que les ayuda a interactuar con las plantas mejorando el crecimiento
y la proteccion de las mismas (Dewan vy Sivasithamparam, 1989; Hyakumachi, 1994;

Masunaka et al, 2011).

1. BIOTINA (VITAMINA B7)
La biotina es una vitamina hidrosoluble esencial para la vida de todos los organismos,
la pueden sintetizar las plantas, la mayorfa de las bacterias y algunos hongos (Alban et al,

2000), pero no los animales; y es capaz de regular su propia sintesis a concentraciones muy

bajas (Knowles, 1989).

En todos los organismos sirve como cofactor de enzimas implicadas en la
transferencia de CO, durante las reacciones de carboxilacion, descarboxilacion vy

transcarboxilacion (Dakshinamurti y Chauhan, 1989; Knowles, 1989). En plantas, su funcion
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clasica es como cofactor de las carboxilasas. Sin embargo, también se ha descubierto su
participacion en la defensa, la muerte, el crecimiento y el desarrollo celular (Li et al, 2012;

Maruyama et al,, 2012).

Pese a la funcidon bdsica de la biotina como cofactor de carboxilasas, no se ha
concretado aun su papel especifico en la interaccion planta-PGPB. Sin embargo, en algunas
bacterias como Sinorhizobium meliloti, pese a no ser esencial, promueve su crecimiento en
medios de cultivo artificiales y en el suelo (Heinz et al,, 1999). En este caso, cuando la biotina
estd disponible en la rizosfera de las plantas, favorece que la bacteria utilice su reserva de
PHB (poli-B-hidroxibutirato), lo que la convierte en mds competitiva en su entorno
rizosférico. Esta induccidon se produce gracias a la expresion de la 3-hidroxibutirato
deshidrogenasa, que es imprescindible para la degradacion del PHB en S. meliloti. Esta enzima
se regula por la disponibilidad de biotina. El resultado de este proceso es un rapido
catabolismo del PHB almacenado, en respuesta a la biotina exudada por parte de la planta,
que permite a la bacteria colonizar rapidamente la rizosfera y contribuir de inmediato a la

formacion de nédulos radiculares y a la fijacion de N2 (Hofmann et al., 2000).

La produccién de biotina por parte de agentes promotores del crecimiento vegetal
ha sido comprobada en Pseudomonas fluorescens, Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium spp.,
Bradyrhizobium japonicum, Bacillus subtilis, Achromobacter sp., Azotobacter vinelandii, Azotobacter
chroococcum, and Azospirillum spp. (Dahm et al, 1993; Entcheva et al, 2002; Frappier y
Marquet, 1981; Gonzalez-Lopez et al., 1983; Guillén-Navarro et al., 2005; Heinz et al., 1999;
Marek-Kozaczuk y Skorupska, 2001; Revillas et al., 2000; Sakurai et al., 1993; Streit y Entcheva,
2003; Sullivan et al,, 2001).

2. ACIDO PANTOTENICO (VITAMINA B5)

El Acido Pantoténico es un precursor metabdlico de la coenzima A (CoA) vy la
proteina transportadora de grupos acilos (ACP), que son cofactores necesarios para un gran
ndmero de enzimas metabdlicas (White et al. 2001). La biosintesis del Acido Pantoténico
ocurre en los microorganismos y las plantas, mientras que en los animales es obtenido en su
dieta. En las bacterias, este dcido es sintetizado por la condensacién de acido pentoico,
derivado de a-cetoisovalerato, un intermediario en la biosintesis de valina y [3-alanina,
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producido por la descarboxilacion del L-aspartato (Primerano y Burns, 1983; White et dl,

2001).

Fl papel del Acido Pantoténico en la interaccion planta-PGPB es poco conocido.
Escasas investigaciones, en este sentido, se han llevado a cabo, desde aquellos primeros
estudios de McBurney et al, (1935), sobre la produccién de Acido Pantétenico por parte de

la rizobacteria S. melitoti.

Entre los PGPB que producen Acido Pantoténico se encuentran Pseudomonas
fluorescens, Azotobacter vinelandii, Azotobacter chroococcum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium
spp., Azospirillum brasilense y Azospirillum Spp. (Dahm et al. 1993; Marek-Kozaczuk y Skorupska
20071; Martinez-Toledo et al. 1996; Revillas et al. 2000; Rodelas et al. 1993; Sierra et al. 1999).

3. NIACINA (VITAMINA B3)

El término Niacina engloba un amplio descriptor de vitaminas que incluye el 4cido
nicotinico y una variedad de estructuras derivadas de la piridina (Kirkland, 2007). Las formas
bioldgicamente activas de los compuestos de la niacina, la nicotina adenina dinucledtido
(NAD) y la nicotina adenina dinucledtido fosfato (NADP), intervienen en vias metabdlicas

vitales para la célula (Noctor et al,, 2006).

La funcién mas importante de la niacina es la produccién de cofactores que participan
en una gran variedad de reacciones de oxidacion-reduccion (Kirkland, 2007). También
favorece la promocién de la colonizacion de las raices y la nodulaciéon en el trébol rojo
cuando es producida por Rhizobium leguinosarum bv. trifolii (Marek-Kozaczuk y Skorupska,

2001).

Algunas de las bacterias conocidas como potenciales productoras de niacina son
Pseudomonas fluorescens, Azospirillum brasilense, Azotobacter vinelandii, A. chroococcum,
Sinorhizobium meliloti, y Rhizobium spp. Se conoce que algunos de estos agentes promotores
mitigan los efectos del estrés en muchas especies de plantas (Lucy et al, 2004; Bashan y de

Bashan, 2005; de Bashan y Bashan, 2008; de Bashan et al, 2005;).



