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ESTUDIO DE LA CEPA DE Pseudomonas extremaustralis CMPUJU 515
COMO PROMOTORA DE CRECIMIENTO EN PLANTAS DE TOMATE

RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza originaria de la regién andina en
Suramérica, ampliamente distribuida a nivel mundial, genera gran impacto a nivel nutricional
y econdémico gracias a su alto contenido en vitaminas A y C. La alta demanda de esta
hortaliza, y el dafio generado en el suelo por productos quimicos usados para aumentar la
produccidn, tales como aumento de la acidez 6 erosion del suelo, entre otras, se ha buscado
otras alternativas en fertilizacion, incluyendo bacterias promotoras de crecimiento vegetal
que habitan en la rizosfera de plantas, son ampliamente conocidas por aumentar crecimiento
y productividad en cultivos. En este trabajo se evalud la capacidad de Pseudomonas
extremaustralis CMPUJU 515 como bacteria promotora de crecimiento, teniendo en cuenta
que en el género Pseudomonas sp. existen diversas especies con dicha capacidad, como P.
aeruginosa PAOL que promueve el crecimiento en plantas de lechuga, frijol, tomate, entre
otras. Con este fin se realizaron bioensayos con in6culos de 1x10'° UFC/ml de la bacteria a
semillas de tomate previamente desinfectadas, y cultivadas en suelo estéril. Se encontré que
P. extremaustralis CMPUJU 515 promueve el desarrollo de las plantas de tomate,

evidenciado en fenotipos asociados a raiz, tallo, y area foliar. Se identificaron 1417 proteinas



hipotéticas, grupo en el cual se identificaron varias relacionadas con genes nif, ipdc, hisC1 e
hisC2, asociados a fijacion de nitrégeno y produccion de &cido indol acético. Este trabajo es
un aporte al uso de microorganismos asociados a ambientes extremos, y su potencial en

promocion de crecimiento vegetal.

Palabras clave: Pseudomonas extremaustralis, psicrofilo, Solanum lycopersicum,

promocion de crecimiento vegetal, proteina hipotética



ESTUDIO DE LA CEPA DE Pseudomonas extremaustralis CMPUJU 515
COMO PROMOTORA DE CRECIMIENTO EN PLANTAS DE TOMATE

1. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) hace parte de una de las hortalizas mas importantes en
Colombia. Segun evidencias histdricas, etnobotanicas y arqueoldgicas su origen se centra en
Surameérica, ademas se ha evidenciado que todas las especies silvestres del tomate se originan
en la region andina de los siguientes paises: Chile, Bolivia, Per(, Ecuador y Colombia. Las
evidencias apuntan a que fue en México donde inicia su proceso de domesticacion (1).
Gracias a los datos y la historia que se ha obtenido con el paso de los afios sobre el tomate,
los agricultores han podido identificar que esta planta se ve afectada por diferentes tipos de
patdégenos como bacterias Clavibacter michiganensis, Xanthomonas campestris, Alternaria
solani, Phytophthora infestans, hongos como Fusarium oxysporum, nematodos incluyendo
Meloidogyne incognita, y por factores extrinsecos como la temperatura o la poca fertilidad
del suelo; por esto se ha visto la necesidad de buscar soluciones a este tipo de problemas sin
afectar el medio ambiente ya que normalmente en la agricultura se usa productos quimicos
porgue son una solucién rapida, pero con el paso del tiempo su uso va deteriorando el medio
ambiente. Se ha estudiado el uso de bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR del inglés Plant Growth Promotion Rizhobacterium) que son reconocidas por su
accion sobre el desarrollo en plantas, con minimas repercusiones (2). Por su parte, en el
tomate se puede realizar la evaluacion de este microorganismo gracias a la evaluacién de
caracteristicas fisicas como altura y peso del tallo y raiz, y el area foliar. Ademas es de
importancia conocer todos los procesos y aspectos que conlleva cultivar esta planta, como
las plagas, enfermedades, variedades de tomate, poscosecha, el control de malezas ya que
estas pueden interferir en el crecimiento de la planta y comercializacion; los aspectos
ambientales (temperatura, luz y humedad) poseen una gran importancia durante su

crecimiento (3).

Se propone que el género Pseudomonas puede ejercer un efecto benéfico directo, a traves de

la sintesis de fitohormonas y de vitaminas, estimulacién de la germinacion de semillas y
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emergencia de plantulas, inhibicion de la sintesis de etileno, solubilizacion de fésforo (P)
inorganico, y de manera indirecta por medio de sintesis de antibioticos y fungicidas. En virtud
de su capacidad de adaptacion fisiologica y versatilidad metabdlica, las bacterias en las zonas
de raices de las plantas son un agente clave del cambio del suelo en los agroecosistemas, con
efectos positivos, en cuanto a tolerancia de altos contenidos de sales, aumento en los
rendimientos de los cultivos y mejoras en la calidad del suelo, respecto a la disponibilidad de
nutrientes; o, esta regulacion estd mediada por el quérum sensing bacteriano, las cuales se
deben adaptar para alcanzar una alta proliferacion y, de esta manera, se estimulan, activan y
mantienen en la zona radicular, por medio de la liberacion selectiva de exudados y lixiviados,

por parte de las plantas y otros microorganismos (4).

Al respecto P. extremaustralis, es una bacteria aislada en la Antartida, capaz de soportar
diferentes tipos de estrés incluyendo bajas temperaturas, gracias a estas caracteristicas se cree
que puede ayudar a la planta a desarrollarse con mejores caracteristicas fenotipicas, y en los
casos en que la planta se vea sometida a algun tipo de estrés permitirle crecer. Esta bacteria
se aisld relativamente hace pocos afios por lo que ain no se conoce todas sus posibles
funciones y que dafios pueda causar. Aunque se ha descrito su genoma aun no se ha podido
conocer las funciones de todas sus proteinas, es importante conocer cuales intervienen en la

promocidn de crecimiento (5).

A partir de los grandes avances realizados en los Gltimos afios en donde se pudo reconocer la
existencia de las proteinas aiin no se conoce la funcion de estas, lo que actualmente ha llevado
a realizar diferentes ensayos en donde se pretende conocer la funcién de estas proteinas
conocidas como “proteinas hipotéticas”, En general, aproximadamente entre el 30 al 40% de
las secuencias en los datos gendmicos corresponden a proteinas hipotéticas cuya estructura
tridimensional (3D) y funcion es desconocida (6). El uso de herramientas bioinformaticas
permite el disefio racional de los experimentos para identificar las funciones de estas
proteinas. Los enfoques tradicionales de la bioinformatica para la anotacién de la funcion

incluyen la busqueda de las funciones basadas en homologia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Determinar la capacidad de Pseudomonas extremaustralis para promocion de crecimiento en

tomate, e identificar proteinas hipotéticas relacionadas.

2.2. Objetivos especificos

- Analizar el efecto de P. extremaustralis CMPUJU 515 sobre el crecimiento en plantas de
tomate in vivo.
- Desarrollar una clasificacion funcional de proteinas hipotéticas de P. extremaustralis
CMPUJU 515.
- Caracterizar proteinas hipotéticas de P. extremaustralis CMPUJU 515 relacionadas con

promocion de crecimiento en tomate.

12



3. ANTECEDENTES

Los microorganismos que encontrados en el suelo modifican los patrones de desarrollo y
produccién de los cultivos a través de mecanismos bioldgicos, los cuales permiten una
adecuada interaccion. Se han registrado mayor nimero de estudios con P. fluorescens como
promotora de crecimiento en donde se evidencié una actividad mayor en la produccién en
las plantas de tomate inoculadas que en las plantas sin inocular, pero con relacion a la
promocion de crecimiento vegetal, no se evidencié aumento del sistema radicular en las
plantas inoculadas, por el contrario se evidencidé que su tamafio disminuyd un poco con
relacion a las plantas sin inocular (2). Gracias a esto se ve viable utilizar microorganismos
como potenciadores de crecimiento en plantas y ademas ciertas caracteristicas se deben tener
en cuenta para poder determinar su principal potencial. Es importante destacar la actividad
de PGPRs, ya que forman parte esencial de las nuevas tecnologias en la agricultura, segln
Camelo et al. (4) este proceso inicia con mecanismos de quimiotaxis que se encuentran
relacionados con la presencia de flagelos, quimiorreceptores y con algunos sistemas de
regulacién codificados genéticamente. Estos factores tienen gran importancia en la habilidad
de colonizar la rizésfera y ademéas mantiene la comunicacion entre las células de la raiz con
los microorganismos presentes en el suelo, formando de esta manera una interaccion que

permite un beneficio mutuo.

Ribaudo et al. (7) al evaluar algunas de las rizobacterias que promueven el crecimiento
vegetal en dos plantas de interés agronémico, como el arroz (Oryza sativa) y el tomate,
demostré que Azospirillum brasilensis promovia el crecimiento vegetal de arroz,
principalmente del sistema radicular. La inoculacion de plantulas de tomate con la
rizobacteria A. brasilensis promueve el crecimiento, este crecimiento se midié en: aumento
de la masa de tallos y raices, altura de los tallos y superficie total de la raiz. EI empleo de
PGPRs constituye una alternativa biotecnologica para mejorar la produccion de especies de
interés horticola, se puede medir evaluando su efecto en la germinacion y crecimiento de
plantulas de tomate y pimiento (Capsicum annuum L.) con rizobacterias pertenecientes al

género Bacillus, el cual mostro un efecto positivo en el crecimiento de estas dos plantas (8).
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Se relacionadas el crecimiento de la planta y del fruto con la calidad nutricional al que tienen
acceso, ademas de otros factores ambientales y genéticos. En este caso Ardila (9) utiliz6
tomates hibridos ya que estas variedades poseen mejoramientos genéticos, lo que asegura
que las semillas poseen un porcentaje alto en vigor, que tienen buena uniformidad, alta
produccion y calidad, por otra parte a algunas semillas también se les ha incorporado
resistencia a algunas enfermedades, es lo que ha ayudado a incrementar la produccion de
tomate. Identifico que la variedad de tomate hibrida Franco tuvo mejor crecimiento y frutos

mas grandes en comparacion a los hibridos Beverly y SVR.

