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Bacterias resistentes a metales pesados como promotores de crecimiento
vegetal

Rosa B. Altamirano-Diaz, Juan C. Tantalean Vésquez,
Universidad Nacional San Luis Gonzaga-Laboratorio de Biotecnologia

RESUMEN

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) contribuyen con el
desarrollo de las plantas mediante la solubilizacién de fosfatos, produccion de acido
indolacético (AlA), produccion de sidero6foros, entre otros. Se propuso determinar
dichas caracteristicas como indicadoras de capacidad promotora de crecimiento
vegetal en 15 cepas de bacterias resistentes a metales pesados aisladas de suelos y
agua contaminadas. Para la solubilizacion de fosfato, se utilizo el agar NBRIP y se
determind el halo formado alrededor de las colonias. Asimismo, se determind la
concentracion de fosforo inorganico liberado en medio NBRIP liquido, utilizando el
kit Fosfatemia. Para la produccion de AIA, las bacterias se crecieron en medio
nutritivo con triptéfano y la determinacion se realizé con el reactivo de Salkowski,
mediante lectura de absorbancia a 536 nm. Para la produccion de sideréforos se
empleo el medio CAS y se evidencié mediante la formacidn de halos de color naranja
alrededor de las colonias. Las cepas NIA-3 y Y1-E*1, mostraron la mayor capacidad
de solubilizacién de fosfato, con 124.95 y 113.84 pg/mL, respetivamente. Las cepas
C1G1 y C1J1 produjeron 14.96 y 11.81 pg/mL de AlA; la mayor productora de
sideroforos fue la cepa S2-1. Se concluye que bacterias resistentes a metales pesados
provenientes de fuentes contaminadas tienen la capacidad de solubilizar fosfato,
producir AlA y siderdforos. Estas cepas poseen una potencial aplicacion como
promotoras de crecimiento vegetal.
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ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) contribute to plant development through
mechanisms such as phosphate solubilization, indole-3-acetic acid (IAA) production,
and siderophore production, among others. This study aimed to determine these
characteristics as indicators of plant growth-promoting capacity in 15 strains of
heavy metal-resistant bacteria isolated from contaminated soil and water. Phosphate
solubilization was assessed using NBRIP agar by measuring the halo formed around
the colonies. The concentration of inorganic phosphorus released in liquid NBRIP
medium was quantified using a phosphate kit. For IAA production, bacteria were
grown in nutrient medium with tryptophan, and determination was carried out using
Salkowski's reagent by absorbance reading at 536 nm. Siderophore production was
evaluated using CAS medium, evidenced by the formation of orange halos around
the colonies. The strains NIA-3 and Y1-E*1 showed the highest phosphate
solubilization capacities, with 124.95 and 113.84 pg/mL, respectively. The strains
C1G1 and C1J1 produced 14.96 and 11.81 pg/mL of IAA, while the highest
siderophore producer was strain S2-1. It is concluded that heavy metal-resistant
bacteria from contaminated sources have the ability to solubilize phosphate, produce
IAA, and siderophores. These strains have potential applications as plant growth
promoters.

Keywords: phosphate solubilization, indole-3-acetic acid, siderophores



I. INTRODUCCION

En la actualidad, debido al crecimiento de la agro exportacién y a la mayor demanda
del mercado mundial, se estd promoviendo la produccion de alimentos de calidad con
mayor uso de agentes biolégicos, para el control de enfermedades y plagas, frente a los
pesticidas inorganicos o sintéticos (1). Asimismo, se esta aplicando mejoradores de terreno
0 promotores de crecimiento vegetal de origen microbiano (2). El uso de estas estrategias
bioldgicas para fertilizacion y promocion del crecimiento vegetal es una alternativa cada
vez mas creciente en la agricultura sostenible frente a los agroquimicos sintéticos que
eliminan la microbiota y dafian los suelos por sus efectos residuales (3,4).

