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Diversity of bacteria associated with common bean
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RESUMEN: El frijol comUn (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo de alta demanda en América. En muchos paises
utilizan como parte de su manejo agronédmico a las bacterias promotoras del crecimiento. Estos microorganismos
activan diferentes mecanismos que elevan la productividad de las plantas. Uno de las mas estudiadas por la estrecha
relacion que establecen con las leguminosas son los rizobios. Sin embargo, existen otras bacterias cuya aplicacion
también puede provocar efectos positivos en este cultivo. Con el objetivo de explotar de una forma mas eficiente el
microbioma asociado al frijol comin, en el presente estudio se aislaron bacterias desde el interior de la planta, los
nddulos v la rizosfera de 10 accesiones y cinco variedades comerciales. Se evalud en condiciones /n vitro el potencial
para fijar nitrégeno atmosférico, solubilizar nutrientes y tolerar estrés por sequia y salinidad a 18 de los aislados. De
forma general, se comprobd que existe variabilidad en las bacterias asociadas a este cultivo, no solo en nimero sino
en las caracteristicas morfo-fisiologicas y el potencial para estimular el crecimiento, principalmente para solubilizar
nutrientes. Aunque los aislados seleccionados crecieron en presencia de PEG 6000 y concentraciones de un 3% de
NaCl, se destacaron tres microorganismos procedentes de variedades comerciales, por tolerar estas condiciones de
estrés abidtico. La investigacion demostrd la diversidad de microorganismos que se asocian a este cultivo y su
potencial como estimuladores del crecimiento, elemento que puede ser Util para obtener nuevos biofertilizantes para
la especie vegetal.
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ABSTRACT: Common beans (Phaseolus vulgaris L.) have a big demand in America. Different countries use
plant growth promoting bacteria in its agronomic management. These microorganisms activate different
mechanisms to increase plant productivity. One of microorganisms more studied for the relation with legumes
are rizobios. Nevertheless, there are other bacteria that could have a positive effect in this vegetable species.
With the aim to use with more efficiency common bean microbiome, in the present study were isolated
bacteria from inside the plant, nodules, and rhizosphere of 10 accessions and five commercial varieties. It
was evaluated over /n vitro conditions the potential to fix atmospheric nitrogen, to solubilize nutrients and
to resist abiotic stress conditions for 18 bacteria. In general, it was demonstrated the existence of different
bacteria associated to this vegetable species in humber, morpho-physiological characteristics and potential to
plant growth promotion, mainly to nutrient solubilization. Although select microorganisms growth in presence of
PEG 6000 and 3 % of NaCl, it was important the behavior of three of them associated with commercial varieties
by its tolerance to abiotic stress conditions. The research shows the microbial diversity associated with common
beans and its potential as plant growth promoters, an important element to obtain new biofertilizers for this

vegetable species.

Key words: grain, microbiome, variability.

INTRODUCCION

En la naturaleza existe un grupo de
microorganismos que estimulan el crecimiento
vegetal mediante la activacion de distintos
mecanismos. Se destacan dentro de ellos,
la fijacion bioldgica de nitrogeno atmosférico,
la solubilizacion de nutrientes minerales, la
produccion de fitohormonas y el efecto contra
organismos fitopatdgenos. Las bacterias con
estas caracteristicas se conocen como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB segun
sus siglas en inglés). Pueden habitar en la
rizosfera o en el interior de las plantas y
agrupan a géneros como Azotobacter, Azospirillum,
Rhizobium, Bacillus, Gluconacetobacter, entre
otros (Velasco et al,, 2020).

El frijol comUn (Phaseolus vulgaris L.) es
una de las leguminosas mas valoradas para
la alimentacion humana por su contenido de
proteinas, fibra vegetal, carbohidratos y minerales
(Tamayo-Aguilar et al, 2020). En Cuba, se
realizan grandes esfuerzos para incrementar sus
rendimientos, que en los Ultimos afios ha oscilado
entre 0,89 y 1 t.ha!, siendo insuficiente para cubrir
la demanda del grano por parte de la poblacion. La
mayor parte de la produccion de frijol en el pais se
desarrolla en el sector no estatal (ONEI, 2021), en
pequeias fincas ubicadas en zonas periurbanas.
Para ello, utilizan sistemas tradicionales de bajos
insumos que tienen una alta dependencia de las
precipitaciones y presentan dificultades para el
riego, por lo que las alternativas que contribuyan a
elevar su productividad bajo esas condiciones son
de vital importancia.