Durante la produccion de alimentos se han usado abonos para el tratamiento del suelo, segin
Rivera et al. (10) en este caso la pollinaza 1,0% (excretas de aves) es el mejor tratamiento
tipo abono, ya que la pollinaza al 3,0% produjo fitotoxicidad en las plantas de limon que
fueron el objeto de estudio, estas murieron a los seis meses después del transplante. Los
resultados obtenidos muestran que los subproductos agricolas, como excretas de aves,
pueden ser una alternativa de fertilizacién al utilizarlos como soportes organicos de PGPRs,
debido a que mejoran la calidad del suelo y aumentan el crecimiento de la planta sin usar

productos quimicos.

Las plantas tienen la capacidad de responder al estrés hidrico gracias a que desarrollan
adaptaciones evolutivas tanto a nivel morfol6gico, anatémico y celular, como defensa natural
y ademas les permite vivir en condiciones de constante estrés y que de esta misma manera
les permita continuar con su ciclo de vida evitando dafios irreparables en las plantas, también
poseen mecanismos de aclimatacion que se activan en respuesta a estrés en este caso hidrico,
cuando esto ocurre en la planta también se evidencian varios cambios como el crecimiento,
en la limitacion de la expansion foliar afectando por ende en proceso de la fotosintesis, la
sensibilidad de las raices ya que se ha detectado que una elongacién de las raices rapida y
temprana es un indicador importante de resistencia al estrés. La disponibilidad de agua afecta
de manera significativa la relacién entre el crecimiento de la planta y la raiz, cuando la planta

estd sometida a estreés la raiz continda su desarrollo mientras que la parte superficial deja de

14



crecer, debido a que las plantas mediante sus raices van en busqueda de agua en las zonas

mas profundas del suelo (11).

Segun Barquero et al. (12) cuando se evalla el efecto de microorganismos en plantas es
importante determinar variables que ayuden a identificar la existencia de algin cambio en la
planta, algunos de estos pardmetros son: densidad aparente y de particulas; poros totales;
estabilidad de agregados; resistencia a la penetracion (RP); las variables quimicas: pH;
conductividad eléctrica; contenido de C y N; conductividad hidraulica; relacion C/N;
contenido de nutrientes en suelos y foliares; las variables bioldgicas: respiracion de suelos,
unidades formadoras de colonias de hongos, bacterias y actinomicetos y el peso fresco y seco
foliar.

Se ha documentado que es posible lograr un alto rendimiento en la produccion de tomate
empleando grandes cantidades de productos quimicos, ya que actian de manera rapida y
eficaz, interviniendo también en los costos totales de producciéon en un 20-25 %. En
condiciones de invernadero se observo que la generacion y acumulacion de biomasa por las
plantas de tomate se afect6 por las condiciones climaticas internas del invernadero, ya que
fueron diferentes en los dos ciclos analizados (13), es importante conocer todos los factores

del cultivo de tomate en invernadero que puedan interferir en la produccion.

Segun Garcia et al. (14) se han encontrado restos de plaguicidas en tomates comercializados
en Colombia, que han sido usados para eliminar plagas que atacan los cultivos y producen
grandes pérdidas, ademas se resalta el hecho de convertirse en un problema para la salud,
debido a que los consumidores, van acumulando, concentrando y biomagnificando los
residuos de plaguicidas mediante la alimentacion en lipidos tisulares y fluidos corporales.
Por este motivo se ve la importancia de realizar controles continuos a los cultivos ya que se
puede asegurar que los tomates comercializados no contengan sustancias perjudiciales para
la salud del consumidor, por este motivo busca alternativas que den respuesta a esta
problematica sin necesidad de afectar al consumidor final, optando por microrganismos

tengan esta misma finalidad
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Segun Benjumeda (15) las PGPR producen diferentes tipos de beneficios: potencian
crecimiento, mejoran la disponibilidad o la absorcién de minerales y otro tipo de compuestos
(nitratos, fosfatos, etc.), ayudan a la produccion de hormonas necesarias en el desarrollo de
los vegetales (fitohormonas, giberelinas). Ademéas protegen a plantas y cultivos contra
posibles agentes patdgenos y combaten la contaminacion de los suelos, todas estas
caracteristicas hacen que las PGPR estén siendo muy estudiadas por su potencial y también
siendo modificadas para potenciar sus beneficios ain mas, no solo para la promocién de
crecimiento en plantas, o para ser usadas como biocontrol, sino también en las

descontaminacion de suelos y recuperacion de ecosistemas.

Las especies de Pseudomonas y Bacillus son muy atractivas debido a su gran potencial como
biocontrol bacteriano de plantas. En este caso P. aeruginosa cepa D4 y B. stratosphericus
cepa FW3 se aislaron de los relaves de las minas en Corea del Sur (16), después de realizar
varias pruebas en estos microorganismos se observd una actividad antagonista mejorada
contra P. syringae DC3000, ademas de producir biocatalizadores para la promocion del
crecimiento en plantas. El estudio de S. lycopersicum, arrojé datos de la regulacion de la
proteina 1a (PR1a) y fenilalanina amoniaco liasa (PAL) que se cree estan relacionados con
la defensa contra el patégeno, empleando métodos de accién directos e indirectos y su posible
uso como agente de biocontrol. El tomate S. lycopersicum L. cv. Pusa Ruby, posee tolerancia
al frio y una modificacion genética en su respuesta a la toxicidad, desarrollando asi mediante
la sobreexpresion constitutiva del gen de Nicotiana tabacum Osmotin (17). Posterior a la
inoculaciéon de la semilla no se determinaron diferencias significativas en el tomate
transgénico en la germinacion y en el establecimiento de plantulas al ser sometido a un

tratamiento de baja temperatura (15°C).

Caracteristicas extremas como el frio intenso, la baja humedad, la poca disponibilidad de
agua en estado liquido, los periodos de alta radiacion solar y oscuridad total en periodos
largos de tiempo, significan que la Antartida representa un entorno inhdspito para el
desarrollo de la vida, pero Pseudomonas principalmente se basa en sus bajos requerimientos
nutricionales y su gran diversidad metabodlica, permitiéndole utilizar numerosos compuestos

organicos como fuente de carbono y energia (18). Gracias a estas caracteristicas algunas
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especies de Pseudomonas son capaces de sobrevivir a diferentes tipos de estrés extremo.
Comunmente se conoce que una amplia gama de estrés biotico y abidtico afecta de forma
negativa el crecimiento y la productividad de las plantas en todo el mundo.

Segun Ashrafi et al. (19) los grandes avances cientificos de los ultimos afios relacionados
con rizobacterias han determinado que el estudio de genes individuales no se puede
considerar como un enfoque eficaz para la comprensién de los mecanismos de tolerancia, ya
que estas tensiones son frecuentes y, a menudo, combinadas entre si, y una gran cantidad de
genes estan involucrados en estos mecanismos. Ademas se debe tener en cuenta la interaccion
que se da entre todos los factores que intervienen en el proceso, para de esta forma determinar
de manera real el papel que cumple en estos procesos.

Catone (20) realiz6 un analisis in silico en el que pudo determinar que algunas proteinas
hipotéticas de P. extremaustralis, son homologas con genes estructurales relacionados con la
produccion de alginato conocida como una via metabdlica alterna al PHA, ademas realizo un
analisis cuantitativo por medio de cultivos a diferentes concentraciones de carbono, el cultivo
suplementado con glucosa 3 % obtuvo la mayor produccion de alginato (2,43 % de alginato/g
peso seco), a las de 24h de incubacion, concluyo que P. extremaustralis puede producir
alginato y que los niveles de sintesis varian segun la fuente de carbono utilizada.
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4, MARCO TEORICO

4.1. Tomate (Solanum lycopersicum)

Tabla 1: informacidn taxonémica tomate (Solanum lycopersicum)

Nombre Cientifico: Solanum lycopersicum

Nombre comercial: Espariol: Tomate / Jitomate, Inglés:

Tomato, Italiano: Pomodoro

Familia: Solanéceas
Género: Solanum
Variedad: Lycopersicum

El tomate es una de las hortalizas mas relevantes debido a su valor nutricional ya que es una
excelente fuente de sustancias antioxidantes como licopeno y betacaroteno, y de vitaminas:
C y A. Para nuestros agricultores, es una gran ventaja el corto tiempo produccion y ademas

que este cultivo se adapta a diferentes tipos de suelos (3).

4.2. Descripcién morfoldgica y botanica

- Raiz

Esta planta herbacea, posee un tallo semilefioso, cuyo sistema radicular esta compuesto por
2 tipos de raiz, la principal es de extension corta y posee numerosas ramificaciones a las que
se conocen como raices secundarias. En la parte superior, al nivel del suelo, se desarrollan
raices adventicias que ayudan a mejorar el anclaje de la planta al sustrato. La raiz esta
compuesta por una epidermis o parte externa en donde se encuentran pelos absorbentes
especializados en tomar agua y nutrientes. En el interior se localizan el cortex y el cilindro
central conformado por el xilema, que es el tejido responsable del transporte de los nutrientes

desde la raiz hacia las hojas y otros organos de la planta (21).
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- El tallo

Generalmente mide entre 2 y 4 centimetros en la base de la planta y en la parte superior donde
se estan formando nuevas hojas es més delgado. El tallo también est4d conformado por
epidermis, que esta conformados por pelos glandulares, la corteza, cilindro vascular (xilema)
(22).

- Las hojas

Las hojas son imparapinadas, conformadas por foliolos alternos (hojas compuestas) e
impares que terminan en un foliolo individual en su parte apical. El tipo de crecimiento de la
planta y la temperatura determina el nimero de hojas por tallo y la frecuencia de aparicion
de hojas (22).

