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RESUMEN

Los suelos del mundo dedicados a la agricultura estan cada vez mas degradados. El
cambio climatico y las actuales estrategias de manejo de los suelos, dependientes de
fertilizantes inorganicos de sintesis quimica, empleadas de forma inapropiada,
constituyen una seria amenaza para la salud humana y ambiental. La utilizacion de
microorganismos benéficos como biofertilizantes, se identifican como alternativa
biotecnolégica para aumentar la fertilidad del suelo, con potencial protagonismo en la
seguridad alimentaria y la produccion agricola sostenible. En el presente trabajo se
evalué el efecto biofertilizante del bionematicida HeberNem-S y la cepa natural
Brevibacterium celere cepa C-924, aplicados al suelo en fase de establecimiento de las
plantas de Glycine max, Phaseolus vulgaris y Zea mays. Las conclusiones del estudio
estuvieron en concordancia con los resultados del andlisis de los parametros fenolégicos
y germinacion de las plantas. Se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en los
porcentajes de germinacion de las plantas tratadas con el microorganismo con respecto
al control sin inocular. La aplicacion del producto formulado HeberNem-S vy
Brevibacterium celere cepa C-924 al sustrato, influyé sobre el crecimiento y desarrollo
vegetal de las especies de plantas Glycine max, Phaseolus vulgaris y Zea mays Se
presume que esta actividad radica en su capacidad para producir &cido indolacético,
fitohormona que estimula el desarrollo del sistema radical. De igual forma, podria
beneficiar la nutricibn mineral de la planta, a partir de su capacidad para solubilizar
fosfatos y producir amoniaco a partir de la materia organica.
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BIOFERTILIZING EFFECT OF HEBERNEM-S IN GLYCINE MAX,
PHASEOLUS VULGARIS AND ZEA MAYS CROPS

ABSTRACT

The world's soils dedicated to agriculture are increasingly degraded. Climate change and
current soil management strategies dependent on chemically synthesized inorganic
fertilizers, used inappropriately, cause a serious threat to human and environmental
health. The use of beneficial microorganisms as biofertilizers has been identified as a
biotechnological alternative to increase soil fertility, due to its potential role in food security
and sustainable crop production. In the present work, the biofertilizing effect of the new
formulation of the bionematicide HeberNem-S, and the natural strain Brevibacterium
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celere strain C-924, was evaluated on a substrate where Glycine max, Phaseoulus
vulgaris and Zea mays plants were seeded. The conclusions of the study were in
accordance with the results of the analysis of the phenological parameters and
germination of the plants. Significant differences (P < 0.01) were observed in the
germination percentages of plants treated with microorganisms compared with the
uninoculated control. The application of the formulated product HeberNem-S and
Brevibacterium celere strain C-924 on the plant species Glycine max, Phaseoulus vulgaris
and Zea mays, performed as a plant growth promoter. It is presumed that this activity lies
in its ability to produce indoleacetic acid, a phytohormone that stimulates the development
of the root system. Likewise, it could benefit the plant's mineral nutrition from its ability to
solubilize phosphates and produce ammonia from organic matter.

Keywords: Brevibacterium celere, HeberNem-S, PGPR

INTRODUCCION

HeberNem-S es un bioproducto formulado a partir de la bacteria Tsukamurella
paurometabola cepa C-924, aislada de la rizosfera del suelo, reevaluada como
Brevibacterium celere por la 16S (Microbiological Test N0.117.2017), su mecanismo de
accion se basa en la produccion simultanea de quitinasas y sulfuro de hidrégeno, en
cantidades suficientes para impedir la eclosion de los huevos y la muerte de las juveniles
en nematodos, ejerciendo el control efectivo sobre especies como Melodogyne incognita,
Radopholus similis y Pratylenchus spp. (Mena, 2003 a), (Mena et al., 2003 b).

Se conoce que un conjunto de bacterias que habitan en la rizosfera de las plantas
producen beneficios, al potenciar su crecimiento, mejorar la disponibilidad o la absorcion
de minerales y otras sustancias que ayudan a la produccion de hormonas necesarias
para el desarrollo de vegetal (fitohormonas, giberelinas), ademas, de protegerlas contra
posibles agentes patégenos y la contaminacion de los suelos, (Obianuju y Babalola,
2020); (Velasco et al., 2020).