Para estimular el crecimiento de las
leguminosas se utilizan desde el pasado siglo
los rizobios, microorganismos que establecen
una eficiente asociacion con este tipo de
plantas. Sin embargo, géneros como Azospirillum,
Pseudomonas'y Bacillus también pueden asociarse
a esos cultivos y contribuir a elevar sus
rendimientos, e incluso, ejercer un efecto
positivo en el establecimiento y desempefio de
la simbiosis Rhizobium-leguminosa (Valero-Valero
et al, 2021). Con el objetivo de explorar
el microbioma asociado al frijol comln se
realizaron aislamientos de bacterias desde el
interior de las plantas, los nddulos y la rizosfera
de 10 accesiones y cinco variedades inscritas
en Cuba. Ademas, se determind, para un
grupo de microorganismos seleccionados por sus
caracteristicas morfo-fisiolégicas, su potencial para
fijar nitrégeno atmosférico, solubilizar nutrientes y
tolerar condiciones de estrés abidtico.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de los microorganismos

En el estudio se utilizaron semillas de frijol
comin (Phaseolus vulgaris L.) de las accesiones
'P-3309, ‘P-3613, ‘P-3334, ‘P-3797, ‘P-3785
‘P-3796', ‘P-3737', ‘P-3289), ‘P-3609" y ‘P-3697
colectadas en las reservas de biosfera Sierra del
Rosario y Cuchillas del Toa y las variedades:
‘Milagro Villarefio’, *Wacuto’, ‘Lewa’, *Cuba C25-9-R’
y ‘Rayado 2285’ registradas en el Listado Oficial
de Variedades (GOC-2022-1043-0113). En todos
los casos, el material vegetal fue proporcionado
por el Banco de Germoplasma del Instituto
de Investigaciones Fundamentales en Agricultura
Tropical “Alejandro de Humboldt”, INIFAT.
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Las semillas se sembraron en macetas
plasticas de 3 kg de capacidad, con suelo
Ferralitico Rojo Lixiviado Compactado, Gléyico y
Nodular Ferruginoso (Hernandez et al., 2015) de
areas agricolas de la propia institucion, cuyas
caracteristicas se muestran en la Tabla 1.

El cultivo se mantuvo con riego diario vy
se dio seguimiento a su estado sanitario. A los
30 dias después de la siembra, se extrajeron
las plantas para proceder al aislamiento de
las bacterias que se encontraban en el suelo
rizosférico asociado a éstas, en su interior y en
los nddulos. Para el aislamiento de las bacterias
rizosféricas se tomaron 10 g de suelo de la zona
mas cercana de las raices de diez plantas, los que
se adicionaron en 90 mL de agua destilada estéril
para posteriormente realizar sucesivas diluciones
seriadas (Madigan et al, 2018). De las diluciones
3y 4 se tomaron 0,1 mL que se inocularon
por diseminacion en los medios de cultivo Agar
Nutriente (BIOCEN), Asbhy y NFB (citados por
Martinez et al,, 2006).

El aislamiento de los microorganismos
endofitos se realizd a partir de fragmentos de
aproximadamente 2 cm? de raices, tallos vy
hojas de las plantas, que se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 4 % y se maceraron, segin
el procedimiento descrito por Loganathan et al.
(1999). La savia extraida se inoculé en el medio
de cultivo LGI (Cavalcante y Dd&bereiner, 1988).
Para el caso del aislamiento de microorganismos
desde el interior de los nddulos, éstos se separaron
de las raices, se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 4 %, se maceraron y su contenido se
inoculd en el medio de cultivo YMA (citado por
Martinez et al,, 2006).

