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ABSTRACT. “Characterization of lactic acid bacteria
isolated from two samples of biole-type bio-inputs with the
production capacity of indolic compounds”. Introduction:
Modern agriculture seeks to improve sustainability and
reduce environmental impact, while meeting the
nutritional needs of current and future generations. A
promising strategy is the use of microbial biostimulants to
increase crop yields and decrease dependence on
agrochemicals and fertilizers. Among these biostimulants,
those that use beneficial microorganisms such as plant
growth-promoting bacteria stand out. We focused this
study on isolating and identifying lactic acid bacteria
present in artisanal bioles, and characterizing them by
their ability to produce indolic compounds. The findings
suggest that some lactic acid bacteria present in the two
bioles samples can act as producers of indole compounds,
such as 3-indoleacetic acid, which makes them a promising
alternative for more sustainable and environmentally
friendly agricultural practices. Objective: Isolate and
identify lactic acid bacteria present in two samples of
artisanal biole, and characterize them by their growth and
their ability to produce indolic compounds. Methods: We
use molecular techniques such as 16S rRNA gene analysis
and multilocus typing sequencing analysis to identify
strains of lactic acid bacteria present in artisanal biole.
Subsequently, we characterized the isolated strains using
growth kinetics and colorimetric tests for the detection of
indolic compounds, and the quantification of said
compounds using high-efficiency liquid chromatography
(HPLC). Results: We identified three different genera of
lactic acid bacteria species which were Lacticaseibacillus
paracasei, Lactiplantibacillus sp., and Lacticaseibacillus
pantheris. Lactiplantibacillus sp. stood out for their ability
to produce 3-indoleacetic acid. (M2) and Lacticaseibacillus
paracasei (M4) with a concentration of 16,75 pug/mL and
4,57 pug/mL, respectively. Conclusion: Our results suggest
that some lactic acid bacteria present in artisanal bioles
can act as producers of indolic compounds such as 3-
indoleacetic acid, which makes them a promising

RESUMEN. Introduccién: La agricultura moderna busca
mejorar la sostenibilidad y reducir el impacto ambiental, al
mismo tiempo que busca satisfacer las necesidades
alimenticias de la las generaciones actuales y futuras. Una
estrategia prometedora es el uso de bioestimulantes
microbianos para incrementar los rendimientos de los
cultivos y disminuir la dependencia de agroquimicos y
fertilizantes. Dentro de estos bioestimulantes sobresalen
los que utilizan microorganismos benéficos como las
bacterias promotoras del crecimiento en plantas. Este
estudio lo enfocamos en aislar e identificar bacterias
acido-lacticas presentes en bioles de fabricacion artesanal,
y caracterizarlas por su capacidad para producir
compuestos inddlicos. Los hallazgos sugieren que algunas
bacterias acido-lacticas presentes en las dos muestras de
bioles pueden actuar como productoras de compuestos
inddlicos, como el acido 3-indolacético, lo que las
convierte en una alternativa prometedora para practicas
agricolas mas sostenibles y respetuosas con el ambiente.
Objetivo: Aislar, e identificar bacterias acido-lacticas
presentes en dos muestras de bioles de fabricacion
artesanal, y caracterizarlas por su crecimiento y su
capacidad para producir compuestos inddlicos. Métodos:
Utilizamos técnicas moleculares como el andlisis del gen
16S rRNA y un analisis de secuenciacidon de tipificacion
multilocus para identificar las cepas de bacterias acido-
lacticas presentes en bioles de fabricacion artesanal.
Posteriormente, caracterizamos las cepas aisladas
mediante cinéticas de crecimiento y pruebas
colorimétricas para la deteccion de compuestos inddlicos,
y la cuantificacion de dichos compuestos mediante
cromatografia liqguida de alta eficiencia (HPLC).
Resultados: Identificamos tres géneros distintos de
especies de bacterias acido-lacticas los cuales fueron
Lacticaseibacillus paracasei, Lactiplantibacillus sp., vy
Lacticaseibacillus pantheris. Destacaron por su capacidad
para producir acido 3-indolacético las especies
Lactiplantibacillus sp. (M2) y Lacticaseibacillus paracasei
(M4) con una concentracién de 16,75ug/mL y 4,57ug/mL,
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alternative for more sustainable and environmentally respectivamente. Conclusion: Nuestros resultados

friendly agricultural practices. sugieren que algunas de las bacterias acido-lacticas
presentes en los bioles de fabricacién artesanal pueden
actuar como productoras de compuesto inddlicos como
acido 3-indolacético e indol, lo que las convierte en una
alternativa prometedora para practicas agricolas mas
sostenibles y respetuosas con el ambiente.

Palabras clave: microbiota, biotecnologia,

Keywords: microbiota, biotechnology, sustainability, . ) ]
sustentabilidad, cultivos, agricultores.

crops, farmers.

El acelerado crecimiento poblacional, ha generado una serie de desafios para la agricultura,
el ambiente y el ser humano; incluida la necesidad de satisfacer la creciente demanda de alimentos
sin comprometer los recursos para las generaciones futuras, conservando la sostenibilidad del
ecosistema terrestre (Goswami & Deka, 2020). Entre los principales retos que afronta la agricultura
convencional encontramos la creciente demanda de alimentos, el desgaste de los ecosistemas vy el
cambio climatico (Fonseca-Carrefio et al., 2019). Esta situacidn plantea la urgencia de adoptar
practicas agricolas mas eficientes que puedan abordar estos desafios de forma efectiva, migrando
hacia sistemas agricolas mads sostenibles, con la implementacion de técnicas de produccién
accesibles y eficientes para los agricultores.

