

http://revistaibio.com

Recibido: 03-mar-2024  Aceptado: 21-jun-2024

e-ISSN 2954-4890

Explorando el crecimiento de Bacillus
aryabhattai, bacteria benéfica para la

agricultura

Exploring the growth of Bacillus aryabhattai, a beneficial

bacteria for agriculture

Resumen

El uso excesivo de plaguicidas en la agricultura
para controlar las plagas estd provocando mas
contaminacién de los suelos y de las aguas
superficiales. En la actualidad, los estudios han
demostrado la eficacia de los microorganismos
eneldesarrollode las plantasy en ladegradacion
de sustancias contaminantes. En este trabajo se
evaluo la capacidad de germinaciéon de esporas
y la multiplicacion de Bacillus aryabhattai,
mediante fermentacién liquida, empleando tres
medios diferentes. Las muestras presentaron
recuentos bacterianos superiores al recuento
inicial, lo que indica que los medios empleados
son adecuados para el crecimiento de esta
bacteria.

Palabras clave: Agricultura, Bacillus aryabhattai,
microorganismos.

Summary

The excessive use of pesticides in agriculture to
control pests is causing more contamination of
soils and surface waters. Currently, studies have
demonstrated the effectiveness of microorga-
nisms in plant development and in the degra-
dation of polluting substances. In this work, the
spore germination capacity and multiplication
of Bacillus aryabhattai were evaluated through
liquid fermentation, using three different media.
The samples presented bacterial counts higher
than the initial count, which indicates that the
medium used are suitable for the growth of this
bacteria.

Keywords: Agriculture, Bacillus aryabhattai, mi-
croorganisms.
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Introduccion

| uso excesivo de plaguicidas en la agri-
cultura con el fin de promover el control
de plagas y aumentar la productividad
agricola genera una creciente contami-
nacion de los suelos y las aguas superficiales
por estos productos. Por ello, es importante
desarrollar soluciones y procesos capaces de
minimizar los factores que afectan a la produc-
tividad agricola y los residuos generados [1].

Asi, el uso de microorganismos se ha con-
vertido en una practica importante, ya que pro-
porcionan sustancias Utiles para el desarrollo
de las plantas, degradan la materia organica y
eliminan contaminantes. Por lo cual el control
biolégico por microorganismos se ha converti-
do en una forma alternativa de controlar enfer-
medades y de estimular directamente el creci-
miento de las plantas al aumentar la absorcion
de agua y nutrientes [2, 3]. El control biolégico
es una estrategia de manejo de plagas que uti-
liza organismos vivos, como depredadores, pa-
rasitoides, patdgenos o competidores natura-
les, para controlar las poblaciones de plagas de
una manera sostenible y respetuosa con el me-
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dio ambiente. Estos organismos, denominados
agentes de control bioldgico, ayudan a reducir
la densidad de poblacién de plagas, mante-
niendo bajo control su nivel y minimizando los
dafnos a los cultivos o al medio ambiente.

En 2009 se aisl6 Bacillus aryabhattai, que
es una bacteria que se encuentra asociada a
las raices (rizobacteria), es del tipo grampositi-
va y tiene forma de baston. Hay varios estudios
con Bacillus aryabhattai, uno de ellos es el tra-
bajo de Elarabi et al. (2020) donde se muestra
el uso de la cepa para la degradacion de los re-
siduos dejados por el herbicida glifosato, a tra-
vés del proceso de biorremediacion basado en
este microorganismo; por su parte Kavamura et
al. (2013) demostraron que la aplicacién del mi-
croorganismo en cultivos de Zea mays L. mejo-
ra los efectos resultantes del estrés hidrico. La
empresa Verde Agritech Ltd, ha desarrollo un
fertilizante mineral, que contiene Bacillus arya-
bhattai, el cual ha mostrado muchas ventajas
como la mejora de la disponibilidad de fésforo,
la fijacion de nitrogeno, el aumento de zinc, la
resistencia al estrés hidrico y la proteccién de

las raices de las plantas y la resistencia a pla-
gas y enfermedades.