4. ACIDO INDOL ACETICO

Fl Acido Indolacético (AIA) es la auxina natural mas importante, la cual estd presente
en la mayorfa de las plantas. Las auxinas son hormonas vegetales, también llamadas
fitohormonas, que regulan diversos procesos del desarrollo vegetal gracias a su capacidad
para estimular el crecimiento diferencial en respuestas a estimulos de luz. Son las
fitohormonas que juegan el rol mas importante en el desarrollo de las plantas y el AlA es
una de las descritas como las auxinas naturales sintetizadas por plantas junto a otras como
el &cido indol-3-butirico o el 4cido fenilacético. Entre otros efectos, las auxinas influyen en el
crecimiento, la division de tejidos, la elongacion y division celular, las respuestas a la luz y a la
gravedad, y el desarrollo de las raices. El AIA afecta al crecimiento y desarrollo de las plantas,
principalmente en una serie de procesos fisiolégicos que incluyen la divisién y expansion
celular, diferenciacion de tejido y vascular, fototropismo, gravitropismo, desarrollo de rafz
lateral y dominancia apical, destacando un importante rol en la formacion del xilema vy la raiz

(Davies, 1995; Castillo et al. 2005; Gray, 2004; Santner et al,, 2009;).

La biosintesis de AIA no se limita a las plantas superiores, pues organismos como
bacterias, hongos y algas son capaces de sintetizarla. El triptéfano es el principal precursor

en las vias de biosintesis de AIA en bacterias (Lee et al. 2004).

Algunos microorganismos conocidos como sintetizadores de esta fitohormona son

Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas, Rhyzobium, etc. (Patten y Glick, 1996).

El objetivo principal de este trabajo fue detectar y cuantificar la produccién de las
vitaminas, Niacina, Biotina y Acido Pantoténico, asi como del Acido Indolacético, fitohormona
imprescindible en el desarrollo vegetal, por parte de 7 cepas bacterianas y 3 cepas fungicas,

procedentes de un proceso de compostaje de restos vegetales.



Para el desarrollo de este proceso se utilizaron residuos vegetales, en concreto,
restos de plantas de tomate, los cuales se limpiaron convenientemente de frutos, rafia y
otros elementos no deseables y se dispusieron en la zona de la planta piloto reservada para
el desecado. Una vez finalizado el desecado, el material fue molido a un tamafio de particula

adecuado de aproximadamente entre 5y 15 mm.

La optimizaciéon de las condiciones de partida se realizé en funcion de las
caracteristicas fisicoquimicas de las materias primas, intentando alcanzar una relacion C/N
inicial en torno a 25. Dada la composicion de esta especie vegetal, fue necesario adicionar
un material estructurarte con elevado contiendo en C para mejorar el balance de nutrientes.
El material seleccionado fue astilla de pino, el cual permitié alcanzar la relacion C/N deseada.
Por otro lado, la humedad fue ajustada a un valor préximo al 50%, teniendo en cuenta el

propio contenido en agua de los materiales de partida.

Las pilas se ubicaron sobre una solera de hormigdén armado que disponia de un
sistema de aireaciéon basal. De esta forma, las pilas fueron aireadas por presion,
manteniéndose los niveles de oxigeno siempre en el rango demandado por la poblacién
microbiana. Las dimensiones de las pilas fueron de 1,0 m x 1,5 m x 1,2 m (ancho x largo x

alto).

Durante la fase bio-oxidativa se administré un régimen de aireacion forzada de 7,5-
9,0 L/kg cada 4 horas junto con volteos periddicos para garantizar el adecuado aporte de
oxigeno, asi como la correccion de los niveles de humedad y la mezcla de los materiales aun
no transformados. Durante todo el proceso se realizé un seguimiento de los pardmetros de

pH, humedad y temperatura para llevar a cabo un control éptimo del proceso.

Para llevar a cabo los ensayos de produccion de las vitaminas y la fitohormona se
seleccionaron 10 cepas microbianas a partir del proceso de compostaje descrito

previamente. Dichas cepas fueron seleccionadas previamente siguiendo el criterio de
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promocion de la germinacion y de estimulacion de la elongacion radicular en semillas, tras la
aplicacion del método descrito por Zucconi et al, (1981), para el calculo del Indice de
Germinacion. También se tuvo en cuenta la capacidad de las cepas para solubilizar fosfatos
en cultivo in vitro segin metodologia descrita por Nautiyal, (2006). La seleccién preliminar
de las cepas no se incluye dentro de los resultados de este Trabajo Fin de Master, aunque
se dirigio, logicamente, a la busqueda de cepas potencialmente promotoras de crecimiento

vegetal.

Por otro lado, se solicitd a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo la cepa Lactobacillus
plantarum CECT 220, con objeto de utilizarla como control en los ensayos de cuantificacion
de la produccién de las vitaminas Niacina, Tiamina y Acido Pantoténico. Dicha cepa es
auxétrofa para sendas vitaminas, por lo que la ausencia de cualquiera de ellas provocarfa la
ausencia de crecimiento de la misma en los medios de cultivo destinados a este tipo de

ensayos (apartado II.C.2.).

Tabla 1. Coleccion de cepas y procedencia

NOMBRE CIENTIFICO TIPO' CODIGO IG2 SP? Procedencia®
Methanosarcina barkeri B TERTA 132 - Fase Termofila
Pseudomonas stutzeri B MESA2 121 - Fase Mesofila (temperatura en ascenso)
Bacillus licheniformis B MESD2 120 + Fase Mesofila (temperatura en descenso)
Staphylococcus equorum B MESA3A | 122 - Fase Mesofila (temperatura en ascenso)
Bacillus aerophilus B MESA3B 123 + Fase Mesofila (temperatura en ascenso)
Pseudomonas stutzeri B TER3A 128 - Fase Termofila
Bacillus stratosphaericus B MES7 124 - Fase Mesdfila
Gibellulopsis nigrescens H TER1B 151 - Fase Termofila
Aspergillus fumigatus H MESA4 142 - Fase Mesofila (temperatura en ascenso)

Penicicillium dipodomycola H MES5 135 - Fase Mesofila
'B: Bacteria; H: Hongo
2G: Indice de Germinacion (%)
3SP: Solubilizadores de fosfato (caracterizacion cualitativa)
*Procedencia: etapa a partir de la cual fue aislada la cepa durante el proceso de
compostaje

C. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacion, se detallan los medios de cultivo utilizados durante la realizacion de

este trabajo. En todos los casos, los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a



121 °Cy 1 atmdsfera de sobrepresion durante 20 minutos, salvo los medios utilizados para
la determinaciéon de vitaminas, los cuales se autoclavaron durante 10 minutos. Asimismo, los

medios de cultivo fueron conservados en cdmara fria a 4 °C y mantenidos en oscuridad.