- Laflor:

Posee 6rganos femeninos y masculinos funcionales. En cada racimo se forman varias flores,
una sola planta puede producir 20 o mas inflorescencias (racimos) sucesivas durante un ciclo
de cultivo, bajo condiciones de invernadero. La formacion de racimos florales ocurre méas o
menos cada 11 o 12 dias (22).

- El fruto

Principalmente el fruto esta constituido por un 94.0 — 95.0 % de agua, el restante es una
mezcla compleja en la que predominan constituyentes organicos, los cuales dan al fruto su
sabor caracteristico y su textura. La planta empieza a producir frutos de 60 a 70 dias, que
inicia desde la antesis (cuajamiento) hasta el momento de la cosecha (22).

- Etapas de desarrollo

Durante su crecimiento, las etapas difieren en cuanto a las necesidades de agua y nutrientes
frente al desarrollo mismo de la planta. Es importante reconocer que los tiempos son
indicativos, ya que pueden ser diferentes dependiendo de la variedad, el manejo del cultivo

y de la zona en la cual se estéa realizando el cultivo (22).
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- Etapa inicial o establecimiento de la planta:
El tomate es un cultivo que puede ser anual o continuo, germina de 4.0 a 7.0 dias después de
que fue sembrada la semilla, con los requerimientos nutricionales necesarios. A partir de este
momento la raiz empieza a desarrollarse e inicia la formacion de la parte aérea de la planta
(22) (22).

- Crecimiento vegetativo:
En este periodo si la planta cuenta con los nutrientes y requerimientos ambientales 6ptimos
crece rapidamente, floreciendo y desarrollando frutos de forma idonea. Pasados 70 dias, el
desarrollo vegetativo disminuye dréasticamente, encontrdndose en un nivel minimo e inicia la

acumulacion de materia seca en hojas y tallos (22) (21).

- Floracion y polinizacion:
La floracion y cuaja empiezan alrededor de 20.0 — 40.0 dias después del trasplante si cuenta
con las condiciones medioambientales, el manejo dado al cultivo, ademas depende de la
variedad del tomate, y continda durante el resto del ciclo de crecimiento. Normalmente la

polinizacién es por medio de abejas, viento o la aplicacién de hormonas (auxinas) (22) (21).

- Desarrollo del fruto:
La fruta empieza a desarrollarse y a crecer acumulando durante este periodo la mayor
cantidad de materia seca en la fruta a un ritmo relativamente estable, hasta que el fruto se

encuentre en la etapa final de su desarrollo (22) (21).

- Madurez fisiolégica y cosecha:
La madurez de la fruta se logra entre 80.0 a 120.0 dias después del trasplante. La cosecha es
permanentemente; sin embargo, se puede ver limitada por factores climaticos, nutricionales

0 economicos (22).
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Figura 1. Ciclo fenoldgico de tomate (22).

4.3. Requerimientos climaticos del suelo:

- Suelo
Requiere de un alto contenido de materia organica y suficiente agua, ademas es importante
tener en cuenta que el tomate debe disponer de suelos con buena porosidad, bien aireados,

capacidad de almacenar agua, se prefieren suelos con textura franca (22).

-El pH debe oscilar entre 6.0y 7.0.

-La conductividad eléctrica 6ptima esta entre 1,5 y 20.0 dS/m.

Densidad aparente: Determina la fertilidad y el grado de compactacion del suelo. Puede
variar entre 0,3 — 0,8 g/cm3 en los suelos con alto contenido de materia organica o suelos
arcillosos, y entre 1,3 — 1,8 g/cm3 en suelos con textura arenosa o compactados. Los suelos

con densidad aparente mayor a 1,8 g/cm3 limitan el desarrollo radical (22).
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Porosidad: Importante para el movimiento y retencion del agua en el suelo. El tamafio para
dar equilibrio entre los macroporos y los mesoporos esta entre 1 y 3 mm, pues permite el
suministro de aire adecuado para el desarrollo de los cultivos. La capacidad de retencion de
agua es una de las caracteristicas mas importantes del suelo para cultivos ya que determina

la cantidad y frecuencia de los riegos (22).

- Climatoldgicas

El tomate es una hortaliza de clima calido y moderado, susceptible a heladas y temperaturas
bajas. Crece en temperaturas de entre 20 a 25°C en el dia y de 15 a 20°C en la noche,
favoreciendo asi el desarrollo normal de los procesos bioquimicos, el crecimiento vegetativo,
la floracién y fructificacion. Bajo invernadero la temperatura minima para la produccion de
tomate es de 8-12°C. Temperaturas inferiores y prolongadas debilitan la planta generando
progresiva decadencia o muerte. La temperatura maxima no debe superar los 32° C, ya que a
temperaturas superiores se estimulan los procesos bioquimicos y la toma de nutrientes, siendo
excesivos y agotadores para la planta; ademas, con las altas temperaturas se presentan

desdrdenes fisioldgicos, se detiene la floracion y la planta puede morir (22).

- Riego

La humedad relativa ideal para el desarrollo, crecimiento y fertilidad del cultivo de tomate
oscila entre el 60% y el 85%. Se requiere de 6 a 8 horas diarias de luz. El riego se debe
suministrar frecuentemente y de manera uniforme, ya que la insuficiencia de agua influye

negativamente en el desarrollo y en la produccion (21).

4.4 Produccion de tomate

El tomate es una de las hortalizas més difundidas en todo el mundo y tiene gran valor
econdémico, en este caso Colombia ocupa el puesto 32 en la produccion de tomate a nivel
mundial, ya que en el afio 2013 se produjeron de 412.351,2 toneladas, siendo el principal
departamento productor Norte de Santander con 119.787 toneladas, pero se debe tener en
cuenta que la produccion puede variar ya que en el afio 2009 tuvo una produccion de 455.693
toneladas, esta variacion puede ser causada por las necesidades de agua y nutrientes a las que

se vea sometida la planta durante su desarrollo (22); gracias al aumento de la demanda de
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alimentos de manera continua a causa del crecimiento de la poblacion, ya que también
aumenta la demanda de alimentos principalmente en paises sub desarrollados, ademas
también se cuenta con una produccion de tomate bajo invernadero, ya que es posible
continuar con la produccion durante todo el afio. En el afio 2016 en Colombia se produjeron
632.268 toneladas de tomate, siendo Antioquia el mayor productor con 156.421 toneladas,

seguido por Norte de Santander con 87.017 toneladas (23).
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Figura 2. Area sembrada de cultivo de tomate en Colombia y los principales departamentos
productores, 2016 (23).

El tomate esta en la lista de las hortalizas mas consumidas del mundo. En 2016, se cultivaron
177 millones de toneladas de tomates en todo el planeta, lo que significd que la produccion
fue casi un 30% mayor que diez afios antes. Aproximadamente, se han plantado 5 millones
de hectareas de tomates en todo el mundo y, de media, se cosechan 3,7 kilos de tomates por
metro cuadrado. Los principales productores son China y la India, aunque en la India el
rendimiento es bajo, por debajo de los 2,5 kilos por metro cuadrado. Esta cantidad contrasta
fuertemente con los rendimientos que los productores consiguen en los Estados Unidos (9,03
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kg/m2), Espafa (8,62 kg/m2) y Marruecos (8,08 kg/m2). El rendimiento holandeés se sitla
muy por encima del resto del mundo, con una media de 50,7 kg/m2 (22).

4.5. Microorganismos promotores de crecimiento

Los biofertilizantes son soportes que contienen microorganismos vivos aplicados a la semilla,
para la colonizacion de la rizosfera, o en el interior de la planta, que promueven el crecimiento
porque aumenta el suministro o disponibilidad de nutrimentos primarios a la planta (24). El
uso de biofertilizantes es importante, pues estos suplen o complementan el aporte de los
fertilizantes minerales, los cuales, a pesar de resultar beneficiosos, se ha comprobado que
causan dafios al ambiente (como la acidificacion de los suelos por el uso excesivo de
fertilizantes nitrogenados). Existen distintos tipos de biofertilizantes, como los abonos y el
compost, asi como aquellos que incluyen inoculantes microbianos y otros derivados de
subproductos agricolas y animales. Los microorganismos cumplen funciones de
descomposicion, solubilizacion de nutrientes y estimulacion del crecimiento de las raices;
por eso son unos excelentes fertilizantes bioldgicos y una alternativa tecnolégica primordial
para el desarrollo de nuevas soluciones. Para aplicaciones agricolas los mas utilizados son

las bacterias, los hongos, las algas y los actinomicetos (12).

Entre los géneros de bacterias que forman parte del grupo de PGPR se puede encontrar a
Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia,
Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter y Flavobacterium entre otros, se encontré que el
mecanismo mas comun para la solubilizacién de fosfatos minerales es la produccion de
acidos organicos y la mineralizacion por enzimas fosfatasa a los fosfatos organicos, debido
a la realizacion de estos procesos el P queda disponible en el suelo para el aprovechamiento
de las plantas, y finalmente es absorbido y utilizado para su 6ptimo crecimiento y desarrollo

(8).

Se ha evaluado la proteccion de S. lycopersicum var. Rio Grande inoculado con PGPRs frente
a la infeccion con el patdgeno necrotrofico Sclerotium rolfsii. Se evalud la promocién del

crecimiento y mortalidad de las plantas, la actividad antiflngica, la produccion de sideréforos
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y la expresion de los péptidos defensina y snakin. Ademas se realizaron experimentos
combinando la inoculacion de la planta con P. pseudoalcaligenes y A. brasilense y
posteriormente se realizo el enfrentamiento con S. rolfsii. Se identifico que las plantas control
tuvieron el mayor indice de mortalidad en comparacion con los otros 2 casos, en comparacion
de los dos ensayos que fueron inoculados con P. pseudoalcaligenes se encontré que
obtuvieron un indice de mortalidad mayor que en plantas tratadas con A. brasilense y P.
pseudoalcaligenes. Los mensajeros de los péptidos de defensina y snakin fue superior en
ambos casos para plantas, estos resultados son muy concluyentes debido a que se plantea a
PGPRs como una alternativa bioldgica contra S. rolfsii y podria ser evaluado para otros

patégenos de suelo (25).