No obstante, para utilizar microorganis-
mos como este a gran escala, es fundamental
cultivarlos considerando un bajo costo de pro-
duccion. Una forma de reducir el costo es el uso
de medios y sustratos alternativos mas econo-
micos; o bien, usar cantidades menores de los
ingredientes. La fermentacién liquida, como su
nombre lo indica, los microorganismos crecen
en medio liquido; este tipo de fermentacion es
el mas utilizado por la industria biotecnoldgica,
y para la multiplicacion de bacterias del género
Bacillus. La fermentacidon es un proceso me-
tabdlico que ocurre en organismos microsco-
picos; durante la fermentacion, las moléculas
organicas, como los azucares o los almidones,
se descomponen en compuestos mas simples.
Algunas ventajas de este tipo de fermentacién
son que se tiene un mejor control de las condi-
ciones de fermentacion, tiene una alta escala-
bilidad, y su alta eficiencia para producir gran-
des cantidades de biomasa. No obstante, este
proceso tiene desventajas como el alto costo

Rizobacteria B. aryabhattai: Capacidad de
multiplicarse controlando variables como
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Figura 1. Importancia y alcance de este estudio.
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de inversion, el alto consumo de agua y nu-
trientes, la generacion de residuos es mayor en
comparacion con otros tipos de fermentacion.
En vista de ello, considerando que en Brasil
una de las principales actividades economicas
es la agricultura y que se ha encontrado Ba-
cillus aryabhattai en el cactus mandacaru de
la region de Caatinga, Brasil [4], se realizd una
investigacion exploratoria de la multiplicacion
de Bacillus aryabhattai por fermentacion liquida
en diferentes medios de cultivo (Figura 1), para
encontrar un medio alternativo adecuado para
esta rizobacteria; que permitira plantear nuevos
experimentos estudiando el efecto de otras va-
riables y, posteriormente, hacer el analisis eco-
ndémico correspondiente.

Metodologia

Se utilizd Bacillus aryabhattai comercial
Auras CMAA 1363, y se emplearon tres medios
de fermentacion, ricos en carbohidratos y lipi-
dos, ya que los medios sintéticos en los que
crecen adecuadamente las bacterias del géne-
ro Bacillus contienen estos componentes. Los
medios fueron:

+ L.S (Leche con sacarosa). El medio de fer-
mentacién consistié en 25 g de leche ins-
tantanea en polvo, 3 g de sacarosa, 10 mL
de la cepa bacteriana Bacillus aryabhattai
diluida en 200 mL de agua desionizada.

« L (Leche). El medio de fermentacidn consis-
ti6 en 25 g de leche instantanea en polvo, 10
mL de la cepa bacteriana Bacillus aryabha-
ttai diluida en 200 mL de agua desionizada.

« M.2 (Medio sintético con nutrientes). El me-
dio de fermentacion estuvo compuesto por
1.5 g de sacarosa, 1.3 g de extracto de leva-
dura, 0.1 g de K2HPO4, 0.025 g de MgS0O4,
0.5gde NaCl, 01 gde MnSO4y 10 mL de la
cepa bacteriana Bacillus aryabhattai diluida
en 200 mL de agua desionizada.

Las pruebas se realizaron a nivel labora-
torio, en matraces Erlenmeyer de 250 mL, en
los que se adicionaron 100 mL de medio, y que
se mantuvieron en agitacion utilizando a 150
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rpm y a una temperatura de 30°C durante 120
h. A continuacion, las muestras se diluyeron y
se inocularon mediante la técnica de extension
superficial en agar, extendiendo 0.1 mL de cada
dilucion en placas de Petri. Las placas se incu-
baron a 30°C durante 24-120 h para obtener el
numero de colonias.