Diferentes mecanismos, como la sintesis de fitohormonas, fijacion y solubilizacién del
dinitrégeno atmosférico y de fosfato inorganico han sido objeto de estudio. Marin et al.,
(2013), observaron en Brevibacterium celere cepa C-924 caracteristicas que le
permitieron promover el crecimiento en diferentes cultivos de interés econdmico en
ausencia de patdgenos hasta los 38 dias. Razdn por la cual, se propone como objetivo
del presente trabajo evaluar el efecto biofertilizante de la formulacion de HeberNem-S,
en fase de establecimiento de las plantas de Glycine max, Zea mays y Phaseolus vulgaris
sembradas en suelo tratado con el producto y la cepa natural.

MATERIALES Y METODOS

Modelos empleados, condiciones de mantenimiento y sustancia de ensayo

Se emplearon semillas de plantas de las especies Glycine max (Incasoy-1), Phaseolus
vulgaris (Tomeguin 93) y Zea mays (Tuson). Los ensayos se desarrollaron en casa de
cultivo climatizada, del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, instalaciéon
certificada por el Centro de Seguridad Bioldgica, bajo las condiciones ambientales de
temperatura: 23+2°C, fotoperiodo: Ciclos luz/oscuridad de 12 h y una humedad relativa:
65-85 %.

Sustancia de ensayo

HeberNem-S formulado a base de la cepa C-924 de la bacteria Gram-positiva
Brevibacterium celere, que cumple los criterios de aceptaciéon para las caracteristicas de
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calidad del producto, lote 52S.005, a una concentracién comprobada de 1x10'! ufc/g,
segun certificado de liberacion del lote.

Brevibacterium celere cepa C-924 natural crecida en zaranda en medio Luria Bertani a
la concentracion de 1x10%tufc/ml.

Procedimiento del ensayo

Para el desarrollo del ensayo se emplearon 270 macetas a las que se les adicionaron
400 g suelo ferralitico rojo, certificado por el Laboratorio Provincial de Suelos de
Camaguey. La siembra se realizd con semillas certificadas, procedentes del Instituto
Nacional de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT). Se conformaron tres grupos
experimentales por especie de semilla con diez réplicas cada una, para un total por
especie de 90 semillas, cada maceta con tres plantas, comparado con igual nimero de
réplicas para el control por cada especie de semilla, a los que se le afiadieron 50 ml de
agua destilada dias alternos. El calculo de los porcentajes de retencién de agua, se llevo
a cabo por el método gravimétrico (Morales y Casanova, 2015). Durante el ensayo se
mantuvo control de las variables de temperatura, humedad relativa y pH (Ramos y
Zuiiiga, 2008).

Después de la primera hora de iniciado el estudio se cuantifico la persistencia de
Breviacterium celere en el sustrato. A partir del tercer dia, se evalud la germinacion de
las semillas de las tres especies. Se consider6é como semilla germinada aquella con una
radicula de longitud mayor o igual a 2 mm. El porcentaje de germinacién (PG) se calculo
con la siguiente férmula.

PG = [(N° semillas germinadas) / (N° semillas sembradas)] x 100.

En los dias 7 y 14 dias del ensayo se evaluaron el peso fresco de la raiz, grosor del tallo
y numero de hojas por especie de plantas en fase de establecimiento, comparado entre
el control y los tratamientos con HeberNem-S y Brevibacterium celere.

Grupos experimentales

Grupo 1- Agua destilada (control Glycine max)

Grupo 2- Agua destilada (control Phaseolus vulgaris)

Grupo 3- Agua destilada (control Zea mays)

Grupo 4- HeberNem-S, 1x108 ufc/g Glycine max.

Grupo 5- HeberNem-S, 1x10*! ufc/g Phaseolus vulgaris

Grupo 6- HeberNem-S, 1x10'! ufc/g Zea mays

Grupo 7- Brevibacterium celere cepa C-924 1x108 ufc/g (Glycine max)
Grupo 8- Brevibacterium celere cepa C-924 1x1011 ufc/g (Phaseolus vulgaris).
Grupo 9- Brevibacterium celere cepa C-924 1x10*! ufc/g (Zea mays)
En todos los casos el tratamiento se aplicd en 120 mL de solucion final.