B. subtilis GIBI 200 también puede clasificar como candidatos a PGPRs ya que se evidencio
capacidad para solubilizar fosfatos y producir acido Indolacético (AlA) (26), ademas de
influir de forma positiva en el desarrollo de las plantas de tomate generando un aumento
significativo en la masa y en la longitud del tallo y de la raiz de la planta. Gluconacetobacter
diazotrophicus PAL5 y Burkholderia tropica MTo-293, son bacterias endofitas fijadoras de
nitrégeno no simbidticas, se observo que ambos microorganismos poseen capacidad para
colonizar diferentes plantas, como las de trigo, sorgo, colza y tomate; habiéndose
comprobado su accion promotora sobre el crecimiento en tomate, a través del incremento en
la cantidad y peso de frutos (27). Aunque los resultados obtenidos son prometedores se deben
seguir realizando estudios en donde las condiciones de cultivo sean lo mas real posible ya

que de esta forma se conoce realmente el impacto de estas bacterias en las plantas.

- Fijacién de nitrogeno:

El nitrogeno (N2) es un elemento esencial para las plantas, ya que forma parte de compuestos
tan fundamentales como proteinas, &cidos nucleicos y clorofila, necesitdndose
principalmente en los tejidos vegetales en crecimiento. Ha demostrado que la via normal de
ingreso de N: a las plantas proviene del suelo, y para ser absorbido, se debe encontrar
mineralizado, como nitrato (NO3") y amonio (NH3). Sin embargo, debido a que se acumula
principalmente en formas organicas en el suelo, se hace necesaria su transformacion

microbiana, conocida como mineralizacion de nitrégeno (MN), para dejarlo disponible para
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las plantas. Las plantas capacitadas para realizar FSN son principalmente especies de
leguminosas (Familia Leguminosae) que como todos los vegetales absorben nitrégeno
mineral del suelo, pero ademas pueden obtener nitrégeno atmosférico. Para que esto ocurra
debe existir en el suelo bacterias del género Rhizobium sp., las que infectan y colonizan las
raices, provocando las deformaciones conocidas como nédulos. En los nddulos se transforma
el nitrogeno atmosférico (N2) a nitrogeno mineral (NH3) por accion de la enzima

nitrogenasa, nutriendo a la planta con el nitrdgeno necesario para su sintesis proteica (28).

La fijacion bioldgica de nitrogeno ocurre comdnmente en mas de 100 géneros de varias
divisiones filogenéticas entre bacterias y arqueas. Ademas se sabe que los genes nif codifican
los componentes del complejo enzimético de la nitrogenasa. La subunidad estructural de la
dinitrogenasa reductasa y las dos subunidades de la dinitrogenasa estan codificadas por los
genes nifH, nifD y nifK respectivamente. En muchos microorganismos como Azotobacter
vinelandii, Herbaspirillum seropedicae, Pseudomonas stutzeri y Bradyrhizobium japonicum,
estas proteinas tienen secuencias similares y estructuras y funciones en comun. Ademas, los
analisis genéticos y bioquimicos revelaron que muchos genes nif adicionales , en los que se
incluyen nifg, nifN, nifX, nifQ, nif W, nifV, nifA, nifB, nifZ y nifS, juegan un papel en la
regulacion de genes nif y en procesos de maduracion de productos inactivos, como el
transporte de electrones y la biosintesis y ensamblaje de FeMo-cofactor (29).

- Solubilizacion de fosfatos

El gran nimero de rizobacterias Gram negativas aisladas que solubilizan fosfato usan la
glucosa como fuente de carbono (24). Al usar este criterio, entonces las bacterias que posean
la ruta de la oxidacion directa de la glucosa tienen la habilidad de disolver los fosfatos. La
solubilizacion del fosfato por los acidos organicos depende del pH y la mineralogia del suelo.
Existen dos mecanismos para que esto ocurra. El primero es un intercambio del &cido, por
ejemplo, los H+ provenientes del citrato se intercambian por el P ligado a la superficie de los
cristales de AI(OH)3 o Fe(OH)3 reduciéndolos y liberando al P. El segundo mecanismo
depende de la concentracién de los acidos organicos producidos por las BSP, el cual
involucra la formacién de complejos con iones de metales provenientes de la roca fosforica.

Sin embargo, la enorme cantidad de rutas metabdlicas generadoras de acidos por las
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bacterias, han hecho imposible el desarrollo de un conocimiento unificado sobre la

microbiologia de la solubilizacion del fosfato (30).

- Acido Indol Acético

Es una hormona vegetal conocida como auxina, esta regula la division y expansion celular,
diferenciacion vascular, desarrollo de raiz lateral y dominancia apical, destacando un
importante rol en la formacion del xilema y la raiz por parte del aminoécido triptéfano, que
es el principal precursor para la biosintesis de AIA microbiano, Diferentes vias de sintesis de
AlA han sido identificadas en bacterias, cinco de estas rutas anabélicas son dependientes de
triptofano. Las vias de sintesis de AIA méas importantes y ampliamente distribuidas son la
via indol-3-piruvato (IPA), que se ha descrito principalmente en PGPR vy la via indol-3-

acetamida (IAM) en fitopatdgenos (31).

HOOC _
;‘ l A ] Aminotransferasa
Triptofano-2- NH, \. N l
monooxigenasa H HOOC ) .
(IaaM) T =
TRP 1
O
H
HN_ o Indol-3-piruvato | IPA
I | [ B descarboxilasa
O SN ONF (IPDC)
IAM K )
0
Indol-3-acetamida N ~
hidrolasa 5 : Indol-3-acetaldehido
(laaH) HOOC H*T ; J deshidrogenasa (lad 1) | ATAld
H
ATA
lado derecho, via indol-3-piruvato (IPA) lado izquierdo, via indol-3-acetamida (IAM)  TRP: triptéfano AlA: acido indol-3-acético
IPA: acido indol-3-pirtvico AlAld: acido indol-3-acetaldehido IAM: indol-3-acetamida.

Figura 3. Vias de biosintesis de AIA en bacterias (31).

4.6. Pseudomonas extremaustralis

P. extremaustralis es una bacteria Gram negativa que fue aislada por primera vez en un
tanque de almacenamiento en la Antartida, Ilama la atencidn que presenta resistencia al estrés
oxidativo, lo cual es asociado con un alto contenido de polihidroxibutirato (PHB) y ademas

es capaz de tolerar y degradar hidrocarburos (5). Debido a su reciente descubrimiento aiin no
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hay ningln estudio de esta bacteria como promotora de crecimiento en tomate, pero sus
caracteristicas son de gran importancia ya que le confieren caracteristicas Unicas a este
microorganismo y ademas seria un gran avance si se logra aplicar estas caracteristicas para
contrarrestar algunos efectos negativos que hay en el medio ambiente. Actualmente su

genoma se encuentra disponible en la base de datos publica Gene Bank (NCBI)

Tribelli et al. (32) afirmé que la acumulacion de PHB incrementa la motilidad y la
supervivencia de las células en este caso células plancténicas en las biopeliculas
desarrolladas por P. extremaustralis en condiciones de frio. Esta capacidad de acumulacion
de PHB de la bacteria podria ser de gran importancia ya que se adapta en la colonizacion de
nuevos nichos ecoldgicos en ambientes estresantes a los que se encuentren sometidas las

plantas y los microorganismos.

Después de realizar diferentes estudios a P. extremaustralis su genoma indica que posee alto
nivel de adaptabilidad a condiciones ambientales extremas, gracias a esto se identificaron
algunos genes que pueden conferirle resistencia a compuestos toxicos como los metales
pesados (copRSABCD, czcABCD y znuABC) y arsénico (asrRBC) (33), también estuvieron

presentes las rutas de degradacion de fenol y alcanos.

Del grupo descrito anteriormente, P. extremaustralis es una de las bacterias méas versatil, ya
que es capaz de crecer en condiciones microaerobicas y anaerobicas. Pseudomonas sp. posee
un regulador global redox Anr que controla el metabolismo anaerdbico mediante la
activacion y la represion de los genes objetivo, se encontré que Anr intervine en la formacién
de biopeliculas, que son conocidas gracias a la proteccion que otorga contra el estrés fisico y
quimico (34), estas caracteristicas hacen que sea un candidato éptimo ya que de esta forma
se puede aprovechar sus cualidades para usarse como biofertilizante. Los métodos de
fabricacion y utilizacion de los bioinoculantes presentes en las invenciones son de bajo costo,

efectivos, amigables con el medio ambiente, asi como de expedita obtencion (35).

Posterior a al descubrimiento de P. extremaustralis, se iniciaron investigaciones para conocer

e identificar sus caracteristicas y se determin0 que hay varios genes involucrados en la
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desnitrificacion (36). Ademas, se ha informado que en la Antartida, la tolerancia a la
congelacion de las bacterias psicrotréficas a menudo estd acompafiado de tolerancia al estrés
osmatico causado por falta de agua disponible. Los ambientes frios estdn ampliamente
distribuidos en el planeta, y los microorganismos psicotolerantes y psicrofilos han
desarrollado diferentes estrategias de adaptacion para hacer frente al estrés ocasionado por
las bajas temperaturas, P. extremaustralis es una bacteria antartica capaz de crecer a bajas
temperaturas y producir altas cantidades de polihidroxialcanoatos (PHA), los genes
implicados en el metabolismo primario e incluyen los genes relacionados con el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA), al igual como los citocromos y los genes que codifican el

metabolismo de los amino&cidos, fueron reprimidos a bajas temperaturas (37).