Diversos organismos son utilizados como biofertilizantes, controladores biolégicos o
promotores de crecimiento vegetal, entre los que se encuentran virus, bacterias y hongos
(3). Algunos de ellos participan en la eliminacidn de formas larvarias de organismos plaga
y en el control de fitopatégenos (5). En el caso de promotores de crecimiento vegetal, éstos
lo realizan mediante la liberacion de metabolitos, los cuales permiten mayor absorcion de
nutrientes, solubilizacion de compuestos insolubles (6), proteccion contra el estrés hidrico
(7,8), entre otros.

La microbiota del suelo que se relaciona con las plantas juega un rol muy importante
favoreciendo su adaptacion frente a los factores abioticos y bidticos limitantes (9,10).
Algunas bacterias que componen esta microbiota viven en la superficie de las plantas y son
Ilamadas epifitas; otras, lo hacen en las raices y se denominan rizobacterias (2); mientras
que otras, se han adaptado dentro de las plantas o llamadas enddfitas (10). Todas ellas
muestran caracteristicas muy importantes como promotoras del crecimiento de las plantas
(1,11) y en algunos casos contribuyen a la fitoremediacion (12) reduciendo la toxicidad de
los metales pesados, cuando las plantas crecen en suelos contaminados(13-15). Asimismo,
de manera directa, favorecen la captacion de nutrientes, modulan su crecimiento, regulan
la produccion de fitohormonas y confieren resistencia a estrés; y de manera indirecta,
controlan patégenos, eliminan plagas, limitan nutrientes y contribuyen en la defensa de la
planta (11,16,17). Los mecanismos involucrados en estos beneficios para las plantas esta
dado por la liberacion de sustancias solubles y la emisién de compuestos organicos volatiles
(18-20).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) estimulan el desarrollo de
las plantas mediante la secrecion de una variedad de metabolitos y hormonas, ayudan a la
fijacion de nitrogeno, aumentan la capacidad de absorcion de otros nutrientes y mejoran la
biodisponibilidad mediante la solubilizacién de minerales (12,21,22). Estas caracteristicas
deben ser evaluadas en el laboratorio antes de realizar ensayos en invernadero o en campo
(23). Entre las pruebas mas aplicadas se encuentran las determinaciones de solubilizacion
de fosfatos, produccion de acido 3-indolacético (AlA) o tipicamente acido indolacético,
produccién de sideréforos (SD) (21,22) y actividad 1-amino ciclopentano 1-carboxilato
deaminasa (24). La presencia de estas caracteristicas en las bacterias se relaciona con genes
especificos y los mecanismos de expresion presentes en su genoma (25).

El fésforo (P) es un elemento vital para el crecimiento de las plantas y su forma
inorgéanica no puede ser asimilado facilmente por lo que generalmente se acumula en el
suelo. La concentracion de fosfato soluble en el suelo y asimilable por las plantas,
generalmente es muy baja y la mayor parte del P que se afiade se convierte en fosfato
insoluble, generando deficiencia de fosfato soluble y por lo tanto un nutriente limitante para
las plantas (26,27). El fosfato para que se encuentre en forma disponible para la planta, debe
ser mineralizado Yy esto lo realizan los microorganismos llamados solubilizantes de fosfato
(PSM), que se encuentran presentes en el suelo o pueden ser adicionados (27).



El AlA deriva del triptéfano y es una hormona del grupo de las auxinas que cumple
un rol importante en el crecimiento vegetal; se sintetiza en las zonas de crecimiento activo
de la planta, como en meristemos apicales y hojas jovenes. También se libera como
componente del exudado radicular, donde incrementa la sefalizacion entre las bacterias y la
planta huésped mejorando la salud y la productividad, mediante el desarrollo y aumento de
la superficie radicular, aumento de la longitud del pelo radicular y desarrollo de raices
adventicias, que contribuyen a la captacion de agua y absorcion de nutrientes (28). Su
funcion principal es regular los procesos fisiologicos relacionados a la division celular y la
diferenciacion de los distintos tejidos y 6rganos de la planta. También el AIA se ha asociado
a la respuesta frente a condiciones adversas, por lo que seria un factor importante para las
plantas cuando crecen en suelos contaminados con metales pesados (29).