Todas las placas Petri inoculadas se incubaron
a 30 °C de temperatura durante 48 h, periodo
que se extendid a cinco dias para los medios de
cultivo NFB y LGI. Todos los microorganismos se
purificaron a partir de siembras por agotamiento
en el mismo medio que se utilizd para su
aislamiento. Una vez completada esta etapa de

trabajo, se seleccionaron los aislados semejantes
a los géneros Bacillus, Rhizobium, Azotobacter
Azospirillum 'y Gluconacetobacter, para lo que
se realizd una caracterizacion morfo-fisioldgica
de los microorganismos mediante métodos
convencionales. Se determind la morfologia
(cultural y celular), la respuesta a la tincién
de Gram, la presencia de enzimas (catalasa
y citocromo oxidasa), la motilidad, el uso de
citrato como fuente de carbono, el crecimiento en
medio Kliger y la actividad amilasica (hidrdlisis del
almidén) (Harrigan y Mc Cance, 1968).

En el caso de los microorganismos purificados
en el medio YMA se adiciond la evaluacion de la
coloracién de las colonias en este medio de cultivo
con Rojo Congo; para los aislados procedentes
del medio LGI se comprobd su crecimiento en
concentraciones de sacarosa y de glucosa del 30
% vy para los microorganismos purificados en el
medio NFB su determind su coloracién en el medio
de cultivo Rojo Congo de Azospirillum (citado por
Martinez et al, 2006).

De los aislados crecidos en el medio Agar
Nutriente se obtuvo una suspension celular en
agua destilada estéril que se colocd a 100 °C de
temperatura durante 20 min. y posteriormente,
se inocularon 0,1 mL de la soluciéon en el mismo
medio de cultivo, seleccionando las bacterias que
crecieron después de 48 h de incubaciéon a 30 °C
de temperatura.

Caracterizacion de los microorganismos
seleccionados por su potencial como
promotores del crecimiento vegetal

A los aislados seleccionados por sus
caracteristicas morfo-fisiolégicas se les evalud
su potencial como promotores del crecimiento
vegetal. Se determind su capacidad para fijar
nitrégeno atmosférico a partir de su crecimiento
en el medio de cultivo Asbhy carente de
nitrdgeno combinado y su potencial para solubilizar
nutrientes por la formacion de un halo de
solubilizacion alrededor de la colonia bacteriana

Tabla 1. Caracteristicas del suelo utilizado para la siembra del germoplasma de frijol comin para el aislamiento de los

microorganismos asociados

.. P,0O K,0
pH Materia organica (%) 2= — 120 05 K Na Cm(:I‘.kg Mg
7,50 1,67 62,50 31,60 0,67 0,10 22,50 5,50

Métodos de analisis: pH (potenciometria); materia organica (Walkley y Black); P,O5 (Oniani, por extraccion con H,SO,); K,O
(por célculo a partir del potasio intercambiable); K, Na (fotometria de llama); Ca y Mg (espectrofotometria de absorcion atomica).
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crecida en el medio de cultivo Pikovskaya
(citado por Martinez et al, 2006) con fosfato de
calcio, de hierro y de aluminio y una modificacién
de este medio con fuentes de potasio
(Guevara, 2010). En todos los casos la incubacion
se realizd a 30 °C de temperatura, durante 72 h.

Caracterizacion de los microorganismos
seleccionados por su tolerancia
a condiciones de estrés abiotico

Los microorganismos se caracterizaron
ademds, por su tolerancia a condiciones de
salinidad y sequia. Para el primer caso, los aislados
se inocularon en el medio de cultivo utilizado
para su aislamiento, al que se le adicionaron de
manera independiente diferentes concentraciones
de NaCl (0 %, 1 %, 2 %, 3 %, 5 % y 10 %)
y se midié el didmetro de la colonia a las 24 y
48 h de incubacion a una temperatura de 30 °C.
Para simular las condiciones de sequia se utilizaron
distintas concentraciones de PEG 6000 (0,1 %, 1
%, 3 %, 5 % y 10 %) en el medio de cultivo Caldo
Nutriente (BIOCEN). A las 48 h de incubacion, a
la misma temperatura anteriormente referida, se
observd la turbidez del medio y se compard con
un control sin inocular. Se estableci6 una escala
cualitativa donde se considerd el crecimiento de la
bacteria como:

+: Abundante crecimiento
+/-: poco crecimiento
-: no presencia de crecimiento.