P. extremaustralis CMPUJ U515, es una cepa aislada de los suelos de superparamos
septentrionales de los andes, aislada del Crater La Olleta, ubicado en el Parque Nacional
Natural Los Nevados en Colombia. Desde su aislamiento se almaceno en la Coleccion de
Microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana como cepa de P. extremaustralis
CMPUJ U515. Esta cepa tolera rangos de temperatura de 4-35°C, identificando que su
temperatura éptima es de 30°C. Es capaz de tolerar condiciones microaerofilicas y formar
biofilm (38)

4.7.Azospirillum brasilense

Segun Jijon et al. (39) los genes ipdC, his C1 e his C2 fueron aislados de Azospirillum
brasilense, estan involucrados estan involucrados en la via de biosintesis de acido indol-3-
piravico (IPyA) de &cido indol-3-acético (IAA). Existen diferentes mecanismos por los
cuales Azospirillum puede afectar el crecimiento de las plantas directamente, es decir, fijar
el nitrégeno atmosférico, sintetizar varios fitohormonas y enzimas, que producen éxido
nitrico y siderdforos, y nutrientes minerales solubilizantes; o indirectamente, como ejercer
actividad antimicrobiana, mejora de la actividad de la membrana, Los genes hisC1 e hisC2
que codifican estas enzimas han sido identificados, la enzima clave en esta via es el fenil

piruvato descarboxilasa (PPDC), que esta codificada por el gen ipdC (40)

Por otra parte, la regulacion de los genes nif, requiere un activador especifico de nif; nif A

actia como una proteina potenciadora que reconoce las secuencias. (39)
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4.8.Proteinas hipotéticas

Se conocen como proteinas hipotéticas a aquellas proteinas que, a pesar de conocer su
secuencia, aun no ha sido posible identificar o determinar su funcion. Se han realizado
diferentes estudios in silico el cual permite observar si existe alguna clase de homologia de
la proteina hipotética con proteinas de las bases de datos, con la finalidad de comprar dichas
proteinas y de esta manera determinar si hay una homologia significativa (6), con aquellas

proteinas a las que se les conoce una funcion.

Una gran fraccion de genes que han sido secuenciados y anotados de diversos
microorganismos, da una visién general de las diferentes funciones que cumplen en su
metabolismo, ademas se pueden determinar que las proteinas hipotéticas pueden representar
hasta la mitad de las regiones que componen el genoma. Potenciales de codificacién de
proteinas de un genoma estos genes codifican a aquellos organismos que tienen en comun
linajes filogenéticos, pero que no han sido funcionalmente caracterizados y no se ha
experimentado la proteina a nivel quimico (41). Estas proteinas no solo ofrecen la
presentacion de nuevas estructuras sino también de nuevas funciones, abriendo campo a
nuevas estructuras con formaciones desconocidas y nuevos dominios, esto ira sugiriendo una
serie de nuevas rutas y cascadas proteicas adicionales y seré revelado poco a poco nuestro
conocimiento hasta ser completado.

- Dominios de funcién desconocida (Domains of unknown function DUF):

Son familias de proteinas no caracterizadas que se encuentran en la base de datos Pfam, se
ha usado ampliamente para anotar genomas secuenciados. Esta base de datos agrupa cada
proteina codificada por un genoma en familias homologas. Aproximadamente tres cuartos de
todas las proteinas conocidas ahora coinciden con una u otra de las 10.000 familias de
proteinas en Pfam. También se puede encontrar otras bases de datos como UniProt también
contiene una serie de familias de proteinas no caracterizadas llamadas UPF (42).

- ORFs huérfanos
Un hallazgo interesante que ha quedado claro es que un gran porcentaje de cada genoma

recién secuenciado contiene ORF codificadores de proteinas que no se parecen a ninguna
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otra secuencia en las bases de datos. Este fen0meno ya esta bien establecido, y parece ser una
parte intrinseca del material gendémico, independiente del crecimiento en el nimero de
nuevos genomas que se secuencian. Estas secuencias Unicas especificas de especie se han
denominado ORF huérfanos u ORFans. Para estudiar el fenomeno ORFan, y su dinamica a
medida que se secuencian nuevos genomas, se ha construido la base de datos ORFanage, que
consta de todos los ORF pronosticados en genomas microbianos completamente

secuenciados, y permite la busqueda de ORFans unicos (43).
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1. Universo: Microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

5.2. Poblacion: Bacterias del género Pseudomonas sp. con capacidad de promocién de

crecimiento vegetal.

5.3. Muestra: Pseudomonas extremaustralis CMPUJU 515 con posible actividad promotora

de crecimiento vegetal en tomate.

5.4. Hipotesis

Nula: P. extremaustralis CMPUJ U515 no estéa relacionada con la promocion de crecimiento
en plantas de tomate.

Alterna: P. extremaustralis CMPUJ U515 esta relacionada con la promocion de crecimiento
en plantas de tomate.

5.5. Variables

Independiente: factores genéticos asociados a proteinas hipotéticas de P. extremaustralis
CMPUJU 515 relacionada con la promocion de crecimiento en plantas de tomate.
Dependiente: mecanismos de promocion de crecimiento para plantas de tomate (S.
lycopersicum) debido al efecto de inoculacién de P. extremaustralis CMPUJU 515.

5.6. Indicadores

Secuencias de proteinas hipotéticas, medidas de longitud de tallo, hojas, raiz, peso humedo

Y PEeso seco.
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5.7. Técnicas y procedimientos

- Inéculo bacteriano

Durante este proyecto se utilizo la cepa de P. extremaustralis CMPUJU 515 proveniente del
Banco de cepas de la Pontificia Universidad Javeriana (Bogota D.C.), se tuvo en cuenta las
fases de crecimiento para inocular las semillas de tomate (S. lycopersycum) con la
concentracion 1x10*° UFC/ml. El indculo bacteriano se preparé en 20 ml de caldo Luria
Bertani (NaCl 1%, peptona 1% y extracto de levadura 0.5%) que se inoculé con una unidad
formadora de colonia (UFC/ml), se incub6 a una temperatura de 30°C a 200 rpm por 24
horas. Posteriormente se midio la absorbancia a 600 nm hasta alcanzar un valor de D.O. 1.0,

y con esta concentracion se inocularon las semillas de tomate.

- Preparacion suelo y semillas

El suelo usado durante el ensayo fue separado en bolsas de 500 gr, posteriormente se
esterilizaron dos veces en autoclave a 121°C, 15 libras de presion, por 20 minutos, con una
diferencia de 24 horas entre cada ciclo de esterilizacion. Las semillas de tomate se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% por 5 minutos, posteriormente se lavaron tres

veces con agua destilada estéril.

- Fertilizante e inoculacion de las semillas
Posterior a la desinfeccion se inocularon en el caldo LB con una concentracién de ~10° hasta
101 UFC/ml, DO (600 nm) de 1.0, durante una hora.

Se agrego en cada vaso 0,017 mg de fertilizante (urea) (44) y 11 mg se suelo, posteriormente
mezclo hasta estar completamente homogéneo, finalmente se agreg6 la semilla y se cubrid

con 2 gramos de suelo.

- Procesamiento plantas
Las semillas ya inoculadas se sembraron en compartimentos individuales con el suelo estéril,
se regaron con agua destilada estéril (10 ml) cada tercer dia durante 8 semanas. Pasadas las

8 semanas se procedié a determinar las siguientes variables: longitud de raiz, longitud del
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tallo, peso humedo de la raiz, peso hiumedo del tallo, peso seco del tallo y peso seco de la
raiz y area foliar con el programa ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html). Se
realiz6 el mismo procedimiento con las tres poblaciones de plantas: control negativo (sin
tratar con ningun microorganismo), control con fertilizante a base de urea (control absoluto),
y plantas inoculadas con P. extremaustralis CMPUJU 515 y con P. aeruginosa PAO1

(control positivo).

- Andlisis bioinformatico:

Para este andlisis se descargo el genoma completo de P. extremaustralis (SAMNO05421862)
de la base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI), este genoma
cuenta con 5,958 proteinas en total, se realiz6 una revision completa del mismo, en donde se
encontraron 1,417 proteinas hipotéticas o de funcion desconocida, estas proteinas se
analizaron con BLASTp del NCBI para la basqueda de secuencias de aminoacidos con
similaridad que pudiesen representar posibles funciones homologas, encontrando 592
proteinas.

Las 592 proteinas hipotéticas encontradas se compararon con genes relacionados con fijacion
de nitrogeno y de AlA del microorganismo Azospirillum brasilense, por medio de BLASTp.
(Anexo 2).

- Disefio experimental y analisis estadistico
El disefio experimental fue completamente al azar, se realiz6 la prueba de analisis de varianza
(ANOVA) para determinar si existian diferencias significativas, y pruebas de comparacion

de medias para determinar el tratamiento que tenia el mejor efecto.
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6. RESULTADOS
- Ensayo bioldgico de P. extremaustralis CMPUJU 515 como promotora de

crecimiento en tomate

Se realizo el ensayo en plantas de tomate con el fin de analizar el efecto de P.
extremaustralis CMPUJU 515 en dichas plantas. Se realizo la siembra de estas semillas en
vasos de 9 onzas, cada ensayo de plantas control contiene 11 gr de suelo estéril, una semilla
de tomate estéril, se cubri6 la semilla con dos cm de suelo aproximadamente, y
posteriormente se regd cada tercer dia con 10 ml de agua destilada estéril. Este mismo
procedimiento se realizé con los grupos de plantas de P. extremaustralis CMPUJU 515, P.

aeruginosa PAOL1 y al grupo de plantas a los que se agregé el fertilizante.

Después de dos semanas empez06 a salir la parte aérea de la planta, se continta regando las
plantas con la misma frecuencia y cantidad de agua destilada estéril. A partir de la semana
cuatro, se pudo evidenciar de manera significativa un mejor desarrollo en las hojas de las

plantas inoculadas con P. extremaustralis CMPUJU 515, ya que se observa mayor tamario,

en comparacion a las demas (Figura 3).