Los sider6foros son moléculas orgénicas de bajo peso molecular producidos por
plantas monocotiledéneas, hongos y bacterias en respuesta a la carencia de hierro, debido a
su capacidad quelante y alta afinidad por el ion férrico, Fe3*. Aquellos producidos por
microorganismos se clasifican en catecolatos, hidroxamatos y o-carboxilatos, segun su
naturaleza quimica y sus sitios de coordinacion con el hierro. Asimismo, generan un cambio
en el color del medio de cultivo; como es el caso de Aspergillus niger (productor de
catecolato), de azul a violeta, Bacillus cereus (productor de hidroxamato), azul a naranja y
Rizopus oligosporus (productor de carboxilato), de azul a amarillo claro(30). Sin embargo,
algunos se clasifican como fenolatos como la yersiniabactina y otros, como “mixtos”, debido
a que contienen hidroxamato y grupos funcionales catecolato, como en el caso de las
pioverdinas, producidas por especies de Pseudomonas (21).

En el laboratorio, la solubilizacion de fosfatos insolubles se determina mediante la
cuantificacion de fosforo inorganico liberado por la actividad microbiana sobre el fosfato
(31). La produccion de AlA se determina mediante un ensayo colorimétrico, utilizando el
reactivo de Salkowski (23), por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (32) y
mediante cromatografia liquida-ionizacion por electrospray- espectrometria de masa (LC-
ESI-MS/MS) (33). La determinacidn de sideroforos se realiza mediante el medio CAS, con
cromo azurol sulfonato (CAS), que permite visualizar la formacion de un halo de color
naranja alrededor de las colonias bacterianas productoras (34).

Diversas especies de bacterias, que favorecen el crecimiento de las plantas, se han
aislado de fuentes como: suelos (14), ambientes contaminados con metales pesados (15),
agua (35), raices (1), entre otras. Los géneros bacterianos mas estudiados como promotores
de crecimiento vegetal son: Bacillus, (5,20,36), Enterobacter (37) y Pseudomonas
(5,8,14,25,38). Este altimo destaca por su versatilidad metabdlica (39-42), su capacidad
para degradar compuestos recalcitrantes (43), su resistencia a metales pesados (44), a
antibioticos (45,46) y a diversos toxicos organicos (47). Asimismo, algunas bacterias
promueven el crecimiento vegetal en condiciones de estrés salino (8). Estas bacterias
podrian utilizarse especificamente cuando las plantas crecen bajo condiciones climaticas
adversas y en presencia de metales pesados en los suelos (48). Entre las plantas que han
sido utilizadas como hospederos para ensayar promotores de crecimiento se encuentran:
Arabidopsis thaliana (38), Lactuca sativa (38), Oriza sativa L (49), Cicer arietinum L (14),
Zea mays (25), entre otras. En todas ellas, el efecto bacteriano sobre su crecimiento ha sido
muy favorable.

En la actualidad, la agroindustria es una actividad creciente y de gran importancia
econdmica regional y nacional. Los cultivos de interés requieren nutrientes exentos de
compuestos toxicos y que sean amigables para el ambiente, por lo que el uso de
microorganismos que ayuden al crecimiento vegetal y mejoren la produccion de los mismos,



es una buena alternativa. Habitualmente, se usan abonos procedentes de ganado y aves, cuyo
aporte de materia orgénica y microorganismos ayudan a metabolizar los compuestos
organicos e inorganicos del suelo.