El crecimiento de Bacillus aryabhattai se
determind por el método de recuento directo
en placa tras 24 h de fermentacién y hasta que
transcurrieron 120 h. El resultado se expresé
como unidades formadoras de colonias por mi-
lilitro (UFC/mL) [6]. Para el calculo de la canti-
dad de UFC por 0.1 mL de la muestra original
se uso la siguiente férmula:

UFC por 0.1 mL= (NUmero de colonias) x (dilu-
cion)/10 =xpor 0.1 mL.

El recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC) es una medida importante en
microbiologia que cuantifica el nimero de cé-
lulas u organismos viables presentes en la
muestra. Se utiliza para garantizar la calidad
y seguridad de los productos, y asi asegurar
que los productos estén libres de patégenos o
contaminantes nocivos para la salud, mediante
el monitoreo de la multiplicacion de microorga-
nismos.

Resultados

El estudio del crecimiento de la rizobacte-
ria por fermentacién liquida mostré resultados
de recuentos bacterianos superiores al recuen-

Tabla 1. Recuento de germinacion de esporas y multiplicacion de

células vegetativas en los tres medios empleados.

L.S L M.2
Tiempo (h) | UFC/mL UFC/mL | UFC/mL
24 7.50 x107 | 6.55 x108 | 4.00 x10°
36 1.00 x108 | 1.45x108 | 9.55 x108
48 1.25 x10° | 1.65 x108 | 8.95 x108
72 1.48 x10° | 1.72 x10° | 9.60 x108
96 1.45x10° | 1.41 x10° | 7.05 x108
120 1.45 x10° | 1.92 x10° | 8.00 x108
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to inicial, lo que indica la ocurrencia de germi-
nacion de las esporas y multiplicacion de las
células vegetativas dentro de las 120 h de fer-
mentacion.

La tabla 1 muestralos resultados del creci-
miento de Bacillus aryabhattai en los medios de
fermentacion probados. La bacteria se adapto
a los medios con leche, y crecidé mejor, y mas
rapido, en los medios L y L.S en comparacion
con el medio M.2. El mejor resultado de la prue-
ba con el L.S se alcanzo a las 72 h de fermen-
tacién y con el medio L la mayor concentracién
de células se obtuvo a las 120 h. Con el medio
L, las células aumentaron constantemente has-
ta el final de la fermentacién, lo que no sucedié
con los otros medios, es notable que en este
medio hubo una mejor multiplicaciéon de Baci-
llus debido a su crecimiento constante durante
todo el periodo de prueba. En la figura 2, se
presenta como se veia una de las placas a las
72 h, cuando se uso6 el medio L.

Ademas de los nutrientes, las condiciones
ambientales como el pH y la temperatura tam-
bién afectan el crecimiento bacteriano. En este
trabajo, no se determiné el efecto de tales con-
diciones, las cuales pudieron haber afectado
los resultados.

Conclusiones

Con los valores obtenidos a partir de 120
h de fermentacion, los resultados son prome-
tedores en los medios de cultivo de multiplica-
cion y esporulacion en un ambiente mas viable
econdmicamente para el agricultor, utilizando
la técnica de fermentacion liquida y conteo de
colonias. En esta investigacion se encontré que
Bacillus aryabhattai es capaz de multiplicarse
por fermentacion liquida utilizando medios que
contienen nutrientes como la sacarosa, en esta
investigacion fue el medio L el mas favorable
para el crecimiento de esta rizobacteria.

En este estudio preliminar se encon-
traron dos medios alternativos L y L.S
para el cultivo de Bacillus aryabhattai,
que ademas son mas econémicos que el
medio sintético M.2. Sin embargo, se re-
quieren hacer mas pruebas considerando
otras variables como el pH, la temperatura
y la velocidad de agitacion, que también
afectan el crecimiento de las bacterias; y
posteriormente, determinar si es econémi-
camente viable usar esos medios. iBIO
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