Figura 4. Plantas después de 4 semanas de su siembra, se puede apreciar que las plantas
inoculadas con P. extremaustralis CMPUJU 515 (azul) muestran un mejor desarrollo en
sus hojas. (Amarillo: Control negativo, Verde: P. aeruginosa PAO1, Blanco: Fertilizante).
Tomada por la autora. 2019
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En las semanas 6, 7 y 8 se evidencid que las plantas inoculadas con P. extremaustralis
CMPUJU 515 y fertilizante tuvieron mayor crecimiento en sus hojas (Figura 4-5-6). Ya que

se realizaba una observacion diaria de cambios fisicos que pudiesen ocurrir en las plantas.

Figura 5. Plantas con seis semanas. (Amarillo: Control negativo, Azul: P. extremaustralis
CMPUJU 515, Verde: P. aeruginosa PAOL, Blanco: Fertilizante). Tomada por la autora.
2019.

Figura 6. Plantas con siete semanas de crecimiento (Amarillo: Control negativo, Azul: P.
extremaustralis CMPUJU 515, Verde: P. aeruginosa PAO1, Blanco: Fertilizante). Tomada
por la autora. 2019
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Figura 7. Plantas con 8 semanas de crecimiento. (Amarillo: Control negativo, Azul:
P. extremaustralis CMPUJU 515, Verde: P. aeruginosa PAQO1, Blanco: Fertilizante).
Tomada por la autora. 2019

Finalmente después de haber cumplido el tiempo estipulado se procedié a retirar las plantas
del suelo para medir el tallo y las raices, peso himedo y seco, y area foliar (Figuras 7 y 8).
Los datos fueron analizados a través del programa ANOVA, este es un programa que permite
realizar un analisis de varianza en muestras independientes o relacionadas. Se pudo
comprobar que existieron diferencias significativas (p<0.01) a favor de P. aeruginosa PAO1
y P. extremaustralis CMPUJU 515 (respectivamente) para el fenotipo de peso seco de la raiz,
a favor de P. extremaustralis CMPUJU 515 y P. aeruginosa PAOL (respectivamente) para
el fenotipo de peso humedo del tallo, en el caso del peso himedo del tallo P. extremaustralis
CMPUJU 515 y P. aeruginosa PAOL generaron mejores resultados que el control sin tratar
y el tratamiento con fertilizante, para el parametro de peso seco del tallo se encontr6 mejor
resultado para el tratamiento con P. extremaustralis CMPUJU 515. Para el caso de la longitud
del tallo no se encontraron diferencias entre los tratamientos. Cuando se analizé la longitud
de laraiz, se identifico que las dos especies de Pseudomonas tuvieron un efecto significativo
cuando se compararon contra el control sin tratar, y el tratamiento con fertilizante. Para el
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caso del area foliar fue evidente que las dos cepas de Pseudomonas se comportaron mejor

que el tratamiento con fertilizante. Los resultados se pueden encontrar en el Anexo 1.

Figura 8. Raices y tallos de plantas de tomate. Tomada por la autora. 2019.
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Figura 9. Evaluacién de fenotipos asociados a promocion de crecimiento en tomate
después del tratamiento con P. extremaustralis CMPUJ U515 y fertilizante con respecto al
peso huimedo, peso seco, longitud y area foliar, de las plantulas de tomate 8 semanas
después de la siembra. Barras con asterisco son significativamente diferentes (p <0.1).

- ldentificacién de proteinas hipotéticas relacionadas con fijacién de nitrégeno y
AlA en el genoma de P. extremaustralis CMPUJU 515

Después de analizar el genoma completo de P. extremaustralis CMPUJU 515 el cual posee
5,958 (100%) proteinas, se encontraron 1417 (23,7%) proteinas hipotéticas. Figura 9. Estas
secuencias de aminoacidos se analizaron por medio del programa BLASTp del NCBI, para
lograr su anotacién funcional. Se evidencio que 592 (9,9%) proteinas de P. extremaustralis
CMPUJU 515 pudieron ser anotadas en su funcion, usando parametros de identidad mayor
al 40%, cobertura de mas del 80%, y valor E cercano a 0. A partir de este resultado se
encontraron 116 secuencias de proteinas hipotéticas relacionadas con los genes nifO, nifH,
nifB, nifQ, nifZ, nifg, nifN, y nifX. Para el caso de produccion de AlA se encontraron 38
secuencias de proteinas hipotéticas relacionadas. Los resultados se pueden observar en el

Anexo 2.
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Proteinas
P. extremaustralis (5.665)

H Proteinas conocidas (4,228)

H Proteinas hipoteticas (1,417)

Figura 10. Representacion gréafica de las proteinas encontradas en el genoma de
P. extremaustralis CMPUJU 515.
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7. DISCUSION

Debido a la alta produccién y demanda de alimentos que crece cada dia mas en el mundo, se
han buscado diferentes alternativas para cumplir con esta demanda, disminuyendo el impacto
que esto genera a la naturaleza. Es en este campo en donde las rizobacterias toman una gran
importancia ya que se ha evidenciado que estas bacterias interactian con la raiz de la planta
modificando su desarrollo (45). Ademas se han realizado ensayos con abonos organicos en
compafiia de las rizobacterias, los resultados obtenidos en estos ensayos muestran que estos
abonos organicos pueden ser una alternativa a la fertilizacion quimica que se utiliza
actualmente, ya que al ser utilizados como soportes organicos de PGPRs, debido a que
mejoran la calidad del suelo y aumentan el crecimiento de la planta, influyendo directamente

en caracteristicas fisicas de las plantas.

Esta investigacion obtuvo un aumento significativo en la longitud de la raiz, en las plantas
que fueron inoculadas con P. extremaustralis CMPUJU 515 (10.01 cm) (P: 0.1), frente al
control, P. aeruginosa PAO1 vy fertilizante (8.01, 8.07 y 5.08 cm) este resultado es muy
significativo ya que la raiz juega un papel muy importante, al ser esta la que le aporta agua y
nutrientes a la planta, ademas se ha demostrado que el aumento de la biomasa esta
directamente relacionada con su capacidad de absorcion de los nutrientes encontrados en el
suelo (46). Segun el estudio realizado en plantulas de frijol por Ballesteros (47) se evidencio
que fue mayor en los tratamientos con P. extremaustralis CMPUJU 515, P. aeruginosa
PAOL1 y B. subtilis ATCC 6633 (23.09, 23.10 y 22.39 cm) en comparaciéon al control (20.2
cm), lo que muestra que estos microorganismos generan un efecto positivo en las raices,
propiciando su desarrollo, aumentando el peso fresco y longitud de éstas. Por su parte P.
extremaustralis CMPUJU 515, aumentd significativamente el peso fresco de las raices
(0.0247 g) en comparacion con el control, P. aeruginosa PAOL y fertilizante (0.0202, 0.0211,
0.0151 g).

Segun Sanchez (48) el peso seco se relaciona con la biomasa seca de la planta la cual no esta
solo relacionada con un aumento de la longitud sino también con el aumento del crecimiento

horizontal de la misma, ademas se evidencio que el peso seco de la parte aérea de la planta
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era mayor en aquellas plantas inoculadas con P. putida, se ha demostrado que la inoculacion
por PGPR’s liberan una serie de moléculas efectoras que estan directamente relacionadas con
el crecimiento en las plantas. En este estudio se evidencid que P. extremaustralis CMPUJU
515 (0.0121 g) genera un efecto benéfico en este aspecto, ya que se apreciaron diferencias

significativas con relacion a las plantas tratadas con fertilizante.

El area foliar muestra una relacion directa de actividad fotosintética en las plantas ya que se
suele relacionar con un buen estado nutricional (48). En este estudio se obtuvo un mejor
resultado en las plantas inoculadas con P. extremaustralis CMPUJU 515 (1.2210 cmd)
seguido por P.aeruginosa PAO1 (0.9457 cm®). En consecuencia de los resultados obtenidos
se puede observar que P. extremaustralis CMPUJU 515 promueve el crecimiento de manera

significativa en los diferentes parametros analizados.

Se encontraron 592 proteinas hipotéticas las cuales fueron comparadas en la base de datos de
la NCBI con proteinas de otros microorganismos, las funciones encontradas se relaciona con
glicosiltranferasa, proteinas asociadas a fagos, proteina inhibidora de la nucleasa del huésped,
transportador de sulfato, proteina de secrecion tipo 11, proteina Fe-S, lipoproteina, regulador
transcripcional, proteina reparadora de DNA, transportador de azlcar, entre otros. Se ha
determinado que esta prediccion se puede realizar gracias a la region conservada que posee
cada proteina (38), al comparar aquellas proteinas que no se les encontrd una funcion, se
procedié a comprar su secuencia de aminoacidos con genes conocidos, obteniendo una
similitud con genes nif y genes relacionados con AIA. Esta comparacion nos arrojo 116
proteinas relacionadas con genes nif, lo que tiene correlacion con Zhimin et al. (29), quienes
al realizar un analisis metagendmico revelaron que 742 secuencias en una comunidad
microbiana de drenaje acido de minas se identificaron como genes nif, incluidos los genes de
subunidades estructurales nifH , nifD, nifK, el analisis comparativo del genoma indico que

estos genes nif son muy similares a los de Herbaspirillum seropedicae.
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8. CONCLUSIONES

- El tratamiento de plantulas de tomate con P. extremaustralis CMPUJU 515 generd aumento
significativo para los fenotipos de peso seco de la raiz y el tallo en la longitud de la raiz y el
area foliar, ademas este es el primer estudio donde se evalua P. extremaustralis CMPUJU

515 como promotora de crecimiento en plantas de tomate, en Colombia.