Recientemente, extensas areas de cultivo de diferentes lugares en Peru han sido
reportadas con niveles de cadmio superiores a los permisibles, lo que ha generado pérdidas
econdmicas y pone en riesgo la produccion agricola regional y nacional(50-53). En este
sentido, las bacterias resistentes a metales pesados podrian favorecer el crecimiento de las
plantas y protegerlas de estos toxicos (15). En el laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad San Luis Gonzaga se cuenta con una coleccion de bacterias con capacidad de
resistir a metales pesados como cadmio, mercurio, arsénico, entre otros y requieren ser
evaluadas para conocer su potencial aplicacion como mejoradores de crecimiento vegetal,
en especial en suelos contaminados con metales pesados. Especies de los géneros
Pseudomonas y Bacillus estan entre las mas utilizadas con este fin y corresponden a la
mayoria de cepas de la coleccion del laboratorio de Biotecnologia. El potencial de estas
bacterias se conocera luego de establecer si presentan caracteristicas que favorecen el
crecimiento de las plantas. En este sentido, en este estudio se planted determinar la capacidad
promotora de crecimiento vegetal de bacterias resistentes a metales pesados, mediante la
produccién de &cido indol-3-acético (AlA), produccion de sideréforos (SD) y solubilizacion
de fosfato a nivel de laboratorio.



1. MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se utilizaron bacterias resistentes a metales pesados que pertenecen al cepario del
laboratorio de Biotecnologia, Biologia Molecular y Microbiologia Industrial de la Facultad
de Ciencias Bidlogas de la Universidad San Luis Gonzaga — Ica. Estas fueron aisladas de
aguas de lagunas de oxidacion: Cachiche, Marcona, Nazca, Saramarca, Yaurilla y relaves
mineros: Ingenio, del Departamento de Ica — Per(. Los cddigos utilizados son: C1 G1, C1
J1, EI2-2,13-2, 13-3, 14-1, 14-2, M1C-3, NIA-1, NIA-3, S2-1, Y1-E, Y1-E*1, Y1-F, Y1H-2.
Las cepas se conservaron en glicerol al 30% y se reactivaron en caldo de Luria Bertani (LB)
(g9/L: cloruro de sodio, 1; extracto de levadura, 0.1 y peptona, 1). Las incubaciones se
realizaron a 30°C durante 24 h.

Se utiliz6 como cepa control: Enterobacter aerogenes ATCC 13048.

Determinacion de la solubilizacién de fosfato inorganico.

Se empled el medio de crecimiento con fosfato NBRIP, sugerido por el Instituto
Nacional de Investigacién Botanica (National Botanical Research Institute's Phosphate); la
composicion es la siguiente, en g/L: glucosa, 10; Ca3(PO4)2, 5; MgCl.6H20, 5;
MgS04.7H20, 0.25; KCI, 0.2 y (NH4)2S04, 0.1. Para medio sélido se adiciono agar agar al
1.5% (6). Para la evaluacion en medio NBRIP liquido, las cepas en estudio y control se
sembraron en medio LB e incubaron a 30°C durante 24 h. Se inoculé 100 ul de cultivo de
las cepas (1 x 10° cel/mL) a 10 mL de medio NBRIP. Se utiliz6 como control negativo un
tubo sin inocular y positivo E. aerogenes ATCC 13048. La incubacion se realizo a 30 °C
durante 48 h en agitacion a 180 rpm. Se centrifugé 1.5 mL de cultivo a 10,000 rpm por 5
min y se determind el fosfato inorganico en el sobrenadante utilizando el kit Fosfatemia de
Wiener lab. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Para la evaluacion en medio solido, se sembr6 2 pl de suspension de cada cepa en el
centro del agar NBRIP vy las placas se incubaron a 30 °C durante 3 dias. La formacion de
halos transparentes alrededor de las colonias se consider6 como solubilizacién de fosfato
(17). La medida del halo se determiné por la diferencia del tamafio de los halos y didmetro
de la colonia. Se utiliz6 como control positivo E. aerogenes ATCC 13048 y los ensayos se
realizaron por triplicado.