Una estrategia prometedora para lograrlo es el uso de insumos biolégicos como los
bioestimulantes a base de materiales naturales con el fin de incrementar el crecimiento vy
productividad de las plantas, al tiempo que reduce la dependencia de los agroquimicos vy
fertilizantes sintéticos (Dong et al., 2020). Los bioestimulantes vegetales se definen como “cualquier
sustancia o microorganismo que se aplica a las plantas con el objetivo de mejorar la eficiencia
nutricional, la tolerancia al estrés abidtico y/o las caracteristicas de calidad del cultivo,
independientemente de su contenido de nutrientes” (du Jardin, 2015). Se encuentran disponibles
en gran variedad de formulaciones y combinaciones, pero se clasifican segun su fuente y contenido
en sustancias humicas y fulvicas, hidrolizados de proteinas y otros compuestos que contienen
nitrégeno, extractos de algas y botanicos, quitosano y otros biopolimeros, compuestos inorganicos,
hongos beneficiosos y bacterias beneficiosas.

Entre los bioestimulantes, los bioles se destacan como una opcién popular y accesible para
los agricultores. Los bioles son abonos liquidos organicos, producidos mediante fermentaciones
anaerdbicas de materiales organicos como estiércol, plantas, microorganismos, melaza y suero de
leche (como fuentes de energia y proteina, respectivamente), entre otros. Esta mezcla resulta en
una solucidn rica en nutrientes y compuestos beneficiosos para las plantas (Restrepo, 2007; Solis-
Oba et al., 2021), lo que le permite aportar a la planta o al suelo donde esté cultivada, nutrientes,
materia orgdnica, antibidticos, vitaminas, minerales, fitohormonas u otros componentes
beneficiosos producto de su composicién microbioldgica, y de esta forma estimulan el crecimiento
de las plantas y fomentan el metabolismo vegetal que protege a la planta de enfermedades y
movilizan los nutrientes en las interacciones suelo-planta (Zagoya, 2013; Zanabria 2019). Su
aplicacion puede ser foliar, directa al suelo, a la raiz o la semilla, por aspersidn o mediante el sistema
de riego (Linares-Gabriel et al., 2017). Por ejemplo, en Costa Rica se han obtenido resultados
prometedores al aplicar bioles artesanales en cultivos de lechuga y brdcoli, donde reportaron un
aumento significativo en la altura, peso y rendimiento de las plantas tratadas en comparacion con
el grupo de control (Xiu, 2018), asi como otros estudios que han comprobado efectos positivos en
los cultivos (Guerrero, 2022; Muiiiz, 2023).
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Entre los microorganismos presentes en los bioles encontramos las “Bacterias Promotoras
del Crecimiento en Plantas” (BPCP), las cuales desempenan un papel crucial en la mejora de la
productividad agricola. Estos géneros bacterianos, como Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas y
Lactobacillus, poseen la capacidad de estimular el crecimiento de las plantas, mejorar la absorciéon
de nutrientes y protegerlas contra patdgenos. (Grover et al., 2011; Glick, 2012).

Estas bacterias al interactuar con las plantas, puede inducir una serie de efectos
beneficiosos que mejoran su crecimiento, rendimiento y resistencia a condiciones adversas. Ademas
de promover la absorcion de nutrientes esenciales, como el nitrégeno y el fésforo, algunas BPCP
tienen la capacidad de producir fitohormonas, como las auxinas, que estimulan el desarrollo de
raices y brotes, y promueven la formacion de flores y frutos (Glick, 2012). Asimismo, se ha observado
que ciertas bacterias, como las del género Bacillus, pueden producir antibidticos y compuestos
antimicrobianos que protegen a las plantas contra patégenos del suelo y enfermedades (Borris et
al., 2018). Existen reportes de aplicacién de BPCP, donde estimulan el crecimiento y el rendimiento
en distintas especies de frutas, como la manzana, cereza dulce, citricos, frambuesa, ardndano,
albaricoque y fresas, entre otras (Glick, 2012), mediante la incorporacion al sistema suelo-planta de
bacterias fijadoras de nitrégeno, bacterias solubilizadoras de fésforo, bacterias promotoras del
crecimiento de las plantas mediante la produccion de auxinas, y/o bacterias que suprimen
patdgenos de plantas (Mazid & Khan, 2014). No obstante, dentro de este conjunto de
microorganismos beneficiosos, las bacterias acido-lacticas (BAL) destacan por su potencial para
promover el crecimiento de las plantas y mejorar su resistencia al estrés abidtico. Dada la presencia
de suero de leche como componente en la elaboracidn de los bioles, se favorece la proliferacién de
BAL en este sistema. Las BAL, como miembros clave de la microbiota del suelo, han demostrado su
capacidad para sintetizar compuestos beneficiosos, como el acido indol acético, a partir de la
biosintesis del aminoacido triptéfano (Trp), lo que contribuye significativamente al desarrollo
saludable de las plantas (Compant et al., 2010).

Los beneficios de las BAL en la agricultura son conocidos por promover el crecimiento
radicular de las plantas en presencia de Trp ya que libera una variedad de compuestos inddlicos, lo
gue contribuyen de forma positiva en el mejoramiento de los cultivos, sus métodos de captacién de
nutrientes y la calidad del suelo (Compant et al., 2010; Naik et al., 2019). Kang et al. (2015), en su
estudio muestra los efectos beneficiosos de la aplicacidn de Lactobacillus plantarum en cultivos de
pepino, donde incrementé la longitud de los brotes, de la raiz y del peso seco y peso fresco. Por su
parte, Panetto et al., (2023), reporta que la especie Lactobacillus acidophilus en cultivos de papa
inducidos con Trp, muestra la capacidad de sintetizar sideréforos, y de esta forma promover el
crecimiento de la planta produciendo concentraciones de AIA de 7,25ug/mL, solubiliza fésforo en
una concentracion de 5,58ug/mL y fija nitrégeno en una concentracidn de 0,5ug/mL. Comparando
estos datos con los obtenidos por Turaeva et al., (2022), quién reporté las concentraciones de dos
auxinas producidas por el cultivo de Lactobacillus plantarum suplementado con L-Trp, produciendo
una concentracion maxima de AIA de 1,850mg/mL, esto nos ayuda a confirmar que las BAL en
presencia del aminodacido Trp producen pequefias concentraciones de compuestos inddlicos tipo
AlA.