1. MEDIOS DE CULTIVO GENERALES
A continuacion, se indican los medios de cultivo generales, asi como la composicion

y método de preparacion de los mismos:

e Medio de cultivo estdndar para el crecimiento de bacterias
aerobias, segin metodologia de la “American Public Health
Asociation” (APHA)

o Extracto de levadura 25 g
o Dextrosa1g
o Peptona de caseina 5 g

o Agar bacterioldgico 15 g

Se prepard una suspension de 235 g en 1 L de agua destilada y se calentd
suavemente mientras se agitaba hasta conseguir una completa homogeneizacion. El medio

se esterilizd en autoclave a 121 °C, 20 minutos y se repartié en placas de Petri.

e Medio para el aislamiento y enumeracién de lactobacilos (MRS)
o Peptona bacterioldgica 7,5 g
o Extractodecarne75¢g
o Extracto de levadura 3,75 g
o Glucosa15¢
o Acetato amoénico 15 ¢
o Citrato sédico 3,75 ¢
o MgSO4+7H20015¢
o MnSO+H,O 00375 g
o KHPO,2¢g
o H,O 750 mL
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o Agar bacterioldgico 11,5 g (sélo cuando se usé en placas de

Petri)

Tras mezclar todos los componentes en un vaso de precipitado se procedio al ajuste
de pH entre 6,2 y 6,5. Tras ajustar el pH se repartié en tubos para después taparlos con
algodon hidréfobo. Para la preparacion de medio sélido, se adiciond agar bacterioldgico.

Después se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 min.

e Patata Dextrosa Agar (PDA)
o Infusién de patata 4 g
o Dextrosa20 g

o Agarlbg

Para preparar este medio se rehidrataron 39 g de un preparado comercial (Panreac
Ref: 413758.1210) en 1 L de agua destilada. Se agitd vigorosamente y se calentd ligeramente
hasta conseguir la solubilizacion parcial del preparado. Después se esterilizd en autoclave a

121 °C durante 20 min.

e Caldo de Patata Dextrosado (PDB)
o Patata400 g
o GClucosa40g
o Agua destilada 2000 mL

La elaboracién de este medio de cultivo se llevd a cabo pesando 48 g de un
preparado comercial (Becton, Dikson and Company, Ref.: 254920), el cual se mezclé con 2
L de agua destilada. La mezcla se repartié en matraces Erlenmeyer de 250 mL a razdn de
50 mL por matraz, los cuales fueron esterilizados en autoclave.

2. MEDIOS DE CULTIVO PARA AUXOTROFQOS
e Medio salino glucosado:
o Glucosa 5 ¢l
e Sales de Burk (A, B, C) 100 mL de cada sal
o NH.ClI0,2%
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Una vez mezclados los componentes se completd con agua destilada hasta 1 L, y se

repartié en matraces a razon de 100 mL para después autoclavar a 121 °C durante 20 min.

e Medio para el ensayo de Niacina

o

Hidrolizado 4cido de caseina 12 g
Dextrosa 40 g

Acetato de sodio 20 g

L-Cistina 0,4 g

DL-Triptéfano 0,2 g

Sulfato de adenina 20 mg
Clorhidrato de guanina 20 mg
Uracilo 20 mg

Clorhidrato de tiamina 200 pg
Pantotenato de calcio 200 pg
Clorhidrato de piridoxina 400 pg
Riboflavina 400 pg

Acido p-aminobenzéico 200 pg
Biotina 0,8 pg

Fosfato dipotdsico 1 g

Fosfato monopotésico 1 g
Fosfato magnésico 0,4 g

Cloruro de sodio 20 mg

Sulfato ferroso 20 mg

Sulfato manganeso 20 mg

Para la elaboracion de este medio, empleado en la determinacion de Niacina, se

pesaron 7,5 g de un preparado comercial (DIFCO™ Niacin Assay Medium, ref: 232210), en

100 mL de agua destilada. La mezcla se calentd con agitacion frecuente vy se hirvio de 2 a 3

minutos. A continuacion, se repartié a razén de 5 mL en tubos de ensayo, que fueron

posteriormente autoclavados a 121 °C durante 10 minutos.
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e Medio para el ensayo de Biotina

o

©)

Hidrolizado 4cido de caseina 12g
Dextrosa 40 g

Acetato de sodio 20 g

L-cistina 0,2 g

DL-triptéfano 0,2 g

Sulfato de adenina 20 mg
Clorhidrato de guanina 20 mg
Uracilo 20 mg

Clorhidrato de tiamina 2 mg
Riboflavina 2 mg

Niacina 2 mg

Pantotenato de calcio 2 mg
Clorhidrato de piridoxina 4 mg
Acido p-aminobenzdico 200 pg
Fosfato dipotasico 1 g

Fosfato monopotésico 1 g
Sulfato de magnesio 0,4 g
Cloruro de sodio 20 mg
Sulfato ferroso 20 mg

Sulfato de manganeso 20 mg

Para la elaboracion de este medio, empleado en la determinacién de Biotina, se

pesaron /,5 g de un preparado comercial (DIFCO™ Biotin Assay Medium, Ref: 241910) v

se suspendi® en 100 mL de agua purificada. La mezcla se agitd vigorosamente y se hirvid

durante 2-3 minutos. A continuacion, se repartid en tubos de 5 mlL, los cuales fueron

autoclavados a 121 °C durante 10 minutos.

e Medio para el ensayo de Acido Pantoténico

o

o

Hidrolizado 4cido de caseina 10g

Dextrosa 40 g
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o Acetato de sodio 20 g

o L-cistina04 g

o DL-triptéfano 0,2 g

o Sulfato de adenina 20 mg

o Clorhidrato de guanina 20 mg
o Uracilo 20 mg

o Clorhidrato de tiamina 200 pg
o Riboflavina 400 pg

o Niacina 1 mg

o Piridoxina 800 pg

o Acido p-aminobenzéico 200 pg
o Biotina 1 pg

o Fosfato monopotésico 1 g

o Fosfato dipotdsico 1 g

o Sulfato de magnesio 0,4 ¢

o Cloruro sddico 20 mg

o Sulfato ferroso 20 mg

o Sulfato de manganeso 20 mg

Para la elaboracién de este medio empleado en la determinacién de Acido
Pantoténico, se pesaron /7,3 g de un preparado comercial (DIFCO™ Pantothenate Assay
Medium, Ref: 260410) y se mezclaron con 100 mL de agua purificada. La metodologia
aplicada para la preparacion de este medio de cultivo es idéntica a la descrita para el resto

de vitaminas analizadas.