Todas las pruebas se realizaron con un disefio
Completamente Aleatorizado. En los ensayos con
resultados cuantitativos estos se expresaron con
su valor promedio y la desviacion estandar de la
media.

RESULTADOS Y DISCUSION

De la rizosfera, los nodulos y el interior de
las plantas de las 10 accesiones y las cinco
variedades de frijol comin que se utilizaron en
el estudio se purificaron 140 microorganismos. La
mayor contribucion en los aislamientos la realizo
el ambiente rizosférico, siendo muy similar el
porcentaje de microorganismos procedentes del
interior de la planta y de los nédulos (Figura 1).

La rizosfera se considera una interface
dindmica. Es regulada por la planta y las
condiciones ambientales, pero aun asi en ella
conviven una gran cantidad de microorganismos,
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Figura 1. Cantidad de microorganismos aislados desde
nédulos, rizosfera y plantas de diferentes accesiones y
variedades inscritas de frijol comUn (Phaseolus vulgaris L.)

por lo que la diversidad filogenética y funcional
en este ambiente tiene una alta complejidad
(Bonilla et al, 2021). Autores como Ahmad et al.
(2016), comentaron en sus estudios que de forma
general el interior de las plantas tiene un menor
nimero de microorganismos, debido a la presion
selectiva que ejerce el cultivo durante el proceso
de colonizacion. No obstante, se debe senalar que
en el caso del presente estudio el aislamiento de
un mayor nuimero de bacterias desde la rizosfera
de las plantas de frijol también puede estar
relacionada con la metodologia de trabajo, ya que
la cuantificacion en este caso se realizd en tres
de los cinco medios de cultivo utilizados (Asbhy,
Agar Nutriente y NFB), en tanto para el ambiente
enddfito y los nodulos solamente se utilizd uno
(LGI y YMA, respectivamente).

Las accesiones de frijol se destacaron como
fuente de procedencia de microorganismos, ya
que a excepcion de ‘P3697’, de las restantes se
purificaron entre 10 y 15 aislados bacterianos,

agrupandose en cinco de estos materiales
genéticos (‘P3309’, ‘P3609’, ‘P3613"”, P3796'y
‘P3334") aproximadamente el 50 % de los

aislamientos realizados (Figura 2). Estos materiales
proceden de fincas de productores de reservas de
la biosfera (Sierra del Rosario y Cuchillas del Toa),
lugares de referencia como ambientes conservados
y donde se promueve la presencia de una alta
biodiversidad de plantas que influye también en los
microorganismos que a ellas se asocian. Ello puede
ser relevante en la seleccion de nuevas cepas
microbianas con alto potencial para la promocion
del crecimiento vegetal.

De los 140 microorganismos purificados se
seleccionaron 18 que presentaron en los medios
de cultivo Asbhy, NFB y YMA caracteristicas
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Figura 2. Distribucion por material vegetal y medios de cultivo de los microorganismos aislados desde noddulos, rizosfera y

plantas de frijol comn (Phaseolus vulgaris L.)

morfoldgicas similares a las descritas para los
géneros Azotobacter, Azospirillum y Rhizobium,
respectivamente. La morfologia de las colonias, las
células y la respuesta a la Tincion de Gram de
estas bacterias se muestra en la Tabla 2.

En el interior de las
diferentes grupos
esta ejerce wuna
microorganismos

plantas existen
microbianos, aun cuando
presion selectiva en los
(Rodriguez et al, 2021).
Ello explica por qué se aislaron bacterias
endofitas en el medio de cultivo LGI que
no presentaron las caracteristicas distintivas del
género Gluconacetobacter, especificamente su
coloracion amarillo intensa-naranja y su respuesta

negativa a la tincion de Gram (Cavalcante vy
Ddobereiner, 1988), aunque se debe destacar que
hasta el momento el frijol comdn no se refiere
dentro de los hospederos de esta bacteria.