- El estudio in silico de las proteinas hipotéticas de P. extremaustralis CMPUJU 515 dio una
vision de su posible funcionalidad en factores asociados a promocién de crecimiento en
plantas, ya que se encontraron 1417 proteinas hipotéticas, de las cuales 116 estan

relacionadas con genes nif y 38 relacionadas con genes AlA.
- Este trabajo aporta un protocolo para contenido de nitrégeno usando espectrofotometria,

que puede ser usado como un fenotipo adicional en pruebas de fijacion de nitrogeno en

plantas.
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ANEXQOS

Anexo 1. Resultados programa ANOVA

- Peso humedo raiz:

Data Surmumary

Samples

1 2 2 E s
M 53 84 74 32
=X 1.1925 1.8485 1.7419 0.4707
Mean 0.018229 0.022006 0.023539 0.014709
= X2 0.043931 0.076595 0.066845 0.029661
Variance 0.000344 0.000433 0.000254 0.0007323
Std.Dew. 0.01856 0.020802 0.018815 0.027082
Std.Err. 0.002338 0.00227 0.002187 0.004788

unweighted-means analysis

AMNOVA Sumimary 4

Source sSS df MS F
Treatment 0.002085 <] 0.000695 1.62
[between groups]

Error 0.105854 249 0.000425

Ss/Bl

Total 0.107939 252

Ss5/8Bl = Subjects or Blocks depending on the design.
Applicable only to correlated-samples ANOWA.

Tukey HSD Test

This test will be performed only if
K=2<br>=and the analysis of variance
wields a<br=significant F-ratio.

M1 = mean of Sample 1
M2 = mean of Sample 2
and so forth.

HSD = the absolute [unsigned]
difference between any two
sample means required for
significance at the designated
level. HSD[.05] for the .05 level;
HSD[.01] for the .01 level.
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Total

253
5.25326
D.020765
0.217031
0.000428
0.020695

0.001201

=]

0.182938

Graph Maker



- Peso seco raiz:

Data Suwmimary

Samples

1 2 3 =l 5
M 63 a4 74 32
=X 0.1768 0.2803 0.3019 0.037
Mean 0.002806 0.003337 0.00408 0.001156
= X2 0.000631 0.001199 0.001856 0.000102
Wariance 0.000002 0.000003 0.000009 0.000002
Std.Dew. 0.001476 0.001781 0.002824 0.001379
Std.Err 0.000186 0.000194 0.00034 0.000244
unweighted-means analysis
ANOWVA Surmimary <+
Source L= df MS F
Treatment 0.000202 E 0.000067 15.47
[between groups]
Error 0.001081 249 0.00000%
Ss/Bl
Total 0.001283 252
Ss/Bl = Subjects or Blocks depending on the design.

Applicable only to correlated-samples ANOWA.

Tukey HSD Test
HSD[.05]=0; HSD[.01]=0

M1 ws M2 P=.01
M1 wvs M3 P<.01
M1 wvs M P=.01
M2 wvs M3 P<.01
M2 ws M4 P<.01
M3 wvs M4 P<.01

- Tallo peso humedo:

Data Surmumanry

Variance
Std. Dew.

Std.Err.

1 =3

] &3 aa
=X 6.2729 10.0704%
Mean 0.02957 o.119&886
= =2 0.76650% 1.515835

O.002281 0.00=717

0.0a47704% 0.06097

O.006018 O.006652

unweighted-means analysis

ANOWVA Swrmiimany =3
Source SS
Treatment o.05897S1

[between groups]

Error 0.71486
Ss/Bl

Total 0.784631
Ss/Bl = Subjects or Blocks depending

M1 = mean of Sample 1
M2 = mean of Sample 2
and so forth.

HSD = the absolute [unsigned]
difference between any two
sample means required for
significance at the designated
level. HSD[.0S5] for the .05 lewel;
HsSD[.01] for the .01 level.

Samples

3 - 5
74 =22
7.eFT7S 2.0952
0. 103275 0.065475
1.011251 0.187218
0.002943 0.001614
0.05425 0.020175
0.006206 O0.007102
df MS F
3 0.02226 2.1
49 0.002871
252

on the design.

aspplicable only to correlated-samples ANOWA.

Tukey HSD Test
HSDI[.05]=0.03; HSD[.011=0.03

ws M2  nonsignificant
ws M2 noensignificant
ws M P=.01
ws M2 noensignificant
ws M P=.01
ws M P<<.01

ML mean of Sample 1
Mz mean of Sample 2
and so forth.

HSD = the absolute [unsigned]
difference between any two
sample means required for
significance at the designated
level. HSD[.0S5] for the .05
HSD[.01] for the .01 level.
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lewel;

Total

253

0.798

002146

Q03787

000005

002256

elejejee

o0o0142

=<.0001

Graph Maker

Total

253
26.116
0.1032225
2.480473
0.00Z114
0.0558

0.002508

=.0001

Graph Maker



- Tallo peso seco

Data Surmiimanry

Samples

1 2 3 4
™ &3 s4 74 =2
=X 0.5996 1.0079 0.7537 0.1621
Mean 0.009517 0.011999 0.01018S 0.005066
= ®KZ 0.006722 0.023157 0.009253 0.001021
Wariance 0.000016 0.000133 0.000022 0.000006
Std.Dew. 0.004046 0.011546 0.004548 0.00254
Std.Err. 0.000S51 0.00126 0.00054 0.0004249

standard weighted-means analysis

AMNOVA Soarirrianys 3

Source ss df Ms
Treatment 0001132 3 0.0002F7F
[between groups]

Error 0.01=2856 249 O0.000056
Sss/Bl

Total 0.014988 252

sSs/Bl = Subjects or Blocks depending on the design.

Applicable anly to correlated-samples ANOWA.

Tukey HSD Test

&.78

Total

253
2.5233
009974

0201549

0

o
0.000059
0.00F77F712
o

000485

0.000206

Sraph Maker

HSD[.05]=0; HSD[.011=0 M1 = mean of Sample 1

M1 ws MZ Pe.0L M2 = mean of Sample 2

M1 ws M3 P=<.01 and so forth.

M1 wvs M4 P<.01

mg ws M3 P<.0l HSD = the absolute [unsigned]
vs M4 P<.01 N

M3 ws M4 Pe.01 difference between any two

- Tamano tallo

Data Summary

sample means required for
significance at the designated
lewvel. HSD[.05] for the .05 level;
HSD[.01] for the .01 level.

Samples

1 2 3 5 Total
™ 63 84 74 32 253
=X 333.2 450.1 389 171.7 1384
Mean 5.2889 5.8345 5.2568 5.2656 5.4704
5 X2 1973.32 2139.07 2268.56 1106.77 84B7.72
Variance 3.4042 3.3683 3.0641 5.9836 3.6379
Std.Dewv. 1.8451 1.8353 1.7505 z.4461 1.9073
Std.Err 0.2325 0.2002 0.2035 0.4324 0.1199
unweighted-means analysis
ANOVA Surmimary 4
Source sSS df MS F P
Treatment 16.9418 3 5.6473 1.56 0.19965645
[between groups]
Error 899.8059 249 3.6137
Ss/Bl Craph Maker
Total 916.7477 252

Ss/Bl = Subjects or Blocks depending on the design.
Lspplicable only to correlated-samples ANOWA.
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Tukey HSD Test

This test will be performed only if
K=2<br=and the analysis of variance
yields a<br=significant F-ratio.

- Tamano raiz

Data Swmnmary

1 z
™ 52 84
=X sog. 2 250.6
Mean o.5111 10.1262
= X2 6o83.62 10108.249
Variance 20.7187 12.0109
Std.Dew. 4.5518 4.2439
Std.Err. 0.5735 0.453

unweighted-means analysis

AMNOWVA Surrumiary <4
Source sSS
Treatment 512.056
[betwean groups]

Error 4917.9482
Ss/B81

Total 5431.0042
Ss/Bl = Subjects or Blocks depending

M1 = mean of Sample 1
M2 = mean of Sample 2
and so forth.

HSD = the absolute [unsigned]
difference between any two
sample means required for
significance at the designated
level. HSD[.05] for the .05 level;
HSD[.01] for the .01 level.

Samples

3 = 5
T4 =2
F4a4=2.8 182.6
10.0514 5. 7083
29166.1 1490.549
22.14949 14. 4703
4.81149 2.8049
0.55932 0.6725
df MS F
3 171.0187 2.00
249 19.7508
252

orn the design.

Applicable only to correlated-samples ANOWA.

Tukey HSD Test
HSD[.05]=2.19; HSD[.01]=2.67F

M1
M1
M1
=
=
M3

vws M2 nonsignificant
ws M2 nonsignificant
ws MG P=.01
wvs M3 nonsignificant
wvs M4 P=.01
wve Mg P=.01

M1 = mean of Sample 1
M2 = mean of Sample 2
and so forth.

HSD = the absolute [unsigned]
difference between any two
sample means required for
significance at the designated
level. HSD[.05] for the .05 level;
HSD[.01] for the .01 level.
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Total
2532
2276.2
2.2921
27748.5
21.5516
4.6494249

0.2919

=.0001

Graph Maker



- Area foliar

Data Summary

Samples

1 2z = 4 s Total
N 63 84 Fa 32 253
=X 56.53 95.713 75.148 S.056 226.447
Mean 0.897202 1.1=2944 1.015514 0.282 0.924573
5 X2 63.440218  179.236179 £89.632554 s.065218 337.474369
Variance 0.205095 0.84671 0.1824490 0.080725 0.4622901
Std.Dew. 0.452874 0.920168 0.42714 0.284121 0.67992
Std.Err. 0.057057 0.100299 0.049654 0.050226 0.042746

unweighted-means analysis

AMNOVA Surmimiary =+

Source ss df MS F P
Treatment 17.682271 3 5.894457 14.85 =.0001
[between groups]

Error 98.813986 249 D.396843

Ss/Bl Craph Maker
Total 116.497358 252

Ss/Bl = Subjects or Blocks depending on the design.

Applicable only to correlated-samples ANOWA.

Tukey HSD Test

HSD[.05]=0.31; HSD[.01]=0.38 M1 = mean OESamp:e 1
M1 wvs M2 nonsignificant Mzd_ mfeanho sample 2
M1 vs M3 nonsignificant and so forth.