3. MEDIOS DE CULTIVO PARA MEDIDAS DE FITOHORMONAS:
ACIDO INDOLACETICO
e Caldo de Triptona de Soja (TSB)
o Digerido pancredtico de caseina 17,0 g
o Digerido papainico de soja 3,0 g

o Dextrosa25¢g
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o Cloruro de sodio 5 g

o Fosfato dipotdsico 25 ¢

Se resuspendieron 30 g de un preparado comercial (Becton, Dickinson and
Company, ref: 211825) en 1 L de agua destilada. Se agitd la mezcla vigorosamente a la vez
que se calentd ligeramente para su disolucién completa. Después se procedié con el ajuste
del pH hasta alcanzar un valor final de 7,3 + 0,2. La mezcla se repartié en matraces de 100
mL a razén de 25 mL por matraz, que finalmente fueron autoclavados a 121 °C durante 20

minutos.

4, REACTIVOS
e Sales de Burk:

o Solucién A:
. KHPO, 64 ¢
= KH,PO; 16 ¢

o Solucién B:
= NaCl2g
= MgSO4+7H,O 2 ¢
= CaSO4+-2H,O0 05 ¢

o Solucién C:
= NaaMoO4-2H,O 0,01 g
= FeSOs 7H,O 0,025 ¢

Cada solucion se disolvid en un 1 L de agua destilada y se autoclavd a 121 °C durante

20 min.

e Reactivo de Salkowsky
o FeCl (05M)1mL
o HSO4 (concentrado) 30 mL
o Agua destilada 50 mL
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Se prepard una solucién FeClz 0,5 M diluyendo 0,406 g de FeClzen 5 mL de agua.
Después se mezclaron el resto de componentes en las cantidades indicadas y se conservé el

reactivo protegido de la luz en una botella de cristal opaco.

e Solucién Salina al 0,9%
o Cloruro sédico (NaCL) 9 g
o Agua destilada 1L

Ambos componentes se mezclaron en un vaso de precipitado, y posteriormente se
repartid en matraces, tubos o microtubos segiin uso. Se procedid a su esterilizacién en

autoclave a 121 °C durante 5 minutos para posteriormente ser conservada a 4 °C.

Para llevar a cabo los ensayos de producciéon de vitaminas de origen microbiano, se
prepararon cultivos de los microorganismos en un medio para el cultivo de organismos
auxétrofos (apartado II.C.2). Las 10 cepas seleccionadas previamente para la realizacién de
los ensayos de produccion (Tabla 1) se sembraron en los medios especificos para la
cuantificacion de cada vitamina y en agitacién a 120 rpm a 30 °C, durante 48 horas en el

caso de las bacterias, y 5 dfas en el caso de los hongos.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los cultivos fueron centrifugados a
5000 rpm durante 10 min, y finalmente filtrados bajo condiciones de asepsia con filtros
estériles de 0,45 micras de didmetro de poro. El filtrado resultante de cada cepa, al que nos
referiremos de ahora en adelante como extracto, fue congelado para su conservacion hasta

el momento de ser utilizado.

En paralelo, se prepard un cultivo de la cepa auxétrofa Lactobacillus plantarum, CECT
220, que serviria como un agente bioindicador de la produccion de las distintas vitaminas
analizadas en este trabajo. Para ello se realizé una siembra de L. plantarum CECT 220 en 10

mL de medio MRS y se incubd a 37 °C durante 24-48 h.
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Tras el periodo de incubacién se centrifugaron las células bajo condiciones de asepsia
a 5000 rpm durante 10 min y se decanté el sobrenadante. Se lavaron las células 3 veces con
10 mL de solucién salina estéril al 0,9 % v tras cada lavado se volvié a centrifugar en las
condiciones anteriormente mencionadas. Después del tercer lavado, las células se
resuspendieron en 10 mL de solucién salina. Se tomaron 0,5 mL de dicha suspensién vy se
diluyeron en 100 mL de H,O destilada estéril. 50 pl de esta suspension se utilizaron como

un indculo estandarizado de la cepa indicadora.

1. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE NIACINA A

PARTIR DE EXTRACTOS MICROBIANOS
Para cuantificar la produccion de Niacina por parte de las cepas seleccionadas se
prepararon tubos con 5 mL de medio de auxdtrofos para la Niacina (descrito en el apartado
I1.C.3), y se afiadieron por triplicado distintas cantidades de los extractos de cada cepa (1, 2,

3,4y 5mL). En caso necesario, se completd con agua destilada estéril hasta los 10 mL.

De forma paralela al ensayo de los extractos microbianos, se prepard una recta
estandar de Niacina a concentraciones de 0 a 25 ng/mL. Para ello fue necesario la
preparacion de una solucion stock de Niacina, mezclando 0,50 g de Niacina en 1 L de agua
pura. La mezcla se agité vigorosamente y se diluyd 1 mL de la suspension anterior en 99 mL
de agua destilada estéril. Se volvié a realizar la misma operacién hasta conseguir una

concentracion final de 50 ng/mL. Cada punto de la recta patrén se prepard por triplicado.