Determinacion de la produccion de acido indolacético (AIA).

La evaluacion y cuantificacion de la produccion acido indolacético (AlA) se realizo
mediante el método del reactivo de Salkowski (23). Una alicuota de las cepas crecidas en
medio LB durante 24 h se sembraron en medio de precultivo sin triptéfano (en g/L: D (+)
glucosa, 1; peptona, 15; cloruro de sodio, 6; extracto de levadura, 3; pH final 7.5 £+ 0.2) y se
incubaron a 30 °C x 24 horas. Del precultivo se tom6 100 pL e inoculd en el medio de
produccion de AIA (medio de precultivo con triptéfano al 0.15%), se agit6 para uniformizar
la suspension y se llevo a incubar en oscuridad (envolviendo los tubos con papel aluminio)
a 30 °C, entre 24 y 96 horas, dependiendo de la capacidad de produccion de AIA de la cepa.
Puede observarse disminucion de produccion de AIA después de las 72 h.

Cada 24 h de incubacion, durante 96 h, se transfirié 1.5 mL del medio de cultivo de
produccion de AIA de cada cepa a un tubo Eppendorf. Se centrifugé a 10000 rpm durante 3
min, con cuidado se retir6 1 mL del sobrenadante y se transfirié a un tubo de 5 mL. Se
adicioné 1ml del reactivo de Salkowski, se agito suavemente y se dejo incubar la mezcla a
30 °C en oscuridad durante 30 min. En un tubo de ensayo se mezcld 1 mL de medio de
cultivo sin inocular con 1 ml del reactivo de Salkowski, se incubd junto con los tubos de
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prueba y se utilizdo como blanco. Después de la incubacion, la apariciéon de un color rosa
indicd la presencia de AIA. La cuantificacion de AIA se realizd mediante lectura de
absorbancia a 536 nm en un espectrofotdometro UNICO. Para calcular la concentracion de
AIA se compard los valores de absorbancia de las muestras de prueba con una curva estandar
de AIA (10-100 pg/mL).

Determinacion de la produccién de siderdforos.

Se utilizé el protocolo descrito por Lynne y Louden (54). Se emple6 en el ensayo el
medio CAS y su preparacion se realizd como sigue:

Solucion CAS: compuesta de tres soluciones; la solucion I: cromo azurol sulfonato
(CAS), 0.06 g en 50 ml de H>0Od; solucién I1: FeCls-6 H20, 0.0027 g en 10 mL de H.Od y
solucion 111: HDTMA (Hexa-Decil Trimetil Bromuro de Amonio), 0.073 g en 40 ml de
H20d. Se mezcld la solucion | con la solucidn 11, luego lentamente se adiciond la solucion
I11, con lo que se obtuvo una coloracion azul y se llevd a esterilizar en autoclave a 15 Ib de
presion, 121 °C durante 15 min.

Solucion de sales Medio Minimo 9 (MM9): compuesta por KH2POs, 15 g; NaCl, 25
gy NH4Cl, 50 g; en 500 ml de H>O, se ajusté el pH a 6,8 utilizando NaOH 5N (25 g en 150
mL de H20).

Preparacion del agar CAS: se adiciono 100 ml de la solucién de sales MM9 en 750
ml de H2Od y 15 g de agar agar, se esterilizo en autoclave como se indicé antes. La mezcla
se mantuvo a 50°C, se agreg6 10 mL de solucién de glucosa estéril al 20% y lentamente 100
mL de solucion CAS estéril. Se ajusto el volumen final a 1000 mL con agua destilada estéril,
se mezcld y vertio en placas.

Se sembro 2 ul de cada cepa crecida en medio LB durante 24 h en el centro de placas
con medio CAS y se incubaron a 28 °C por 72 h. Se utiliz6 como control del ensayo una
placa sin indculo y como control positivo la cepa E. aerogenes ATCC 13048. Los ensayos
se realizaron por triplicado.