Dentro de los nddulos de las leguminosas
también se describe la presencia de una
comunidad microbiana diversa (Martinez et al,
2020), con representantes de otros 6rdenes como
Enterobacteriales, Pseudomonales y la subclase
B Proteobacteria (Bonilla et a/, 2021). Ello justifica
que de los 24 microorganismos aislados en el
medio de cultivo YMA solamente dos presentaron
caracteristicas  morfo-fisioldgicas  similares al
género Rhizobium. Los restantes absorbieron el

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas y tintoriales de bacterias aisladas desde los nddulos y la rizosfera de plantas de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) seleccionadas por su similitud con géneros promotores del crecimiento vegetal

Medio de Respuesta a la
cultivo de Aislados Caracteristicas culturales S
. . Tincion de Gram
aislamiento
YMA ‘P3337' 'P3613’ Colonias en el medio YMA circulares, con bordes Bacilo
enteros, elevacion convexa y consistencia mucosa. Gram negativo
Color rosa en el medio con Rojo Congo y amarillas
en el medio con Bromotimol Azul
Asbhy ‘P3613"; 'P3309' T1; Colonias en el medio Asbhy circulares, con bordes Bacilo corto
‘P3309’ T2; ‘P3289"; enteros, elevacion convexa y consistencia mucosa. Gram negativo
‘Milagro Villarefio’; ‘Lewa’  Color beige.
y ‘Cuba C25-9-R’
‘Rayado 2258’ ‘P3609’ Colonias en el medio Asbhy circulares, con bordes Bacilo corto
enteros, elevacion convexa y consistencia mucosa. Gram negativo
Trasllcidas
NFB ‘P3334’; ‘Lewa’; ‘Wacuto’;  Colonias puntiforme, con bordes enteros, elevacion Bacilo corto

'P3609" y *‘Cuba C25-9-R’

plana, secas, blancas en el medio NFB y rojo escarlata

Gram negativo

en el medio con Rojo Congo

*Milagro Villarefio™ y
Rayado 2258’

Colonias circulares, con bordes enteros, elevacion
convexa, secas, blancas en el medio NFB y rojo

Bacilo corto
Gram negativo

escarlata en el medio con Rojo Congo
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colorante Rojo Congo o fermentaron la lactosa.
Este medio de cultivo el género Rhizobium, que
agrupa a bacterias Gram negativas, presenta
colonias de cremas a trasllicidas, generalmente
mucosas, con bordes enteros, elevacion que varia
de plana a elevada en el medio YMA, que no
absorben el Rojo Congo (Alcarraz et al, 2020).
Este grupo taxondmico presentan las enzimas
catalasa y citocromo oxidasa, utiliza el citrato
como fuente de carbono, como los dos aislados
seleccionados.

De las 29 bacterias aisladas en el medio
de cultivo Asbhy se seleccionaron 10, por su
morfologia. Estas presentaron colonias circulares,
con bordes enteros y traslicidas o beige, con
células como bacilos Gram negativos, tal y como
describid Alcarraz et al. (2020) para el género
Azotobacter. Estos aislados presentaron ademas,
una respuesta positiva para las pruebas de oxidasa
y catalasa, como en los estudios de Corrales et al.
(2020) para cepas de este género bacteriano.
Por su parte, de los microorganismos purificados
en el medio de cultivo NFB se seleccionaron
siete, cuya morfologia y fisiologia coincidié con
las descripciones del género Azospirillum. Segun
Moreno y Galvis (2020), esta forma de colonias
blancas en el medio NFB, tiene una respuesta
positiva a la prueba de la oxidasa, y se distingue
por sus colonias rojo escarlata en el medio de
cultivo Rojo Congo (Martinez et al,, 2006).