Este estudio se adentra en un campo de investigacidon que promete contribuir a la busqueda
de soluciones agricolas mas eficientes y amigables con el ambiente, es por esto que el objetivo de
esta investigacidn es el aislamiento e identificacion molecular de BAL de dos muestras de bioles de
fabricacidn artesanal, y su caracterizacion mediante cinéticas de crecimiento y pruebas quimicas
cualitativas para comprobar la presencia de compuestos inddlicos, asi como el uso de métodos
cromatograficos para la cuantificacion de la produccién de dichos compuestos.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion y preparacion de la muestra: Las cepas las aislamos de bioles de
microorganismos de montafia (MM) elaborados en una finca agricola de la zona de Zarcero
10,18561, -84,39076, Alajuela. Estas muestras las trasladamos en frio al Laboratorio CENIBiot-
CeNAT donde las almacenamos a 4°C para su conservacion y analisis.

Aislamiento de bacterias acido lacticas: Basandonos en el protocolo modificado descrito

por Mantilla (2007), tomamos un volumen de 10mL de cada muestra de biol, y realizamos diluciones
seriadas 1/10 en agua destilada estéril hasta 107. Colocamos un volumen de 1mL de las
concentraciones de 10 hasta 107, en placas de Petri con agar de Man, Rogosa & Sharpe (MRS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) por esparcimiento con asa de Drikalski.
Las placas las incubamos a 37°C durante 48 horas en sistemas de jarras de anaerobiosis, donde
colocamos sobres absorbentes de oxigeno para generar las condiciones de una atmésfera libre de
oxigeno. Finalizado este periodo de crecimiento, seleccionamos las colonias con la morfologia
caracteristica de una BAL. Las colonias seleccionadas las subcultivamos en tubos cénicos Falcon®
con caldo MRS donde fueron incubados a 37°C durante 48 horas sin agitacion, las cepas purificadas
las almacenamos en glicerol al 20% (v/v) a -80°C y en liofilizados, con el fin de conservar la cepa
original.

Secuenciacion e identificacion molecular de las bacterias aisladas presentes en las
muestras de bioles con la regién 16S rRNA: Realizamos una identificacidn preliminar por la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) de la region 16S rRNA, utilizando dos primers universales, 27F (5’-
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) y 1492R (5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TT-3’), tal y como se
describié en Rahmoune et al. (2017). La secuenciacidn de la region 16S rRNA, la realizamos utilizando
el kit de secuenciacion Big Dye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los productos de la reaccidén de secuenciacién los
limpiamos con el kit BigDye X-Terminator, y los visualizamos mediante electroforesis capilar en el
analizador genético SeqStudio Genetic Analyzer (Applied biosystems, Thermo Fisher Scientific,
USA).

El andlisis de las secuencias de la region 16S rRNA lo realizamos en los programas BioEdit
(Hall, 1999), y FinchTV Geopiza, donde, se comparan las secuencias consenso obtenidas con
secuencias genéticas utilizando la base de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (www.nchi.com), utilizamos la herramienta Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool
(BlastN) (Altschul et al., 1990), para determinar las secuencias de mayor similitud (megablast).

Tipificacion Multilocus de Secuencias (MLST): Seleccionamos cinco cepas representativas
de cada género de las cepas aisladas mediante seleccidn al azar, para un andlisis de tipificacion
posterior por MLTS (Lacticaseibacillus paracasei, Lactiplantibacillus sp., Lacticaseibacillus pantheris
y dos muestras identificadas previamente como Lacticaseibacillus paracasei), para esto se siguid la
metodologia descrita por WingChing et al., (2021), con modificaciones.

Amplificamos las regiones que corresponden a los genes: ribonucleétido trifosfato
reductasa (nrdD, por sus siglas en inglés) (ubicacién: 129 746...130 540), alfa-fosfoglucomutasa
(pgm, por sus siglas en inglés) (ubicacion:927 617...928 409), ADN polimerasa | (polA, por sus siglas
en inglés) (ubicacidn:1 702 740...1 703 578), proteina reparadora del ADN (mutL, por sus siglas en
inglés) (2 225 886...2 226 701), la subunidad alfa polimerasa (rpoA, por sus siglas en inglés) (2 458
334...2 459 129) y la metionil-tARN sintetasa (metRS, por sus siglas en inglés) (2 586 141...2 586

UNED Research Journal, e-ISSN: 1659-441X, Vol. 16: €5160, enero-diciembre 2024 (Publicado 01-VII-2024)



862). Seleccionamos fragmentos de 621 nt del gen metRS, 696 nt del gen mutL, 722 nucledtidos
(nt) del gen nrdD, 691 nt del gen pgm y 728nt del gen polA. El perfil térmico lo desarrollamos con
una desnaturalizacién inicial de 95°C por 5 minutos, luego 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, el
anillamiento a 56 y 60°C por 30 segundos, y una extension a 72°C por 60s. La extension final la
realizamos a 72°C por 10 min. La limpieza de los productos de PCR la llevamos a cabo con el reactivo
ExoSAP-IT (ExoSAP-IT PCR Product Cleanup, Applied Biosystem), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Realizamos la reacciéon de secuenciacion utilizando el kit de secuenciacion Big Dye
Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, USA) siguiendo el protocolo del
fabricante. Los productos de la reaccidon de secuenciacién lo limpiamos con el kit BigDye X-
Terminator y los visualizamos en el analizador genético SeqStudio Genetic Analyzer (Applied
biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA).