La produccion de sideréforos se evidencio por la formacién de un halo de color naranja
alrededor de la colonia en el agar CAS. Esto sucede debido a que el complejo CAS—Fe+3—
HDTMA se fragmenta por los sideroforos y se forma el complejo Fe+3—sideroforo con la
liberacion del colorante CAS, que da como resultado la formacion de la zona naranja (34).



1. RESULTADOS

Figura 1. Produccion bacteriana de promotores de crecimiento. A. Solubilizacion de
fosfato por las cepas: control positivo E. aerogenes, 13-3, M13-3, N1A-3 e 14-2, B.
Produccion de sideréforos, halos de color naranja alrededor de las colonias, por las cepas
14-2, 13-3, 14-1, Y1F, C1J1, C1G1, EL2-2, M1C-3y S2-1.



Tabla 1. Solubilizacion de fosfato inorganico en medio NBRIP por bacterias aisladas de
fuentes acuaticas.

Solubilizacién de fosfato inorgénico

Fuente Lugar Cddigo Medio s6lido Medio liquido
NBRIP (mm)* NBRIP (ng/ml)
Laguna de Cachiche Cl1G1 2+1 58.75+0.05
Oxidacion
Cli 240 31.81+0.04
Marcona M1C-3 4+1 64.31+0.07
Nazca NIA-1 2+1 106.16+0.04
NIA-3 4+1 124.95+0.11
Yaurilla Y1-E 0+0 69.76+0.03
Y1-E*1 2+0 113.84+0.09
Y1-F 2+0.5 50.23+0.01
Y1H-2 2+0.5 22.91+0.05
Relave minero  Ingenio 13-2 2+0.5 39.49+0.03
13-3 5+1 81.62+0.03
14-1 2+0.5 82.36+0.03
14-2 0 45.42+0.10
Saramarca  S2-1 2+0.5 27.82+0.04
Agua estante EL2-2 0 37.73+0.01
Control + E. aerogenes 8+1 139.21+0.02
ATCC 13048

Los datos se muestran como media £ DS (n = 3); *: Diferencia entre halo y diametro de la
colonia.



Tabla 2. Produccion de acido indol acético (AlA) y sider6foros por bacterias aisladas
de fuentes acuéticas.

AlA
Sideréforos*
Fuente Lugar Cadigo ug/mL Tiempo (h)
Laguna de Cachiche ClG1 14.96+0.72 96 410
Oxidacion
Cli1 11.81+0.47 96 30
Marcona M1C-3 11.20+0.57 72 4+1
Nazca NIA-1 2.88+0.27 72 3t1
NIA-3 5.47£0.10 96 N.D.
Yaurilla Y1-E 9.06+0.47 96 240
Y1-E*1 2.19+0.57 48 240
Y1-F 7.76x£0.55 72 2+0.5
Y1H-2 7.39+£0.14 96 N.D.
Relave minero  Ingenio 13-2 7.44+0.09 96 210
13-3 4.82+0.18 96 240
14-1 5.40+0.37 96 240
14-2 7.85+0.12 96 2+0.5
Saramarca  S2-1 6.90+0.45 9% 6+2
Agua estante EL2-2 3.93+0.54 72 4+1
Control + E. aerogenes -- 9% 6+2

ATCC 13048

Los datos se muestran como media £ DS (n = 3); *: Diferencia entre halo y didmetro de
la colonia; ND: no determinado.
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Figura 2. Produccion de AlA por bacterias resistentes a metales pesados.
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IV. DISCUSION

La presencia de metales pesados contaminantes en los suelos agricolas como mercurio,
cadmio, arsénico y otros, es de interés (34), debido a que disminuyen los indices de actividad
microbiana, de manera particular sobre las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (55)
y a la vez podria exponer a las personas a los toxicos a través de los alimentos producidos
(13,34). La presencia en el suelo de bacterias resistentes a estos metales toxicos y que a la
vez sean promotoras de crecimiento vegetal es de gran utilidad, debido a que podrian cumplir
ambos roles, como bioremediadores, para evitar la absorcion de los metales por la planta y
como promotores de su crecimiento (13).