En el caso del medio de cultivo Agar
Nutriente, que se utilizd con el objetivo de aislar
microorganismos con posibilidades de pertenecer
al género Bacillus, aunque se logro la purificacion
de diferentes aislados ninguno formd esporas que
le permitieran resistir el procesamiento de Ia
muestra (100 °C de temperatura durante 20 min).
Este resultado no es contradictorio, pues en los
estudios realizados por Pérez et al (2020) de
437 aislados solamente el 32 % se correspondio
con bacilos esporulados Gram positivos, por lo que
su proporcion no tiene que ser necesariamente
tan elevada como para alcanzar siempre resultados
positivos en el aislamiento de este tipo de
microorganismos.

De forma general, a partir de la siembra de las
muestras del interior de las plantas, los nédulos y
la rizosfera de diferentes accesiones y variedades
comerciales de frijol en diferentes medios de
cultivo, se demostro la posible presencia de varios

grupos de bacterias con marcadas diferencias
morfo-fisioldgicas. Tanto el género Rhizobium,
como los géneros Azotobacter y Azospirillum
se reconocen como promotores del crecimiento
vegetal (Velasco et a/, 2020), por lo que podrian
ejercer un efecto positivo en interaccion con el
cultivo.

Los 18 microorganismos seleccionados por sus
caracteristicas similares a los géneros Azotobacter,
Azospiriflum 'y Rhizobium mostraron diferencias
en su potencial como posibles estimuladores del
crecimiento vegetal, otro indicador de la diversidad
microbiana que se asocia al cultivo del frijol
comin. Se destacaron como aspectos positivos
presentes en todos los aislados la potencialidad
para fijar nitrdgeno atmosférico, aunque destacd
también que cerca del 50 % de ellos tolerd
condiciones de sequia inducida con PEG 6000 y
salinidad (Figura 3), aspecto positivo para su
uso en la formulacion de nuevos productos
que mantengan su efectividad bajo las actuales
condiciones de cambio climatico.

La Tabla 3 muestra los mecanismos directos
de estimulacion del crecimiento que presento
cada uno de los aislados. Notese que todos
crecieron en el medio de cultivo carente de
nitrdgeno combinado, lo cual indica que podrian
fijar nitrogeno atmosférico. Sin embargo, ninguno
de los microorganismos solubilizo fosfato de hierro
o de aluminio. En cuanto a la solubilizacion de
fosfato de calcio se destacaron cuatro aislados,
aunque uno de ellos, asociado en el aislamiento
del cultivar ‘Wacuto’, fue el Unico que solubilizo
también potasio.

Bonilla et al (2021) destacaron en su
revision el potencial como fijadores de nitrégeno
atmosférico de los géneros Rhizobium, Azotobacter
y Azospirillum, pues existen referencias del
potencial solubilizador de fosfatos de estos
géneros bacterianos, aunque se destaca que los
resultados dependen de la cepa en estudio,
mas que del género al cual pertenecen. La
solubilizacion de potasio ha sido menos abordada
para las bacterias promotoras del crecimiento.
En particular para el género Azospirillum al cual
se asocid el aislado F21 por sus caracteristicas
morfo-fisioldgicas, no se encontraron referencias
sobre este atributo metabdlico, por lo que este es
un aspecto en el cual se debera profundizar en
estudios posteriores.
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Tolerancia al estrés hidrico evaluada
mediante PEG 6000 (0,1-10%)

Tolerancia a la salinidad evaluada
mediante NaCL (0-10%)

FBN

Solubilizacién de potasio

Solubilizacién de fosfato de calcio

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura 3. Caracteristicas favorables para la estimulacion del crecimiento vegetal presente en bacterias aisladas desde los
nodulos vy la rizosfera de frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) (el eje de las abscisas expresa el porcentaje del total de

aislados)