Finalmente, todos los tubos, tanto los de la recta patrén como aquellos a los que se
les adicionaron los extractos microbianos, se inocularon con 50 pl del inéculo estandarizado
de L plantarum y se incubaron a 37 °C durante 18-24 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion se determind turbidimétricamente la concentracion de Niacina a una longitud de
onda de 600 nm, por comparacién con los valores obtenidos en la recta patron (Marca:

Biotek, Modelo: Eon).
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Foto 1. Espectrofotdometro de microplacas de 96 pocillos (Marca: Biotek, Modelo:

Eon)

2. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE BIOTINA A PARTIR

DE EXTRACTOS MICROBIANOS
Para determinar la produccién de Biotina por parte de las cepas seleccionadas se
prepararon tubos con 5 mL de medio para auxoétrofos de Biotina (apartado III.C.3). Al igual
que en el caso anterior, se adicionaron, distintas cantidades de extractos obtenidos a partir
de cada cepa (1, 2, 3,4y 5 mL) y se completd con agua destilada estéril hasta 10 mL cuando

fue necesario.

De forma paralela, se prepard una recta estandar de Biotina a concentraciones de
0-1 ng/mL. Para ello, se prepard una solucién stock de Biotina mezclando 0,02 g de la
vitamina en 1 L de agua destilada estéril. Se diluyd 1 mL de la suspension anterior en 99 mL
de agua destilada y se repitié la operacién para conseguir una concentracion final de la

vitamina de 2 ng/mL.

Finalmente, se inocularon todos los tubos con el indculo de L. plantarum y se

incubaron a 37 °C durante 18-24 h, transcurridas las cuales se determind

18



turbidimétricamentre la concentracién Biotina a 600 nm, en comparacién con su recta

patron.

3. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO
PANTOTENICO A PARTIR DE EXTRACTOS MICROBIANOS

Para determinar la produccién de Acido Pantoténico por parte de las cepas

seleccionadas se prepararon tubos con 5 mL de medio para auxétrofos de Acido

Pantoténico (apartado IIL.C.3). Siguiendo con los protocolos anteriores, los tubos se

inocularon por triplicado con cantidades de extractos de cada cepa de entre 1y 5 mL y se

completaron hasta 10 mL con agua destilada estéril.

Para elaborar la recta patrén se prepard una solucion stock de Acido Pantoténico.
Para ello, 0,1 g de pantotenato cadlcico se adicionaron a 1 L de agua destilada estéril. 1 mL
de dicha suspension se diluyd en 99 mL de agua destilada estéril y se volvid a repetir la
operacion hasta conseguir una concentracion final de 1 ng/mL. Con esta solucién stock se
prepard una recta de crecimiento estandar de 5 puntos por triplicado a concentraciones

entre 0-0,5 ng/mL.

Finalmente, todos los tubos se inocularon con el indculo estandarizado de L.
plantarum y se incubaron a 37 °C durante 18-24 h, transcurridas las cuales se determind

turbidimétricamentre la cantidad de Niacina a una longitud de onda de 600 nm.

4. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ACIDO INDOL

ACETICO A PARTIR DE EXTRACTOS MICROBIANOS
En este caso se siguid la técnica descrita por Gravel et al, (2007). Para ello se
prepararon cultivos liquidos de todas las cepas en 100 mL de medio de cultivo TSB,
suplementado con triptéfano (precursor del Acido Indolacético), a razén de 800 pg/mL. Las
bacterias se incubaron durante 72 horas a 30 °C y 120 rpm. Los hongos se incubaron
durante 1 semana en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo de incubacion, la
retirada de las células y el micelio mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos,
y filtrado posterior a 0,22 micras de didmetro de poro, se consiguié obtener un extracto

estéril de cada cepa. Posteriormente se mezcld 1 mL de dicho extracto con 2 mL del reactivo
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de Salkowsky (Gordon y Weber, 1951) y se incubd a temperatura ambiente durante 20
minutos. Finalmente, se midid la absorbancia a 535 nm. La concentracién de AlA obtenida

fue cuantificada mediante la comparacién con una recta estandar de AlA.

Para la elaboracidn de la recta estdndar o recta patrén de AlA, se prepararon distintas
concentraciones de la fitohormona a partir de una solucién stock previamente preparada.
En este caso, se mezclaron 0,020 g de 4cido-3-indolacético con 50 mL de agua destilada.
Después, se prepararon los distintos puntos de la recta patrdn a partir de la solucion stock
y completando con medio TSB hasta 1 mL. Finalmente, se afiadieron 2 mL de reactivo
Salkowsky y se dejo incubar 20 minutos a temperatura ambiente, siguiendo el mismo
procedimiento descrito para los extractos microbianos. Por Ultimo, se midié la absorbancia

a 535 nm.

Para llevar a cabo el andlisis estadistico se utilizé el programa Statgraphics Centurion
XVILII. El'estudio de la influencia del factor cepa sobre las variables dependientes se llevo a

cabo mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) multifactorial a un intervalo de confianza

del 95,0%.

También se utilizé el Test de Minima Diferencia Significativa de Fisher (LSD) para
poder identificar los niveles dentro de cada factor que fueron significativamente diferentes y

a qué nivel pertenecia cada cepa.

A continuacion, se describen los resultados derivados de los ensayos de produccién
de vitaminas y Acido Indolacético. Los resultados se han ordenado en funcién de la vitamina

analizada y del grupo microbiano.
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1. PRODUCCION DE NIACINA A PARTIR DE BACTERIAS

En la Figura 1-A se muestra la producciéon media de Niacina a partir de las 7 cepas
bacterias seleccionadas. En mayor o menor cantidad, todas ellas fueron capaces de producir
la vitamina en un intervalo de 2 a 15 ng/mL, aunque se observaron ciertas diferencias entre
ellas, hecho que se puso de manifiesto tras realizar el andlisis estadistico de los resultados
(Figura 1-B). Asi, seglin el test de minima diferencia significativa (test LSD), se obtuvieron 5
grupos de homogeneidad que difirieron con respecto a las cantidades de Niacina producida.
En el grupo A se incluirian las cepas menos productoras, las cudles fueron Staphylococcus
equorum (MESA3A) y Bacillus stratosphaericus (MES7) con una produccién en torno a 2
ng/mL. En el resto de grupos, se pudo observar una progresiéon ascendente de la produccion,
que oscila entre los 7,5 ng/mL del grupo de homogeneidad B, que incluye la cepa
Microbacterium barkeri (TER1TA) y los 14,7 ng/mL producidos por la cepa Bacillus licheniformis
(MESD?2), la cual se incluyd en el grupo E de homogeneidad.
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Figura 1-A'y 1-B. A. Producciéon media de Niacina a partir de las cepas bacterianas analizadas.
Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segin el test de minima
diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico (ANOVA

multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccion de Niacina.
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A partir de las investigaciones llevadas a cabo por Murcia et al, (1997) con diversas
cepas pertenecientes al género Azotobacter, se obtuvieron valores de produccion de Niacina
inferiores a 10 ng/10” Unidades Formadoras de Colonias, lo que podria corresponder
aproximadamente a 1 mL de cultivo bacteriano estdndar. Teniendo en cuenta dicha
estimacion, podrfa decirse que la produccién de Niacina a partir las cepas seleccionadas
concuerda con los datos obtenidos por Murcia et al. (1997), ya que todas las cepas, a
excepcion de las incluidas en el grupo A, muestran una produccién que incluso supera lo
indicado en bibliografia, como es el caso de las cepas Pseudomonas stutzeri (MESA2) y Bacillus

licheniformis, con 11,7 y 14,7 ng/mL, respectivamente.

2. PRODUCCION DE NIACINA A PARTIR DE HONGOS

Con respecto a la produccién de Niacina a partir de las 3 cepas de hongos
seleccionadas, se observaron resultados muy diferentes a los obtenidos para el caso de las
bacterias. En la Figura 2-A, quedd patente el hecho de que las 3 cepas fungicas fueron capaces
de producir grandes cantidades de Niacina in vitro. Entre ellas, ademds, se establecieron
notables diferencias con respecto a dicha produccién. Los valores mas bajos de produccion,
en torno a 20 ng/mL de extracto, correspondieron a la cepa Gibellulopsis nigrescens (TER1B).
En orden de menor a mayor produccién le siguid la cepa Penicillium dipodomycola (MES5),
con una produccidon media que superd los 50 ng/mL. Finalmente, destaco la cepa Aspergilllus
fumigatus (MES4) con una produccion en torno a los 200 ng/mL. El andlisis estadistico, en

consecuencia, revelo la presencia de 3 grupos de homogeneidad diferentes (test LSD).
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Figura 2-A y 2-B. A. Produccidon media de Niacina a partir de las cepas fungicas
analizadas. Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segin el test de
minima diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico (ANOVA

multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccidn de Niacina.
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Si se compara la produccién de Niacina por parte de las cepas de hongos con la
produccién por parte de bacterias del ensayo anterior, salta a la vista que la produccion de
origen fungico de esta vitamina es mayor que la observada en el caso de las bacterias,
destacando, por encima de todas, la cepa Aspergilllus fumigatus (MES4), con una produccién

en torno a 200 ng/mL.

En investigaciones llevadas a cabo por Arcos (2010), se cuantificd la produccion de
Niacina por parte de numerosos microorganismos aislados de compost. La mayor
produccién de dicha vitamina se obtuvo a partir de las cepas Bacillus pumilus RSU231 y
Streptomyces griseus RV523, estando dicha produccién en torno a 100 ng/mL de extracto.
Dos cepas de hongos, Paecilomyces varioti RSU312 'y Achremonium chrysogenum RV532,
también se mostraron como importantes productores de Niacina, con valores que oscilaron

entre 40 y 80 ng/mL.

3. PRODUCCION DE BIOTINA A PARTIR DE BACTERIAS

En la Figura 3-A se muestran los datos de produccién media de Biotina por parte de
las cepas de bacterias seleccionadas. En ella puede observarse que solo 2 de las cepas
ensayadas son productoras de esta vitamina. Segln el andlisis estadistico ANOVA y test de
multiple comparacion, se establecieron diferencias significativas entre ambas cepas. Se incluyd
en el grupo B a la cepa Pseudomonas stutzeri (MES2) con el menor valor de produccion, en
torno a 0,016 ng/mL de extracto. Mientras que otra cepa diferente de la misma especie
anterior, Pseudomonas stutzeri (TER3A), se incluyd en el grupo de homogeneidad C, con el

maximo valor de produccion, que estuvo en torno a 0,029 ng/mL de extracto.

Existen investigaciones llevadas a cabo por Murcia et al. (1997) que definen las
producciones de biotina por parte de bacterias en un intervalo de 40 a 100 ng/10” UFC de
cultivo microbiano (lo que corresponde con aproximadamente 1 mL de un cultivo

bacteriano estandar).
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Figura 3-A'y 3-B. Produccién media de Biotina a partir de las cepas fungicas analizadas.
Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segin el test de minima
diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico (ANOVA

multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccién de Biotina
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4. PRODUCCION DE BIOTINA A PARTIR DE HONGOS

En cuanto a la producciéon de Biotina por parte de las cepas de hongos, podemos
observar que las 3 cepas son productoras y que entre ellas hay diferencias de produccién
significativas (ver Figuras 4-A'y 4-B). En este caso, la cepa que dio lugar a la menor produccién
de Biotina fue Penicillium dipodomycola (MES5), con valores en torno a 0,02 ng/mL de
extracto. En el caso de la cepa Gibellulopsis nigrescens (TER1B) se triplicéd dicha produccién
con valores de aproximadamente 0,71 ng/mL de extracto. Finalmente, la cepa que dio lugar
a los mejores resultados de produccion fue A. fumigatus (MESA4) con 0,11 ng/mL de
extracto. Segln el andlisis estadistico realizado, sendas cepas fueron significativamente

diferentes entre si.

Algunos trabajos previamente realizados por Arcos (2010), muestran datos de
produccién de Biotina en torno a 12 ng/mL de extracto a partir de cepas fungicas aisladas
de compost, como es el caso de la cepa Paecilomyces varioti RSU 312. Sin embargo, en
consonancia con los resultados obtenidos en este trabajo, los datos de produccién de Biotina
indicados por Arcos (2010) para bacterias y actinomicetos, no superaron en ocasiones 1

ng/mL.