La caracterizacion y evaluacion de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal es
necesaria, antes de su aplicacion en los suelos. En este estudio, algunas de las cepas
mostraron la capacidad de solubilizar fosfatos inorganicos, producir acido indol acético y
sintetizar sider6foros (Figura 1). Estas caracteristicas variaron segun la especie, el tiempo de
evaluacion, las condiciones de crecimiento y es independiente una de otra. No siempre se
presentan todas las caracteristicas en cada aislado, muchas veces s6lo presentan una o mas
de una de ellas (Tabla 1, Tabla 2). Sin embargo, indican su potencial aplicacion y utilidad
para la agricultura.

La solubilizacion de fosfato inorganico se realizé tanto en medio liquido como en
medio so6lido NBRIP. El valor de solubilizacién en medio liquido oscil6 entre 22.91 y 124.95
y ug/mL. Aquellas de mayor capacidad fueron las asignadas con los cédigos NIA-3, Y1-E*1
y NIA-1 con 124.95, 113.84 y 106.16 pg/mL, respectivamente (Tabla 1). Esta capacidad se
deberia a la secreciéon de acidos organicos de bajo peso molecular, entre ellos: butirico,
oxalico, succinico, malico, glucdnico, acético, lactico, citrico, fumarico y 2 cetogluconico
(56). Se ha documentado la actividad solubilizadora de fosfato de bacterias aisladas de
plantulas de abeto chino, cuyas capacidades oscilaron entre 44.51 y 123.73 pg/mL en medio
de Pikovskaya (PVK) (57); entre 0.08 y 67.61 mg/mL en bacterias aisladas de rizosfera de
Paris polyphylla var. yunnanensi (58) y entre 535.70 y 618.57 pg/mL en medio NBRIP y
entre 374.20 y 544.28 pg/mL en medio PVK por Pseudomonas fluorescens aislada de suelos
de Tunez (59), respectivamente. La capacidad solubilizadora de fosfato en las bacterias es
variable, depende del medio donde se ha desarrollado y estd relacionada con su caracter
fisiologico y metabolico (57). En la mayoria de las bacterias, la solubilizacion de fosfato
varia entre 26,9 a 43,3 mg/L, mientras que la capacidad de solubilizacién de fosfato de los
hongos generalmente de 3,2 a 5,4 veces mayor que la de las bacterias (57).