Tabla 3. Presencia de caracteristicas promotoras del crecimiento en bacterias aisladas desde los nddulos y la rizosfera de

frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

Medio de cultivo Cadigo asignado

Cultivar al Solubilizaciéon Fijacién Bioldgica

de aislamiento al microorganismo que esta asociado Ca Fe Al K  de Nitrégeno

YMA F1 ‘P3337 - - - - +

F7 'P3613’ - - +

Asbhy F8 ‘P3613' - - - +

F9 'P3309 T1/ - - +

F10 'P3309 T2’ - - - +

F11 'P 3289 - - - +

F12 ‘Milagro Villarefio - - - - +

F13 'P3609’ - - - +

F14 ‘Lewa’ - - - - +

F15 ‘Cuba C25-9-R’ - - "

F16 ‘Rayado 2258’ - - - - +

NFB F19 ‘P3334 - - - - +

F20 *‘Milagro Villarefio + - - - +

F21 ‘Wacuto’ + - - ¥ +

F22 ‘P3609’ + - - - +

F23 ‘Rayado 2258’ + - - - +

F24 ‘Lewa’ - - - - +

F25 ‘Cuba C25-9-R’ - - - - +

Todos los microorganismos crecieron en y el F21 procedente del NFB por su tolerancia a

presencia de un 3 % de NaCl a las 24 h de
incubacion. Al aumentar la concentracién de sal
disminuyd el ndimero de aislados con resultados
positivos (resultados positivos para 15 aislados
para la concentracién de 5 % y para tres (F14,
F15 y F21) para la concentracién de 10 %). Sin
embargo, a las 72 h de incubacién solamente el
aislado F9 no crecid a la concentracion del 5 %,
aspecto que denota que después de un periodo de
adaptacion todos estos microorganismos toleran la
presencia de NaCl. Destacaron los aislados F12,
F14 y F15 purificados en el medio de cultivo Asbhy

la maxima concentracion de NaCl utilizada en el
estudio desde las 24 h de incubacion (Figura 4).

Resultd un aspecto de interés que en
los aislados con menor tolerancia al NaCl se
modificé la morfologia de la colonia al aumentar
la concentracion de sal, particularmente su
consistencia, la que pasd6 de gomosa a seca
(Figura 5). Ello sugiere que la produccién de
exopolisacaridos podria ser uno de los mecanismos
implicados en la tolerancia de las bacterias a esta
condicién de estrés.
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Figura 4. Diametro de las colonias de bacterias aisladas desde nddulos y la rizosfera de frijol comln en presencia de dos
concentraciones de NaCl (concentracion minima y maxima utilizada en el estudio). £n /as barras se indica el valor de la

desviacion estandar de la media

Figura 5. Colonias del aislado F9 procedente de la rizofera de la accesion P-3309 de frijol comUn (Phaseolus vulgaris L.)
sembrada en suelo Ferralitico Rojo. (Medio de cultivo Asbhy con diferentes concentraciones de NaCl)

Todos los aislados crecieron en el medio de
cultivo con PEG 6000, incluso a la concentracion
mas alta que se utilizd en el estudio (10 %)
(Tabla 4). Se destacaron 10 microorganismos que
mostraron un crecimiento abundante en presencia
de 3 % de PEG 6000, de ellos cuatro aislados en el
medio de cultivo Asbhy y los restantes en el medio
NFB. Repitieron con resultados relevantes los tres
que mostraron mayor tolerancia a condiciones de
salinidad (F14, F15 y F21), lo que sugiere que
presentan varios mecanismos de adaptacion al
estrés ambiental.

La adaptacion de los microorganismos a
condiciones de estrés requiere de la modificacion
de su metabolismo. Una de las herramientas que
utilizan ante estrés de sequia y salinidad es la
acumulacion de solutos compatibles. Actualmente,
una de las estrategias que se proponen para
contrarrestar los efectos negativos que provocan
estas condiciones de estrés a los cultivos es el uso
de microorganismos que, ademas de adaptarse a
estos cambios, estimulen el crecimiento vegetal.

Estas bacterias, de forma general, sobreviven
tanto a condiciones de sequia como de salinidad,
temperaturas extremas y contaminacién por
metales. En interaccion con los cultivos activan
mecanismos como la liberacién de fitohormonas
(en especial acido indol acético), la sintesis de
enzimas como la ACC desaminasa que reduce
los niveles de etileno en la planta, regulan la
concentracion de iones intracelulares y sintetizan
solutos compatibles, los que contribuyen a que el
vegetal presente una mayor tolerancia al estrés.