Seguin los datos indicados, la produccion de Biotina por parte de las cepas analizadas
no destacd con respecto a lo que se describe en otras investigaciones, lo cual no significa
que su aplicacién in vivo no resulte satisfactoria a través de mecanismos diferentes, o bien

mediante la producciéon de cualquier otro tipo de sustancias promotoras del crecimiento.
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Figura 4-A vy 4-B. A. Produccion media de Biotina a partir de las cepas fungicas

analizadas. Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segun el test de

minima diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico (ANOVA

multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccién de Biotina.
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5. PRODUCCION DE ACIDO PANTOTENICO A PARTIR DE
BACTERIAS
En la Figura 5-A, se muestran los resultados derivados de los ensayos de produccion
de Acido Pantoténico por parte de las cepas bacterianas. Seglin los datos analizados, se
establecieron 4 grupos de homogeneidad a partir del test de minima diferencia significativa.
Dentro del grupo A se incluyeron aquellas cepas que mostraron los menores valores de
produccién de Acido Pantoténico, el cual en el caso concreto de la cepa Staphylococcus
equorum (MESA3A) fue practicamente nulo. Las otras cepas incluidas en el grupo A fueron
Microbacterium barkeri (TER1TA), Bacillus aerophilus (MESA3B) y Bacillus stratosphaericus
(MES7).

Se establecieron, por otro lado, diferencias significativas entre el resto de cepas
bacterianas ensayadas, de modo que se obtuvieron valores de produccién de Acido
Pantoténico en torno a 7, 13 y 19 ng/mL de extracto, en el caso de las cepas B. licheniformis
(MESD), P. stutzeri (TER3A) y P. stutzeri (MESA?2), respectivamente. Los datos de produccion
descritos en el caso de otras bacterias como Azotobacter vinelandii y A. chroococcum,
consideradas como agentes promotores del crecimiento vegetal (Murcia et al., 1997), revelan
datos de produccion muy variables, que oscilan, segin el medio de cultivo, entre 22-70
ng/10” CFU y 02 ng/10” CFU, respectivamente (lo que podria corresponder
aproximadamente a 1 mL de un cultivo bacteriano estandar). Se observa pues, que los datos
de produccién de pantoténico en el caso de las cepas ensayadas en este trabajo, si bien esta
por debajo de los maximos alcanzados por algunas bacterias estudiadas, no dejan de ser

prometedores.
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Figura 5-A y 5-B. Produccién media de Acido Pantoténico a partir de las cepas

bacterianas analizadas. Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segun

el test de minima diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico

(ANOVA multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccién

de Acido Pantoténico.
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6. PRODUCCION DE ACIDO PANTOTENICO A PARTIR DE

HONGOS
Con respecto a la produccién de Acido Pantoténico a partir de las 3 cepas de hongos
seleccionadas, se detectaron niveles de deteccion entre 4 y 5 ng/mL de extracto en el caso
de las cepas Gibellulopsis nigrescens (TER1B) y Aspergillus fumigatus (MESA4), mientras que la

cepa Penicilium dicodomycola (MES5) mostrd una produccién casi 5 veces superior (Figura 6-

Ay 6-B)

En este caso, al comparar la producciéon de Acido Pantoténico por parte de las cepas
de bacterias y las de hongos, no se encontraron grandes diferencias en cuanto a nivel de
produccion. Si se obvia el grupo microbiano, la cepa mas interesante desde el punto de vista

de la produccién de esta vitamina fue el hongo Penicillium dipodomycola (MES5).
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Figura 6-A y 6-B. Produccién media de Acido Pantoténico a partir de las cepas

flngicas analizadas. Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segun el

test de minima diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico

(ANOVA multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccién

de Acido Pantoténico.
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7. PRODUCCION DE ACIDO INDOLACETICO A PARTIR DE

BACTERIAS
La produccién media de Acido Indolacético (AIA) en medios adicionados con
triptéfano, a partir de las cepas bacterianas seleccionadas, se muestra en las Figuras 7-Ay 7-
B. En dichas figuras se observa que 4 de las cepas analizadas no produjeron cantidades
detectables de AIA, mientras que en las otras 3 los valores de produccién fueron
significativamente diferentes. La cepa que mostrd los valores mas bajos de produccién (a
excepcién de aquellos consideradas como no productoras) fue Microbacterium barkeri
(TERTA) con valores en torno a 16,4 pg/mL, seguida de Pseudomonas stutzeri (MESA2) con
28,4 pg/mL. Por dltimo, la cepa P. stutzeri (TER3A), dio lugar a los datos mayores de

produccién de AlA, llegando a alcanzar valores por encima de 40 pg/mL de extracto.
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Figura 7-A 'y 7-B. A. Produccién media de Acido Indolacético a partir de las cepas
bacterianas analizadas. Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos seguin
el test de minima diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico

(ANOVA multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccién

de AIA
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Si se comparan los resultados obtenidos en este trabajo con otros datos encontrados
en bibliografia relativos a la produccién de Acido Indolacético en bacterias, se observan
ciertas similitudes. Por ejemplo, en los estudios de Matsukawa et al. (2007) se alcanzaron
producciones de AlA en las cepas Streptomyces purpurascens NBRC 13077, S. coelicolor A3,
S. olivaceus NBRC 12805 y S. kasugaensis NBRC 13851 en torno a 28,4, 21,8, 142y 515
pg/mL respectivamente. Otros articulos de investigacion se hace referencia a producciones
de AIA semejantes a las anteriores, como es el caso de Torres-Rubio et al. (2000). Dichos
autores estudiaron la produccién de Acido Indolacético a partir de 40 cepas bacterianas (15
cepas pertenecientes al grupo de las Enterobacterias, 19 cepas Azotobacter spp., y 6 cepas
de Pseudomonas spp.). Los datos de produccion para las cepas de Azotobacter chroococcum
oscilaron en torno a 32,2y 16,1 pg/mL. Con respecto a Azotobacter vinelandii se obtuvieron
valores de produccién entre 20 y 30 mg/L, un intervalo de entre 14 y 28 pg/mL a partir de
varias cepas de Pseudomonas putida, 21,2 pg/mL en Pseudomonas aeruginosa y 15,2 pg/mL en
Klebsiella pneumoniae. Teniendo en cuenta tales datos, y comparandolos con los obtenidos
en este trabajo, cabe destacar la capacidad de la cepa P. stutzeri (TER3A), para producir AIA
in vitro y en consecuencia su potencial para actuar como un agente promotor del crecimiento

vegetal.