En las evaluaciones realizadas en medio so6lido, se observaron halos de solubilizacion
de fosfato inorganicos con medidas que variaron entre 2 a 6 mm. Las cepas que presentaron
los mayores halos fueron NIA-3, NIA-1 y [3-3, con valores de 6, 4 y 4 mm, respectivamente.
En este estudio se ha observado que el tamano del halo no es concluyente sobre la capacidad
solubilizadora de fosfato de la bacteria. Esto se debe a que, en algunos casos, se observo
dicha actividad en medio liquido pero no se observo halo de solubilizacion en agar NBRIP,
tal es el caso de las cepas Y1-E, Y1H-2, 14-1, 14-2 y EI2-2 (Tabla 1). Esto probablemente se
deba a limitaciones de contacto entre el fosfato y la bacteria, por la condicion del medio de
cultivo o debido a que la bacteria secreta diferentes tipos de acidos organicos en el agar y no
difunden en forma adecuada. Esta observacion ha sido documentada y se sugiere que la
aplicacion del método directo en medio liquido es mas confiable para determinar la
capacidad solubilizadora de fosfatos en bacterias (6).
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La produccion de AIA por las cepas, resistente a metales pesados, evaluadas en este
estudio oscil6 entre 2.01 y 14.96 ug/mL, Las asignadas con los cdédigos C1G1 y G1J1 fueron
las que presentaron la mayor produccion con 14.96 y 11.81 ug/mL de AIA, respectivamente
(Tabla N° 2) y segtin caracteristicas bioquimicas y fisiologicas pertenecerian a especies del
género Pseudomonas. Durante el proceso de evaluacion, durante 96 h con mediciones a
intervalos de 24 h, se observo que algunas de ellas alcanzan la mayor produccion a las 48 y
72 h (Tabla 2). En el caso de las cepas M1C-3 y Y 1-F alcanzaron su mayor valor a las 72 h
y luego disminuye (Figura 2), lo que sugiere que un cultivo de estas bacterias para su
aplicacion no debe exceder de las 72 h. Esto sucederia porque el AIA es derivado a otra via
metabdlica o debido a un efecto de regulacion negativa por exceso de triptéfano, como
sucede en el caso del operdn trp, precursor de la sintesis de AIA (60). Estas cepas mostraron
ser buenas candidatas para aplicarlas como promotoras de crecimiento vegetal, debido a la
similitud del AIA producido, en comparacion con los valores mostrados por otras especies
de bacterias como: Azospirillum brasilense CD, 10.8 pg/mL; A. brasilense Az39, 2.9 pg/mL
(Perrig 2007); Bacillus sp. NCTBSI, 36.93 mg/L; Brevundimonas sp. CHTB 2C, 13.13 mg/L
y Pseudomonas sp. CHTB5B, 6.65 mg/L.

En la determinacion de los sideroforos las cepas M1C-3 y S2-1, que pertenecerian a
especies del género Pseudomonas, mostraron ser las mayores productoras segun la
formacion de halos en el medio agar CAS y cambiando el color del medio de azul verdoso a
naranja (Figura 1, Tabla 2), caracteristica util en la deteccion de siderdforos, principalmente
para las Gram negativas (54). Esta caracteristica indicaria que el tipo de sider6foro generado
seria hidroxamato (30). Se ha documentado que miembros del género Pseudomonas
producen una amplia variedad de tipos de sideréforos (21).

La presencia de bacterias productoras de sideroforos en aguas residuales se
relacionaria con la necesidad de captar hierro a través de receptores debido a su baja
disponibilidad asimilable, a pesar de que éste metal es abundante en la corteza, pero se
encuentra en su estado férrico (Fe*") insoluble en suelos con pH neutros y basicos (22).
Como los sidero6foros tienen una fuerte afinidad o selectividad al Fe, también pueden hacerlo
con otros metales (21), por lo que es posible que su actividad quelante contribuya en la
resistencia de las bacterias a los metales pesados, los cuales también inducen su produccion
(34). Esto requiere estudios adicionales en las bacterias evaluadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere realizar ensayos con plantas para
determinar el efecto de las bacterias sobre su crecimiento, de manera particular aquellas
cepas que mostraron los mayores valores de solubilizacion de fosfatos y produccion de de
AIA vy sideroforos. Es necesario hacer aplicaciones de cultivos bacterianos puros y de
consorcios para determinar posibles efectos sinérgicos. Asimismo, realizar ensayos en suelos
con presencia de metales pesados.

Las bacterias evaluadas para determinar su capacidad como promotoras de crecimiento
vegetal proceden de aguas residuales, habitat poco explorado con este fin. Esto sugiere que
es una fuente muy importante de diversidad microbiana en particular de aquellas que
muestran resistencia a diversos toxicos como los metales pesados.
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V. CONCLUSIONES

Bacterias resistentes a metales pesados aisladas de aguas residuales tienen la capacidad
de solubilizar fosfato inorgénico, producir 4cido indolacético y sideroforos,
caracteristicas relacionadas con la promocion de crecimiento vegetal.
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