Dentro de los géneros bacterianos que toleran
condiciones de sequia y salinidad se destacan
Bacillus, Pseudomonas, Herbaspirillum, Rhizobium
y Azospirillum (Bonilla et al, 2021). Para ellos se
describe como mecanismo principal de tolerancia
la acumulacién de solutos compatibles, aunque en
algunos casos también se refiere la contribucion de
los exopolisacaridos que estas bacterias producen,
la formacion de biopeliculas, la solubilizacion
de nutrientes, la produccion de sideroforos, la
sintesis de antibidticos, asi como la regulacién de
genes asociados al estrés (Guevara et al, 2020).
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Tabla 4. Crecimiento de las cepas de bacterias promotoras del crecimiento asociadas a germoplasma de frijol comun, en

presencia de PEG 6000

Medio de cultivo Cadigo asignado Cultivar al Concentraciones de PEG 6000 (%)
de aislamiento al microorganismo que esta asociado 0,1 1 3 5 10
YMA F1 ‘P3337' -+ H- +[- +-
F7 ‘P3613’ +/- +/- +/- +/- +/-
Asbhy F8 ‘P3613’ +/- +/- +/- +/- +/-
F9 'P3309' T1 -+ - - -
F10 'P3309' T2 -+ - -+
Fi1 ‘P3289’ +/- +/- +/- +/- +/-
F12 *Milagro Villarefio’ +/- +/- + +/- +/-
F13 ‘P3609’ -+ - -+
F14 ‘Lewa’ +/- +/- + +/- +/-
F15 ‘Cuba C25-9-R’ +/- +/- + +/- +/-
F16 ‘Rayado 2258’ +/- +/- + +/- +/-
NFB F19 ‘P3334' -+ + +/- 4/
F20 *Milagro Villarefio’ +/- +/- + +/- +/-
F21 ‘Wacuto’ +/- + + +/- +/-
F22 ‘P3609’ +/- +/- + +/- +/-
F23 ‘Rayado 2258’ +/- +/- + +/- +/-
F24 ‘Lewa’ +/- +/- +/- +/- +/-
F25 ‘Cuba C25-9-R’ +/- +/- + +/- +/-
+/-: poco crecimiento; +: crecimiento abundante.
El género Azotobacter en particular, se destaca AGRADECIMIENTOS

por formar quistes, estructuras que le brindan
tolerancia a condiciones ambientales adversas,
mientras que para los rizobios, aunque se plantea
que tienen susceptibilidad a la salinidad, especies
como Rhizobium y Sonirhizobium pueden tolerar
altas concentraciones de NaCl, a partir de la
acumulacion de compuestos como la trealosa y el
glutamato (Bonilla et a/,, 2021).

El estudio demostr6 que la diversidad
asociada a las plantas de frijol comin no
solo estd en funciéon de la morfologia de los
microorganismos, sino de su potencial como
estimuladores del crecimiento vegetal y su
tolerancia a condiciones de estrés abidtico, por
lo que su microbioma constituye un reservorio
de agentes potenciales para lograr potenciar el
crecimiento y el rendimiento de este cultivo y
elevar su productividad en Cuba.

CONCLUSIONES

Asociado al frijol comun existe una comunidad
microbiana diversa donde se encuentran bacterias
similares en morfologia a los géneros Azotobacter;
Rhizobium 'y Azospirillum, con caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal y tolerancia
a condiciones de estrés abidtico, que podrian
constribuir la base de nuevas estrategias para
potenciar los rendimientos de esta especie vegetal.

Al proyecto PN211LH009-006 “Identificacion
de variedades de frijol comin (Phaseolus
vulgaris L.) y bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPB) con tolerancia a la sequia” que se
ejecutd en el Programa Nacional Cambio Climatico
en Cuba: Impactos, Mitigacion y Adaptacion por
financiar la investigacion.
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