Construimos una base de datos donde consideramos 23 aislamientos, los cuales incluimos
en las cinco cepas estudiadas en esta investigacién y 18 secuencias de aislamientos disponibles en
el GenBank (www.ncbi.com), la herramienta ClustalW Multiple Aligment la utilizamos con la
finalidad de alinear las secuencias idénticas obtenidas por cada alelo y cada gen, con su respectiva
secuencia de referencia, por lo que se hizo un alineamiento multiple de secuencias entre las
secuencias con alto porcentaje de similitud o referencia y las secuencias en estudio.

El arbol filogenético lo construimos con las cinco cepas estudiadas en esta investigacion y
18 secuencias de aislamientos disponibles en el GenBank (www.ncbi.com), utilizando el programa
MEGA11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), versién 11, (Tamura et al., 2021), donde
concatenamos todos los genes siguiendo el orden antes descrito. La filogenia la elaboramos
utilizando el protocolo detallado por Vélez et al., (2015), con algunas modificaciones, utilizamos el
modelo de sustitucién de nucleétidos que mejor se ajustd, en este caso el de Kimura 2-parameter
con distribucién estadistica de Nearest Neighbor (Abad, 2021).

Cinética de crecimiento de las cepas seleccionadas: Seleccionamos cinco cepas
(identificadas como M1, M2, M3, M4 y M5, basado en los resultados de identificacion molecular de
laregion 16S rRNA). Luego, preparamos una suspension bacteriana cultivando cada una de las cepas
seleccionadas en 10mL de caldo MRS, dejamos en incubacion a 37°C durante 48h. La cinética de
crecimiento la desarrollamos segun lo indicado en Montero-Zamora et al. (2020); en una placa de
fondo plano estéril de 96 pocillos, Ilenamos con 250uL por pocillo de muestra, utilizamos medio de
cultivo MRS como control negativo y el Lactobacillus casei ATCC 393 como control positivo. La
suspension bacteriana la diluimos hasta un valor de absorbancia inicial de 0,05, medida a una
longitud de onda de 600nm. La cinética de crecimiento la determinamos monitoreando la densidad
Optica (DO600) a 37 °C durante 48 horas, con lecturas cada 5min en un lector de microplacas
(Biotek, Winooski, VT, USA). Las cinéticas de crecimiento las desarrollamos en dos medios de
cultivo, MRS sin suplementar, y MRS suplementado con 5mg/mL de L-Triptéfano (L-Trp), con el fin
de ver larelacidn de la presencia de este aminoacido en el comportamiento de las cepas estudiadas.

Disefio estadistico: El andlisis estadistico de los datos lo desarrollamos segun lo escrito en
Montero-Zamora et al., (2020), en el cual describen que todos los andlisis se realizaron por triplicado
y los resultados se expresaron como media + desviacidn estdndar. Utilizamos el programa Minitab
(www.minitab.com) para realizar un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA), y cuando sea
significativo y/o se observen diferencias (P< 0,05), aplicamos las técnicas de Duncan’s Multiple
Range Test (DMRT).

Tal como hemos mencionado anteriormente, las BAL con capacidad para producir acido-3-
indolacético (AIA) se ven favorecidas en presencia del aminoacido triptéfano, es por esta razén que
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realizamos una nueva prueba de cinética de crecimiento, pero en este caso los cultivos bacterianos
los disolvimos en el medio de cultivo caldo MRS suplementado con L-triptofano (L-triptofano, Sigma
Aldrich) en una concentracion de 5mg/mL. Todas las condiciones de las cinéticas anteriores, se
mantienen, excepto el medio de cultivo sin suplementar.

Caracterizacion por método colorimétrico: La caracterizacién colorimétrica para
determinar la presencia de compuestos inddlicos se la realizamos a las cinco cepas M1, M2, M3,
M4y M5, al caldo MRSy a la cepa Lactobacillus casei ATCC 393 utilizada como control positivo. Este
proceso lo realizamos siguiendo el protocolo modificado expuesto por Zufiga, (2009), donde
tomamos 1,5mL de muestra del caldo bacteriano, y lo centrifugamos a 16 278 x g por 5min.
Cuidadosamente tomamos 1mL del sobrenadante, y lo transferimos a un nuevo tuvo cénico de 2mL
donde lo mezclamos con 1mL del reactivo de Van Urk Salkowski utilizado para la identificacidn de
compuestos inddlicos (Ehman, 1977), lo incubamos a 30°C en oscuridad durante 30 min. Como
control utilizamos 1mL de medio sin inocular y 1mL del reactivo de Salkowski, cumpliendo con el
proceso anteriormente detallado. La presencia de compuestos inddlicos la observamos por la
aparicion de colores rosado, rojo o naranja en las muestras analizadas (Mohite, 2013).

Cuantificacion de auxinas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por
sus siglas en inglés): En la preparacidon de la muestras para la cuantificacion de compuestos
inddlicos de los aislamientos, utilizamos el método de filtracion modificado reportado por Szkop y
Bielawski, (2013), tomamos una alicuota de 1,5mL de caldo de cada cultivo bacteriano de cada una
de las cepas y lo colocamos en un tubo Eppendorf® de 2mL, lo centrifugamos a 13 400rpm en una
microcentrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5424, Alemania) durante 10 minutos, posteriormente
tomamos una alicuota de 500uL del sobrenadante, lo filtramos en columnas de C18 (LC-18
Supelguard™ Cartridge, Sigma Aldrich). Finalmente, el filtrado obtenido lo utilizamos en la
cuantificacion.