Determinacion de la persistencia de C-924 en suelo tratado con HeberNem-S'y
Brevibacterium celere

La persistencia de la cepa C-924 en el suelo, se determind en todos los grupos en los
tiempos de una hora, 24, 48, 72 y 96 h, de aplicados los tratamientos y en los dias 7, 14
y 21. Para ello se cuantifico la concentracién del microorganismo, expresado en unidades
formadoras de colonias (ufc), a partir de las muestras de suelo con el producto y sus
variantes en estudio. De cada réplica por muestra, se peso 0,1 g de suelo, se diluyo en
9,9 ml de solucion salina peptonada que contenia tween 80 al 1 %, e incubada por 1 h a
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28°C con agitacion a 100 rpm en zaranda Sakura. Transcurrido el tiempo de incubacion,
se procedio con diluciones seriadas en solucion salina 0,9 % para un volumen final de 1
ml, se homogeniz6 por agitacion vigorosa. A partir de esta suspension se realizaron
diluciones seriadas (103,104,10°,10,107), en tubos Eppendorff. Un volumen de 10 pL
de cada dilucion seriada, se sembro6 por el método de dilucion traza con tres repeticiones
(Pérez et al., 2003) en placas de Petri, con medio de cultivo Luria Bertani selectivo (LBs),
(triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCL 10 g/L), con una combinacion de
antimicrobianos de diferentes espectros de accion, Kanamicina 100 mg/ml, Ampicillina
100 mg/ml, mas la adicién de telurito de potasio 0,5 %, procedimiento descrito por (Marin
et al.,2010). Las placas, con las muestras, se incubaron de forma invertida a 28°C durante
96 h. Las colonias observadas se contaron y se calcularon las ufc de cepa C-924 por
gramos de suelo en cada tratamiento por especie de planta.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se basé en la comparacion de medias. Los datos se sometieron a
analisis de normalidad y homogeneidad de varianzas. Las variables fueron comparadas
mediante la prueba ANOVA para la estimacion entre grupos y tratamientos. Se determiné
la variabilidad de la muestra por el error estandar, la varianza y el test de Kruskal-Wallis
para la comparacién peso del tallo, la raiz y numero de hojas con respecto al control y
entre grupos.

Se empled el paquete estadistico Statgraphics Centuriom XVI.

Para el analisis de germinacion se emple6 el programa GraphPad Prism 9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con las aplicaciones de HeberNem-S (1x10''ufc/g), (1x108ufc/g y Breviacterium celere
no se observaron cambios en el pH del suelo. Tanto al inicio como al finalizar el ensayo
los valores de pH para el control se detectaron en 7,4; mientras que, el valor de pH en
los tratamientos se mantuvo entre 7,1 - 7,2, acorde a los requisitos establecidos para el
cultivo de las especies en estudio reportados entre 6,0 a 7,5 como aceptables para el
desarrollo de la mayoria de las plantas (Castillo et al., 2021).

Determinacion de la persistencia de Breviacterium celere en suelo tratado.

En las muestras del tratamiento control no se observaron colonias del microorganismo. El
crecimiento de colonias de B. celere en el suelo ocurrié después de la primera hora de
aplicados los tratamientos con HeberNem-S (1x10*! ufc) y Breviacterium celere cepa C-924
(1x10*! ufc); en las muestras tomadas a partir del suelo tratado del cultivo de Zea mays la
persistencia del microorganismo mostré concentracion similar a la concentracion de
aplicacion 1x10'! ufc/g de suelo (Figura 1). Semejante comportamiento al crecimiento del
microrganismo con la aplicacion de la cepa natural en Phaseolus vulgaris, sin embargo, el
producto formulado se comporté similar al suelo tratado con HeberNem-S (1x108 ufc) Glycine

max.



Rev. Agricultura Tropical Vol. 10, No. 1:1-12, enero-junio, 2024
ISSN on line: 2517-9292, RNPS: 2397

1,0E+414

1,0E+12

1,0E+10 \
1,0E+08

1,0E+06 \

1,0E404

ufc/g de suelo

1,0E402

1,0E40

Dias 0 7 14 21

e 2z Brevibacterium celere Maiz HeberNem-S Frijol Brevibacterium celere

Frijol HeberNem-S Soya Brevibacterium celere Soya HeberNem-S

Figura 1. Percistencia de Brevibacterium celere en el suelo tratado de los tres
cultivos.

La bacteria, ejercio actividad en la rizosfera, sin que la poblacién del microorganismo se
estableciera de forma definitiva en los suelos donde se introdujo, observandose una
tendencia a disminuir en el tiempo hasta desaparecer de forma similar a los resultados
de Alcarraz et al., (2019); Marin (2010) y Padhan et al., (2020). En coincidencia con
estudios de interaccion de la cepa C-924 realizados por Mena et al., (2006), quien
determind el periodo de supervivencia de la bacteria en suelos de casas de cultivo
tratadas con HeberNem-S en 21 dias.

Evaluacion de los efectos fisiolégicos de HeberNem-S y cepa C-924 en las especies
Glycine max, Phaseolus vulgaris y Zea mays
El porcentaje de semillas germinadas, arrojé los datos siguientes (Tabla 1).