Un importante aspecto a tener en cuenta se indica en Aguilar-Piedras et al. (2008).
Dichos autores detectaron importantes diferencias de produccion de AlA en Azotobacter
brasilense, en funcién de los medios de cultivo utilizados para tal finalidad. En un medio libre
de nitrogeno la concentracion de AlA registrada por A. brasilense fue de 2 pg/mL, mientras
que cuando se adiciond en un medio con una fuente de nitrégeno combinado y triptdfano
extra (como precursor de AlA), la produccién de AIA aumentd hasta 24 pg/mL. Por tanto,
la produccion microbiana de AIA depende no solo de la especie y cepa productora, sino
también de las condiciones de cultivo, la concentracion de triptdfano, el pH, la oxigenacion

y la fase de crecimiento (Aguilar-Piedras et al,, 2008).
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8. PRODUCCION DE ACIDO INDOLACETICO A PARTIR DE

HONGOS
Las 3 cepas de hongos ensayadas produjeron niveles detectables de Acido
Indolacético, como puede observarse en las Figuras 8-A y 8-B. Los niveles de produccién
oscilaron en un intervalo medio de 2 a 5 pg/mL, obteniéndose estadisticamente 2 grupos de
homogeneidad diferentes. Las cepas Aspergillus fumigatus (MESA4) v Penicillium dipodomycola
(MESS) produjeron valores de AIA en torno a 2,5 pg/mL y 1,9 pg/mL, respectivamente,
mientras que Gibellulopsis nigrescens (TER1B) duplicé dicha produccién, hasta alcanzar valores

medios de 4,9 pg/mL.

Al contrario que lo observado en el caso de las vitaminas Niacina y Biotina, donde
los valores de produccion fueron muy superiores en el caso de los hongos, hay que destacar

que la produccion de AIA fue notablemente superior en el grupo de las bacterias.
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Figura 8-A y 8-B. A. Produccién media de Acido Indolacético a partir de las cepas
flngicas analizadas. Letras diferentes muestran grupos de homogeneidad distintos segun el
test de minima diferencia significativa al 95 % de nivel de confianza. B. Andlisis estadistico

(ANOVA multifactorial) en el que se muestra la influencia del Factor Cepa en la produccion

de AIA
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9. CARACTERIZACION FINAL DE LAS CEPAS SELECCIONADAS

CON RESPECTO A SU CAPACIDAD PARA PRODUCIR VITAMINAS Y
FITOHORMONAS

En la Tabla 2 se muestra la caracterizacién de las cepas seleccionadas con respecto

a la capacidad para producir Niacina, Biotina, Acido Pantoténico y Acido Indolacético. Dicha

tabla muestra de forma cualitativa, la capacidad nula (-), baja (+), media (++) y alta (+++) para

producir dichas sustancias.

Tabla 2. Caracterizacion cualitativa de las cepas seleccionadas en funcién de su

potencial para producir sustancias promotoras del crecimiento vegetal.

NOMBRE CIENTIFICO TIPO CODIGO IG'  SP2 N? B AP® AIA®

Methanosarcina barkeri B TERTA 132 = ++ - 4 ++

Pseudomonas stutzeri B MESA?2 121 - ++ + S+ 4+t
Bacillus licheniformis B MESD2 120 + ++ - s _
Staphylococcus equorum B MESA3ZA | 122 - + - - -
Bacillus aerophilus B MESA3B 123 + ++ - 4+ i

Pseudomonas stutzeri B TER3A 128 - ++ + 1t
Bacillus stratosphaericus B MES7 124 = + - + -
Gibellulopsis nigrescens H TER1B 151 - o+ +
Aspergillus fumigatus H MESA4 142 = +H+ A+t +
Penicicillium dipodomycola H MES5 135 - +++ + +++ +

'|G: Indice de Germinacion (%)

2SP: Solubilizadores de fosfato (caracterizacion cualitativa)
*N: Niacina

*B: Biotina

SAP: Acido Pantoténico

*AIA: Acido Indolacético

Tal 'y como se indica en dicha Tabla y, en funcién de un criterio puramente subjetivo,
las 3 cepas de hongos seleccionadas en funcién de sus indices de Germinacién analizados en
ensayos previos destacaron como productores de Niacina, Biotina y Acido Pantoténico. De
entre el grupo de las bacterias, las dos cepas de P. stutzeri mostraron capacidad tanto para
producir vitaminas como Acido Indolacético, por lo que éstas junto con los 3 hongos, fueron
los mejores candidatos para ser aplicados como estimuladores potenciales del crecimiento

vegetal.
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Se ha comprobado la capacidad de determinadas cepas microbianas procedentes de
compost de origen vegetal, para actuar como potenciales agentes fitoestimulantes y
promotores del crecimiento vegetal, lo cual podria estar directamente relacionado

con el cardcter biofertilizante del propio compost.

La seleccion de cepas microbianas procedentes de compost en base a su capacidad
para estimular la germinacion y elongacion radicular (Indice de Germinacion), puede
considerarse un criterio de partida a la hora de investigar la capacidad de dichas cepas

para producir sustancias implicadas en la promocion del crecimiento vegetal.

Las cepas fungicas seleccionadas, Gibellulopsis nigrescens TER1B, Aspergillus fumigatus
MESA4 v Penicillium dipodomycola MES5, destacaron como agentes potencialmente
productores de las vitaminas Niacina, Biotina y Acido Pantoténico, y en menor

medida de Acido Indolacético.

De entre el grupo de las bacterias seleccionadas, las dos cepas de Pseudomonas
stutzeri (MESA2 y TER3A), fueron las mejores candidatas como estimuladoras del
crecimiento vegetal, ya que no solo mostraron capacidad para producir Niacina,
Biotina y Acido Pantoténico, sino también para producir altas cantidades de Acido

Indolacético.
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