La cuantificacion de compuestos inddlicos producidos por las cepas la realizamos mediante
cromatografia por HPLC en un cromatégrafo (Agilent 1200, USA) seguimos el protocolo descrito en
Castillo et al. (2005), con algunas modificaciones. En este caso utilizamos una columna Luna 5U C18
(250 x 4,60mm Phenomenex). Como fase mavil utilizamos una mezcla de metanol y agua 1:1 (v/v),
a una velocidad de flujo de 0,7mL/min y a temperatura ambiente. La deteccidn la realizamos por
fluorescencia usando una longitud de onda (A) especifica para cada patron de compuesto inddlico
analizado, 220nm para el acido 3-indolacético (AlA), 273nm para el indol y 226nm para el acido 3-
indol butirico (AIB), con el fin de conocer la posible ruta dependiente o independiente del Trp que
siguen los aislamientos.

Las concentraciones de compuestos inddlicos presentes en las cepas aisladas la
determinamos a partir de la comparacién con curvas estandar de los patrones de fitohormonas
anteriormente descritos. A partir de cada solucién madre de compuestos indélicos, preparamos
curvas de calibracion de ocho puntos de concentracién de cada compuesto indélico, con valores de
0,001; 0,003; 0,005; 0,010; 0,030; 0,050; 0,100; 0,300ug/mL, en donde cada disolucion la
inyectamos por triplicado. Verificamos la existencia de una correlacién lineal entre la relacién de
las dreas de los picos cromatograficos de cada compuesto inddlico y las concentraciones
correspondientes, para obtener la relacion de mejor ajuste. La clasificacion de las bacterias
productoras en base a la concentracion de AlA, se realizé seguin la propuesta de Khalid et al. (2004),
como bajas, medianas y altas productoras. En el caso de las bajas productoras manejan
concentraciones en un rango entre 1 —10ug/mL, las medianas productoras maneja concentraciones
de 11 — 20ug/mL, y las altas productoras concentraciones de 21 — 30ug/mL.
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RESULTADOS

Identificamos un total de 23 cepas que en base a las secuencias del gen 16S rRNA y en
comparacién con los datos registrados en el GenBank (www.ncbi.com) confirmamos la presencia
de los géneros Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus y Lactiobacillus. De estas cepas, nueve
presentaron un 99,93% de similitud con Lacticaseibacillus paracasei y las denominamos grupo M1,
seis secuencias las ubicamos en el grupo M2 y presentaron 100,00% y 99,80% de compatibilidad con
Lactiplantibacillus plantarum vy Lactiplantibacillus carotarum, respectivamente. En este caso
solamente se reporté el género, ya que no se puede determinar la especie. Por su parte el grupo
M3 estuvo representado por una sola cepa, la cual identificamos como Lacticaseibacillus pantheris con
una similitud del 100,00%, en el ultimo grupo seleccionamos siete cepas que se identificaron como
Lacticaseibacillus paracasei con un 100,00% de similitud. Para las L. paracasei, se seleccionaron tres
cepas (M1, M4 y M5), en el caso de M4 y M5 pertenecientes al ultimo grupo, seleccionamos ambas
dado que al comparar sus secuencias mostraron diferencias en aminoacidos en regiones
especificas, pero ambas con un 100,00% de similitud. Por su parte, M1 obtuvimos un porcentaje de
identidad de 99,93%, confirmando que las secuencias son diferentes, lo que nos generd el deseo
de verificar si esos cambios representaban alguna diferencia funcional en las muestras (Tabla 1).

TABLA 1

Determinacion de la taxonomia utilizando el gen 16S rRNA de las especies de bacterias acido-lacticas aisladas

Maxima identidad  Aislamientos

Sodieg NCBI (%) similares
M1 Lacticaseibacillus paracasei 99,93 9
M2 Lactiplantibacillus sp. 100,00 6
M3 Lacticaseibacillus pantheris 100,00 1
M4 Lacticaseibacillus paracasei 100,00 7
M5 Lacticaseibacillus paracasei 100,00
M6 Lactobacillus casei ATCC 393 100,00 NA

NA. No Aplica

Para identificacién de las cepas en todas las pruebas posteriores, se utilizara la codificacion
mencionada anteriormente, donde M6 es el control positivo.

Realizamos el analisis de tipificacion multilocus (MLST) para las cinco cepas seleccionadas,
pero el arbol filogenético lo construimos a partir de las secuencias de los genes metRS, multL, nrdD,
pgm y polA para tres de las cepas estudiadas, en este caso excluimos del analisis las cepas M2 y M3,
ya que no contaban con secuencias de referencia para todos los fragmentos analizados. En base en
lo anterior, el arbol filogenético lo construimos Unicamente con las cepas M1, M4 y M5, e incluimos
como referencia 18 secuencias de BAL de los géneros Lacticaseibacillus sp., Lactobacillus sp. con las
especies L. casei y L. paracasei (Figura 1). Observamos que los aislamientos M4 y M5 identificados
como Lacticaseibacillus paracasei en esta investigacion, estan ubicados en un mismo clado, junto a
las referencias de Lacticaseibacillus paracasei. A su vez observamos que M1, la cual también lo
identificamos como Lacticaseibacillus paracasei, la ubicamos dentro de otro clado diferente a las
cepas anteriores, donde se agrupo junto con las referencias de Lactobacillus casei y Lactobacillus
paracasei, lo que nos sugiere que para una clasificacién correcta de esta cepa se requiere pruebas
adicionales, como lo seria un analisis de genoma completo. Los otros clados que observamos, son
agrupaciones de bacterias Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei, pero ninguno agrupo con
las cepas estudiadas.
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Fig. 1. Arbol filogenético de secuencias de bacterias 4cido-lacticas aisladas de bioestimulantes
costarricenses

Las cinéticas de crecimiento las realizamos comparando los sistemas con medio MRS y MRS
suplementado con L-Trp para las cinco cepas aisladas y el control M6, obteniendo datos de DO600
maximo y tasa de crecimiento para las seis cepas (Tabla 2).