Se observaron diferencias entre el porciento de plantulas emergidas en las muestras
control comparadas con las plantas de maiz, soya y frijol tratadas con HeberNem-S y
Breviacterium celere cepa C-924, con un mayor porcentaje de germinacion para las
plantas que recibieron tratamientos como muestra figura 2. Resultados que coinciden con
los informados por Marin et al, (2013) y en ensayos desarrollados con frijol y maiz en
macetas, donde se aplico la cepa C-924 y de igual forma se obtuvo un mayor porcentaje
de germinacién en las plantas tratadas, con respecto al control.
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Tabla 1. Porcentaje de emergencia de semillas por especies.

, Numero de . Porcentaje de
Tratamientos plantas Especie . i
- germinacion
germinadas
Control 28 Phaseolus vulgaris 93,3
HeberNem-S (1x10*! ufc/g) 29 Phaseolus vulgaris 96,6
. : 7 )
Breviacterium celere (1x10 29 Phaseolus vulgaris 96.6
ufc/g)
Control 27 Zea mays 90
11
HeberNem-S (1x10** ufc/g) 29 Zea mays 96,6
Breviacterium celere (1x10* Zea mays
ufc/g) 29 96,6
Control 26 Glycine max 86,6
HeberNem-S (1x108 ufc/g) 30 Glycine max 100
Breviacterium celere (1x108 30 Glycine max 100
ufc/g)
31
1 T
204 [ oG
284
274
26
25 T T T
\ Q
N S {\x@ oQ}e‘
(¢) Q°

Tratamientos

Figura 2. Porciento de germinacion de las plantas.

Tabla 2. Significacion estadistica para los valores del peso fresco de laraiz, grosor
del tallo y numero de hojas en Glycine max comparado con el control alos 14 dias.
ANOVA

Fuente Sumade Df significacion F-R P-Vv
cuadrados
Entre grupos 0,411692 3 10,137231 14,15 [0,0015
Dentro de los grupos |0,0776 8 [0,0097
Total (Corr.) 0,489292 11
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Dado que el valor P de la prueba F es menor de 0,05 hay una diferencia estadistica
significativa entre las medias de las variables en el nivel de confianza del 95,0%.
A). Peso fresco de laraiz

Combinaciones Significacion. |Diferencia +/- Limits
control raiz - Hb * 0,416667 0,185439
control raiz — B.celere - -0,0666667 0,185439
Hb raiz — B. celere * -0,483333 0,185439
B). Largo del tallo

Combinaciones Significacion |Diferencias +/- Limit.
control tallo - Hb * 0,313333 0,21605

control tallo — B.celere - -0,01 0,21605

Hb tallo — B. celere * -0,323333 0,21605

C). Namero de hojas

Combinaciones Significacién |Diferencias +/- Limit.
control hojas - Hb * 0,52 0,225418
control hojas — B.celere - 0,0766667 0,225418
Hb hojas — B.celere * -0,443333 0,225418

El peso fresco de la raiz, el largo del tallo y el nimero de hojas de las plantas de Glycine
max tratadas con HeberNem-S mostraron mayor crecimiento con respecto al control y
Brevibacterium celere cepa C-924 como muestran las tablas 2 A, B, C donde se
detectaron diferencias estadisticas significativas en el nivel de confianza del 95,0%. Por
lo que podemos afirmar la incidencia de HeberNem-S desde etapas tempranas de
desarrollo de las plantas como la fase de establecimiento funciona como estimulador de
crecimiento en soya.

Tabla 3. Significacion estadistica para los valores del peso fresco de la raiz, largo
del tallo y numero de hojas de Phaseolus vulgaris comparado con el control a los
14 dias.

A). Peso fresco de laraiz

Combinaciones Significacion Diferencia +/- Limit
control - Hb - 0,075 1,33984
control — B. celere - -0,785 1,33984
Hb - B. celere - -0,86 1,33984
B). Largo del tallo

Combinaciones Significacion |Diferencias +/- Limit
control tallo - Hb - -0,93 1,34483
control tallo — B.celere * -0,085 1,34483
Hb tallo — B.celere - 0,845 1,34483
C). Numero de hojas

Combinaciones Significacion  |Diferencias +/- Limit
Control hojas - Hb - 0,855 2,19107
Control hojas — B.celere - 1,195 2,19107
Hb hojas — B. celere - 0,34 2,19107
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No existen diferencias estadisticamente significativas entre el peso fresco de la raiz y el
namero de hoja de las plantas de Phaseolus vulgaris tratados con HeberNem-S o la cepa
C-924 en fase de establecimiento del cultivo. Sin embargo, se detectaron diferencias
estadisticas significativas para el largo del tallo de las plantas tratadas con Brevibacterium
celere en las plantas a los 14 dias de germinadas como muestra la tabla 3 B); a diferencia
de ello, lecturas realizadas por Marin, et al. (2013) muestran un mayor nimero de hojas
en las plantas en fase de crecimiento rapido a los 36 dias después de la siembra, con la
aplicacion de B. celere C-924 y observandose diferencias (P < 0.05) con respecto al
control.

Tabla. 4. significacion estadistica para los valores del peso fresco de la raiz, largo
del tallo y numero de hojas de Zea mays comparado con el control a los 14 dias.
A). Peso fresco de laraiz

Combinaciones Significaciébn |Difference +/- Limits
control - Hb - 0,31 1,24496
control — B.celere * -0,045 1,24496
Hb — B.celere - -0,355 1,24496

B). Largo del tallo

Combinaciones Significacion |Diferencia +/- Limit
control tallo - Hb - -0,42 2,12272
control tallo — B.celere - -0,495 2,12272
Hb tallo - B.celere - -0,075 2,12272

C). Numero de hojas

Combinaciones Significacion |Diferencia +/- Limit
Control hojas - Hb - -0,055 2,38213
Control hojas — B.celere - 0,255 2,38213
Hb hojas — B.celere - 0,1 2,38213

El tratamiento de Brevibacterium celere incidio significativamente sobre el peso fresco de
la raiz en las plantas de Zea mayz en fase de establecimiento (tabla 4), no se detect6
influencia de los tratamientos en estudio para el largo del tallo o numero de hojas para la
especie. No obstante, en fase de crecimiento rapido de las plantas como los 21 dias Marin
et al., (2013), detectaron una talla significativamente superior de las plantas inoculadas
con C-924, con respecto al control sin inocular, en estudios comparativos.

La evaluacién de crecimiento de las plantas en fase de establecimiento tratadas
HeberNem-S y C-924 mostraron indicios de la incidencia del microorganismo en fases
tempranas del desarrollo. Se conoce que Brevibacterium celere cepa C-924 produce
acido indolacético (AlA), proteasas y quitinasas y solubiliza fosfato tricalcico, Marin et al.,
(2014); Pena et al., 2017).

El 80 % de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal producen acido indolacético
(AIA), considerandose la auxina responsable de la division, expansion y diferenciacion
de las células y tejidos de las plantas, estimuladora de la elongacion de las raices y
promotora de la defensa contra fitopatdgenos, su utilidad en la agricultura ha sido
estudiada por diferentes autores que alcanzaron similares conclusiones (Jiménez, 2019;
Licea, et al., 2020; Navarro, 2021; Posada, et al., 2021; Saino, 2020.).
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La accién de los microorganismos solubilizadores de fosfato es esencial para facilitar la
adquisicion del nutriente por parte de las plantas; (de Andrade et al., 2023; Mora et al.,
2021; Lugtenberg y Kamilove, 2019; Ozdogan et al., 2022., Sharma, et al., 2020; Silva et
al., 2021), forman parte integral de sistemas vivos concretos y ecosistemas y son
reconocidas como responsables de la mayor parte de la fijacion del nitrdgeno atmosfeérico,
por medio del proceso conocido como Fijacion Biolégica de Nitrogeno (FBN) (Ramos et
al., 2021; Soumare et al. 2020; Sullins, 2023), ademas, genera beneficios como la
tolerancia al estrés ambiental.

Es por ello que las formulaciones de biofertilizantes, a partir de microorganismos
promotores del crecimiento vegetal se reconocen como una alternativa para la mejora del
crecimiento de las plantas y para la proteccion de los cultivos, contribuye al desarrollo de
una agricultura sostenible con relaciones ecolédgicas entre organismos, el medio ambiente
y la salud radical, (Akhtar et al., 2020; Ali y Xie, 2020; Asuncion et al., 2021, Marin y
Grayston, 2019; Soumare et al., 2020).

HeberNem-S es aplicable en campo potencialmente como promotor del crecimiento
vegetal.

CONCLUSIONES

Se detect6 accion como promotor del crecimiento vegetal en fase de establecimiento de
las plantas de las especies Glycine max, Phaseolus vulgaris y Zea mays con la aplicaciéon
de HeberNem-S y Brevibacterium celere cepa C-924.
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