Observamos que M2 y M5 son estadisticamente significativas las que alcanzaron la mayor
densidad éptica (DO600) en MRS sin L-Trp, con valores de 1,53 + 0,03 y 1,40 + 0,40,
respectivamente, mientras que la cepa M4 mostré la mayor tasa de crecimiento en este medio, con
un valor de 0,0047 + 0,0003 (h-1), pero a pesar de esto, no produce la mayor biomasa (1,37 = 0,05).
Respecto a la M2, a pesar de presentar la mayor DO600, muestra la menor tasa de crecimiento de
todas las muestras 0,0033 + 0,0001 (h-1) estudiadas en este sistema.

Por otra parte, en presencia de L-Trp, observamos que las cepas M1y M4 presentaron la
mayor DO600 con valores de 1,45 + 0,06 y 1,51 + 0,06, respectivamente. Por su parte la cepa M5
mostré la menor densidad y tasa de crecimiento, reportando valores de 0,81+ 0,04 y 0,10 * 0,01,
respectivamente

UNED Research Journal, e-ISSN: 1659-441X, Vol. 16: €5160, enero-diciembre 2024 (Publicado 01-VII-2024)



TABLA 2

Densidad dptica maxima, y tasa de crecimiento especifica para la cinética de crecimiento de especies de BAL aislados de
bioles microbianos en medio MRS y MRS suplementado con L-triptofano

Tratamiento MRS sin L-triptofano MRS suplementado con L-Triptofano
Codigo Maximo Tasa crecimiento Maximo Tasa crecimiento
0D600* (h2)* 0D600* (h1)*
M1 1,35+ 0,06b ¢ 0,0041 + 0,0008° 1,45 + 0,06° 0,25 + 0,012
M2 1,53+0,032 0,0033 £ 0,0001¢ 1,32 +0,08¢ 0,11 +0,02¢
M3 1,38 £ 0,05 0,0032 + 0,0006°¢ 1,06 £0,07¢4 0,10+ 0,01°¢
M4 1,37 £ 0,05 0,0047 + 0,00032 1,51 + 0,062 0,18 £ 0,09
M5 1,40 + 0,40 0,0040 + 0,0001° 0,81+ 0,044 0,10 £ 0,01¢
M6 1,30 £ 0,02¢ 0,0040 + 0,0005° 1,32 + 0,06¢ 0,107 £+ 0,005¢

*Los datos se expresaron como media * desviacion estandar de los valores obtenidos por triplicado de los
Experimentos. Las letras en cada columna indican diferencias significativas.

En la prueba de Salkowski, todas las cepas presentaron coloracién naranja-rojiza en presencia de
L-Trp, indicando la produccién de compuestos inddlicos) datos no incluidos en este documento). En los
resultados de la deteccion y cuantificacion de estos compuestos observamos que la muestra M2 produjo
una concentracion significativamente mayor de AIA en comparacion con las demas cepas, con valores de
16,75ug/mL en presencia de L-Trp y 9,96ug/mL en ausencia de este aminodcido. Esta fue la Unica cepa que
produjo indol en un medio sin suplementacién del L-Trp, con una concentracion de 0,13pg/mL. Por su parte,
la cepa M4 también mostrd una produccion significativa de AIA, con una concentracion de 4,57ug/mL en
presencia de L-Trp. Ademas, detectamos la produccidon de indol en todas las cepas excepto la M1,
especialmente en presencia de L-Trp. La M4, al igual que el control positivo presenta concentraciones de
AIA e indol, ambos en presencia de L-Trp Unicamente, con valores de 4,57ug/mL y 5,53ug/mL
respectivamente. Ninguna de las cepas cuantificé concentraciones detectables de AIB (Tabla 3).

TABLA 3
Cuantificacidn de auxinas producidas por cinco cepas bacterianas aisladas de bioles
Concentracién AIA (pg/mL) Concentracién indol (pg/mL) Concentracién AIB (ug/mL)
Cédigo MRS MRS * L- MRS MRS + L- MRS MRS + L
triptofano triptofano triptofano
Control (-) nd nd nd Nd nd nd
M1 nd 0,62 nd Nd nd nd
M2 9,96 16,75 0,13 Nd nd nd
M3 nd nd nd 3,51 nd nd
M4 nd 4,57 nd 5,53 nd nd
M5 nd nd nd 1,27 nd nd
Control (+) nd 4,41 nd 0,21 nd nd

nd: no detectable
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DISCUSION

La clasificacidn de los géneros de las cepas de BAL que aislamos en este estudio, es reciente,
por lo que, de estos géneros especificos aln no se reportan aplicaciones agricolas especificas. Sin
embargo, existen estudios previos que sugieren el potencial agricola de bacterias del género
Lactobacillus sp. Por ejemplo, encontramos reportes que algunas especies pueden actuar como
promotoras del crecimiento vegetal al producir compuestos como la auxina AlA y participar en la
solubilizacion de minerales (Mohite, 2013; Shrestha et al., 2014; Giassi et al., 2016; Fernandez,
2022; Raman et al., 2022). En particular, investigaciones han demostrado que Lactobacillus
paracasei, puede promover el crecimiento de plantas, como observamos en el estudio de Murthy
et al., (2013), donde inocularon el suelo alrededor de las raices de plantas de tomate con L.
paracasei, las cuales mostraron un significativo aumento en el crecimiento en comparacion con las
plantas no tratadas. Especificamente se observd un aumento en la altura de las plantas, un
incremento en el diametro del tallo y un mayor nimero de hojas en las plantas tratadas. Ademas,
encontraron que las plantas tratadas tenian un sistema radicular mds desarrollado, una mayor
capacidad para absorber nutrientes del suelo y tenian niveles mas altos de auxinas, en comparacion
con las plantas no tratadas con L. paracasei.

A pesar de que existen pocos informes sobre las BAL en agricultura, estos hallazgos y los
resultados que obtuvimos en este estudio respaldan la idea de que las BAL, como L. paracasei,
pueden desempefiar un papel importante como herramientas para mejorar la productividad
agricola de manera sostenible. Ademds, cuando comparamos nuestros datos de clasificacién
molecular con estudios previos, como el realizado por WingChing et al. (2021), demuestran la
consistencia de nuestros resultados y confirman la eficacia de las técnicas de identificacion
molecular seleccionadas para la deteccidn de cepas BAL. Esta validacion fortalece la relevancia de
nuestra investigacion y resalta su contribucion al campo de la agricultura sostenible y la
biotecnologia agricola.

Los resultados que obtuvimos de las cinéticas de crecimiento muestran variaciones
significativas en la capacidad de las cepas aisladas para crecer en diferentes condiciones de cultivo.
Al comparar nuestros datos con investigaciones previas, encontramos similitudes en los valores de
DO maximo obtenidos, lo que sugiere que existe una coherencia con el comportamiento de las
cepas bajo diferentes condiciones. Por ejemplo, Fernandez (2022) reporté valores de DO maximo
de 1,536 + 0,195 y 1,629 + 0,229 para dos aislamientos de L. paracasei obtenidos de residuos
agroindustriales, lo cual es consistente con nuestros resultados. Ademas, Nguyen-Sy et al. (2020)
informaron un DO méaximo de 2,0 para una cepa de L. paracasei extraida de soya fermentada, lo
gue sugiere una amplia variabilidad en el crecimiento entre diferentes cepas y condiciones de
crecimiento. En ambos estudios revelaron valores de DO mdximo consistentes con los obtenidos en
nuestra investigacion, lo que valida la robustez de nuestros datos de crecimiento bacteriano.

Destacamos las discrepancias en los valores de DO maximo y tasas de crecimiento entre las
cepas estudiadas, particularmente en relacion con la presencia o ausencia de L-Trp en el medio de
cultivo. Por ejemplo, observamos que la cepa M2 mostré una produccion intermedia de AlA y una
tasa de crecimiento bacteriano consistente tanto en presencia o en ausencia de L-Trp, lo que
sugiere una adaptacidn robusta a diferentes condiciones nutricionales. Por otro lado, la cepa M5
exhibié una menor produccién de AIA y una tasa de crecimiento mas lenta en presencia de L-Trp,
lo que indica una posible dependencia de esta cepa en la presencia de este aminoacido para su
crecimiento éptimo. Estas variaciones en la respuesta de las cepas al L-Trp las podemos atribuir a
diferencias en su metabolismo, a la fuente de aislamiento y a su capacidad para sintetizar
compuestos inddlicos (Suliasih & Widawati, 2020; Fernandez, 2022).
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Basandonos en los resultados que obtuvimos por la primera prueba de caracterizacién
guimica, donde todas las cepas que estudiamos presentan resultados positivos para la prueba de
Salkowski en presencia de L-Trp, podemos confirmar estos datos seglin lo expuesto Bric et al.,
(1991). Este estudio indica que la presencia de compuestos inddlicos esta directamente relacionada
con la intensidad del color rojo o naranja producido, que surge de una reaccién oxidativa a partir
de acido sulfurico, donde mediante una transaminacion del grupo amino del indol por el cloro del
FeCls. Ademas, identificamos cinco compuestos que generan una reaccion visible mediante cambio
de color en presencia de Trp: indol, 5-hidroxi-indolacético, indol acetamida, acido indolacético y
triptamina (Bric et al., 1991; Ahmad et al., 2005). Lo que sugieren que las cepas estudiadas en esta
investigacion pueden producir alguno de estos compuestos indélicos. Sin embargo, dado que esta
prueba es cualitativa, se recomienda la aplicacién de técnicas analiticas mds precisas, como HPLC o
MS/MS, para determinar la concentracién exacta de estos compuestos (Bric et al., 1991; Mantilla,
2007; Mohite, 2013; Abad, 2021). Un ejemplo que respalda estos resultados es el estudio realizado
por Mohite, (2013), quién aislé dos cepas identificadas como Lactobacillus casei y Bacillus cereus
de muestras de rizosfera de platano, rizosfera de trigo y en la rizosfera del maiz. Estas cepas
mostraron un cambio de color durante la prueba de Salkowski, y posteriormente, al ser
cuantificadas mediante una técnica analitica, se detectaron concentraciones de AIA de 50 y
60pg/mL, respectivamente. Al relacionar los datos de cuantificacién de compuestos indélicos con
las cinéticas de crecimiento, observamos que la cepa M2 en presencia de L-Trp produce la mayor
cantidad de AIA, pero la biomasa producida disminuye. Esto sugiere que la produccion de AIA no
esta directamente relacionada con la biomasa bacteriana, sino mds bien con la presencia de L-Trp
como promotor de la produccién de compuestos indélicos. Ademas, al analizar esta cepa en
ausencia de L-Trp, observamos una produccién de AIA menor pero una biomasa superior, por lo
gue sugerimos que esta cepa puede ser podria ser una candidata promisoria para el desarrollo de
bioinsumos agricolas basados en microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Dadas las
diferencias significativas en las concentraciones y tipos de compuestos indélicos producidos por las
cepas M1, M4 y M5, a pesar de su identificacion molecular como Lacticaseibacillus paracasei,
observamos diferentes comportamientos en su caracterizacion, épor? lo que sugerimos realizar
analisis posteriores de identificacidn y caracterizacion para una correcta clasificacion. Por ejemplo,
la cepa M1 muestra una tasa de crecimiento especifica mas alta en presencia de L-Trp que en
ausencia del mismo. Sin embargo, esta cepa no produce AIA en concentraciones detectables, segln
los resultados de la cuantificacién de compuestos inddlicos. Esto sugiere que el aumento en la tasa
de crecimiento especifica podria estar relacionado con otros factores que no estan directamente
vinculados con la presencia del aminodcido Trp o a la produccion de AlA.

Por otra parte, la cepa M4 exhibe una alta tasa de crecimiento especifica en ambos medios,
sin L-Trp y con L-Trp. Ademas, esta cepa muestra una produccion significativa de AIA e indol en
presencia de L-Trp, como se observa en los resultados que obtuvimos en esta investigacién. Esto
indica una posible relacién entre la alta tasa de crecimiento especifica y la capacidad de producir
compuestos inddlicos en esta cepa. En cuanto a la cepa M5, muestra una tasa de crecimiento
especifica mas baja en medio suplementado con L-Trp que en medio sin suplementar. en
comparacién con MRS sin L-triptéfano. Ademas, esta cepa no produce AIA en concentraciones
detectables en ninguno de los medios. Esto sugiere que la baja produccion de AIA puede estar
asociada con la disminucion de la tasa de crecimiento especifica en presencia de L-Trp.

Estas variaciones que observamos en la respuesta al L-Trp entre las cepas estudiadas podria
estar relacionado con diferencias en la capacidad metabdlica, la disponibilidad nutricional, la
actividad enzimatica y la regulacion génica de la sintesis de compuestos inddlicos a partir de la ruta
del Trp (Keswani et al., 2020; Mora-Villalobos et al., 2020). Por ejemplo, M2 podria tener una
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capacidad metabdlica mdas robusta para sintetizar AIA a partir de indol-3-piruvato,
independientemente de la disponibilidad de L-Trp en el medio, mientras la cepa M5, que exhibid
una menor produccidn de AIA y una tasa de crecimiento mas lenta en presencia de L-triptdfano, lo
podriamos atribuir a esta cepa se ve favorecida por una via metabdlica independiente del Trp
(Keswani et al., 2020).

Por otra parte, al comparar nuestras concentraciones de AIA con estudios previos, por
ejemplo, Turaeva et al., (2022), quién reporté una produccion de 6,175mg/mL de AlA por parte de
una cepa asilada de Lactobacillus plantarum, por su parte, Panetto et al., (2023) reporté una
produccién de AIA en una concentracién de 7,25ug/mL en una cepa de L. acidophilus, comparando
estos resultados con los obtenidos por la cepa M2, en presencia y ausencia de L-Trp lo que confirma
a la cepa M2 como una cepa promisoria para aplicacion agricola. En la literatura existen reportes
de muchas BPCP que por induccién de L-Trp generan rendimientos inclusive mayores a los
reportados por la M2, pero son otras especies de bacterias, por ejemplo, especies de Bacillus como
lo muestra Giassi et al., (2016), donde se reportan concentraciones hasta de 21,07ug/mL. Esto
respalda la idea de que nuestras cepas podrian tener potencial como bioinsumos agricolas,
especialmente considerando su capacidad para producir compuestos indélicos en diferentes
condiciones nutricionales.

En conclusién, esta investigacidn ha arrojado luz sobre la relacién entre la produccién de
compuestos inddlicos, especificamente AIA e indol, y las cinéticas de crecimiento de las cepas
bacterianas estudiadas. Hemos demostrado que la presencia de L-Trp en el medio de cultivo puede
influir significativamente en la produccién de AlA, asi como en el crecimiento bacteriano, lo que
sugiere una interconexion entre el metabolismo de los compuestos inddlicos y la viabilidad celular.
Ademas, hemos identificado cepas prometedoras, como la M2, que muestran un potencial
significativo como bioinsumos agricolas para promover el crecimiento vegetal y mejorar la
productividad de los cultivos de manera sostenible. Estos hallazgos no solo amplian nuestra
comprension de los mecanismos de sintesis de AIA en bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
sino que también ofrecen una base sélida para futuras investigaciones en el campo de la agricultura
sostenible y la biotecnologia agricola. En ultima instancia, nuestro estudio contribuye al desarrollo
de practicas agricolas mas eficientes y respetuosas con el medio ambiente, con el potencial de
beneficiar tanto a los agricultores como al medio ambiente. Para futuras investigaciones,
recomendamos continuar explorando mas a fondo la actividad funcional de los compuestos
inddlicos producidos por las cepas estudiadas, y realizar estudios adicionales para evaluar su
efectividad como bioinsumos agricolas en condiciones de campo. Esto incluye investigaciones sobre
sus mecanismos de accién, su interaccion con las plantas y su capacidad para mejorar la
productividad de los cultivos en entornos agricolas reales. Estos esfuerzos contribuirdn a maximizar
el potencial de nuestras cepas como herramientas para una agricultura mas sostenible y productiva.
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