M1 ws M4 P<.01

M2 vs M3 nonsignificant _ .
M2 v M4 P<.01 HSD = the absolute [unsigned]

M3 vs M4 P<.01 difference between any two
sample means required for
significance at the designated
level. HSD[.05] for the .05 level;
HSDI[.01] for the .01 level.
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Anexo 2. Prediccion de proteinas hipotéticas relacionadas con fijacion de nitrogeno y
produccion de AIA

Fijacion de nitrégeno
QC016158.1 proteina de fijacion de nitrdgeno NifO [Azospirillum brasilense]
MTEVIFYGLSGCTANAKQKLQLQAAGHTLVERDLAAEPLTAETLRPFFEDRPVED

WFNRRAAAVKTGAVKPDELDEESALAALLADRDLIRRPLLQVGADRKAGFDPNTL
HAWIGLTASGESCDDKHSRGVCDHGHHHFPKQG

Numero | Numero de acceso | Cobertura | Identidad | Valor E
1 SQF97605.1 63% 77,78% 0,061
2 PIF52108.1 80% 33,33% 0,026
3 PIF52109.1 2% 41,18% 1,2
4 OHC35619.1 41% 47,62% 0,026
5 OHC3563.1 42% 58,33% 0,041
6 OHC35705.1 97% 40,00% 0,38
7 OHC35727.1 40% 50,00% 0,77
8 PIF51806.1 62% 33,33% 0,19
9 OHC35739.1 46% 37,50% 0,11
10 OHC34090.1 51% 31,82% 0,095
11 AXQ48977.1 42% 33,33% 0,049
12 OHC30316.1 50% 39,39% 0,046
13 OHC30324.1 41% 50,00% 1
14 OHC32439.1 65% 44,44% 11
15 WP 081280546.1 57% 33,33% 0,24
16 CQJ65440.1 43% 31,58% 0,23
17 AMWG64522.1 48% 36,36% 1,2
18 AMWG64528.1 51% 37,93% 0,004
19 OHC32430.1 59% 31,82% 0,51
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20 SQG009911.1 54% 35,49% 0,04
21 SQF99055.1 60% 71,43% 0,092
22 SQF97455.1 50% 36,84% 0,063
23 YP 007348926.1 40% 44,44% 1,8

24 KAK52560.1 92% 32,00% 0,99

CAA35868.1 nifH [Azospirillum brasilense]

MSLRQIAFYGKGGIGKSTTSQNTLAALVELDQKILIVGCDPKADSTRLILHAKAQDT
VLHLAAEAGSVEDLELEDVLKIGYKGIKCVESGGPEPGVGCAGRGVITSINFLEENG
AYDDVDYVSYDVLGDVVCGGFAMPIRENKAQEIYIVMSGEMMALYAANNIAKGI
LKYAHSGGVRLGGLICNERQTDKEIDLASALAARLGTQLIHFVPRDNIVQHAELRR
MTVIEYAPDSQQAQEYRQLANKVHANKGKGTIPTPITMEELEEMLMDFGIMKSEE
QQLAELQAKEAAKA

Numero | Numero de acceso | Cobertura | Identidad | Valor E

1 OHC3563.1 41% 71,43% 1,9
2 OHC35694.1 40% 66,67% 1,6
3 OHC30324.1 44% 34,62% 0,13
4 OHC32439.1 41% 38,10% 0,39
5 OHC32430.1 47% 46,15% | 0,078
6 RZA25795.1 47% 42,86% 1,2
7 YP 00734891.7 45% 32,00% 1,2
8 YP 007348926.1 40% 42,86% 0,96

RIW05713.1 proteina de biosintesis de cofactor de nitrogenasa NifB [Azospirillum

brasilense]

MANVISLDSILGVGELKAAAEAPPTAAASGCASSSCGSSDGPADMAPEVWEKVKN
HPCYSEEAHHYFARMHVAVAPACNIQCNYCNRKYDCSNESRPGVVSEKLTPDQAL
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RKIMAVAKEIPQLSVIGIAGPGDSLAAGGKNTFKTFEMLAKKAPDLKLCLSTNGLA
LPDHVDTIANYNIDHVTITINMVDPEVGQHIYPWIFHDHKRWTGLDAAKILHERQM
LGLEMLTSRGILVKVNSVMIPGINDEHLMDVNKAVKSRGAFLHNIMPLISDPAHGT
HFGLTGQRGPTAQELKVLQDQCEGGAKLMRHCRQCRADAVGLLGEDRGSEFTID
QIEAMGEVEYDQEAARTYREHVEGERAGRHAAKAAAQADVAETVGTEVQPILIA
VATKGGERINEHFGHAKEFQIYEVGPKGAKFVGHRRVDQYCEGGSGDEDALGGV
LSAINDCTAVFVAKIGGCPSQNLKDAGIEPVDRFAFEYIEESALTYFKDYAERLGQG
AINAREGQDAVIRTGAFTARRA

Numero de )
Numero Cobertura | Identidad | Valor E
acceso
1 PIF52109.1 47% 35,00% 0,36
2 SQF99569.1 41% 50,00% 0,031
3 AMW64529.1 48% 32,00% 0,28

PNQ95008.1 proteina de fijacion de nitrogeno NifQ [Azospirillum brasilense]

MIADIADPAVFSLHPPANALDGVPDGPALDRLLFSRIVGLAAQHPGGVTASLGLAR
EALAELIRRHAAGFAHLLPTLPDGSGEDAIEEEDLRAFLLDHRAAGMVEEEWLAAI
VARRTLGPNHLWQDMGFANRRELNAMFRRHFPSLVALNSGDMKWKKFFYRQLC
EREGLMLCKSPNCEVCDDFSACFSAEDGDPLSALARVARGEGA

Numero Numero de Cobertura | Identidad | Valor E
acceso
1 OHC35557.1 41% 66,67% 0,41
2 PIF52108.1 65% 34,15% 0,13
3 PIF52109.1 40% 38.89% 0,37
4 OHC35759.1 58% 40,00% 0,23
5 OCH35681.1 66% 34,09% 0,3
6 OHC35694.1 76% 36,36% 0,026
7 OHC35705.1 58% 34,62% 0,12
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8 OHC35727.1 35% 54,55% 0,085

9 OHC30316.1 43% 46,67% 0,93
10 OHC30324.1 63% 36,35% 0,28
11 PIF52072.1 59% 54,55% 0,39
12 OHC32439.1 86% 34,62% 0,24
13 OHC32430.1 55% 39,39% 0,24

14 WP 012109958.1 62% 31,25% 0,93
15 WP 121553854.1 41% 34,78% 1,1

16 YP 007348926.1 40% 83,33% 0,74
17 AUS00314.1 59% 36,36% 0,011

RIW05745.1 proteina de fijacion de nitrogeno NifZ [Azospirillum brasilense]

MSDAVTEAKKPGFIPPREPLYDWGLAVTAAVDLHNDGSHPNAEDGALLAPKGTPG
IIVRIGHAEGTQIPVYLVEFPAGVVVGCLEEEITPADGRRRGVPGVMD

Numero Numero de Cobertura | Identidad | Valor E
acceso
1 OHC35557.1 46% 33,33% 1,5
2 WP_126870679.1 | 50% 33,33% 1,1
3 OHC3563.1 42% 62,50% 0,68
4 OCH35681.1 59% 47,06% 0,076
5 SQF99569.1 52% 32,00% 0,13
6 OHC35694.1 46% 50,00% 1,2
7 OHC35719.1 50% 35,29% 0,51
8 OHC35727.1 74% 66,67% 0,18
9 OHC30316.1 51% 50,00% 0,074
10 OHC30324.1 73% 46,67% 0,49
11 OHC32439.1 52% 36,84% 0,42
12 AMW64516.1 44% 41,67% 1,1
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13 OHC32430.1 60% 31,58% 0,5
14 SQG009911.1 77% 33,33% 2,1
15 SQF99055.1 48% 41,67% 0,11
16 WP 047906652.1 75% 35,29% 0,29
17 YP 00734891.7 66% 33,33% 3,2
18 YP 007348926.1 61% 31,03% 0,2
19 AUS00314.1 55% 50,00% 0,6

AAK51496.1 NifE [Azospirillum brasilense]

MLQEKLQDVFNEPGCSTNQAKSEKERKKGCSKALKPGAAAGGCAYDGAMIALQP
IADAAHLVHGPIACLGNSWDNRGTKSSGSQLYRTGFTTDMSELDIIHGGEKKLYKA
IKEIVQQYDPPAVFVYQTCVPAMIGDDIEAVCKFAAKKLGKPVIPVMAPGFVGSKN
LGNKLAGETLLDTSSARWSPEVTTPTDICIVGEYNLAGELWLVKPLLDEIGIRILSCI
SGDGRYNEMAQAHRARLTMVVCSQALVNVGRKMQERWGIPYFEGSFYGVSDMS
DTLRTMARMLVERGADKAIIDRTEGVIAREESRVWRRLEPYKPRFDGKRVLLFTG
GVKSWSMVTALEGAGLTIVGTSTKKSTKEDKERIKKMKGEEFHQWDDLKPRDIYK
MLRDSEADIMMSGGRSQFIALKAKVPWLDLNQERHTPYAGYDGIVNLCEEIDKTL

SNPIWRQVRLAAPWDMKPDAKPDARPVGA

Numero Numero de Cobertura | Identidad | Valor E
acceso

1 OHC35557.1 41% 37,50% 0,79
2 OHC35705.1 47% 53,85% 0,48
3 OHC30316.1 46% 35,00% 1

4 WP 012701539.1 40% 63,64% 0,27
5 OHC30324.1 46% 34,78% 0,96
6 AMW64505.1 42% 33,33% 0,29
7 SSU23907.1 57% 44,44% 0,61
8 KAK52560.1 45% 30,30% 0,059
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9 OHC32051.1 56% 33,33% 0,067
10 OHC33851.1 41% 40,00% 0,36
11 WP 131188577.1 43% 37,50% 0,37

AAK51497.1 NifN [Azospirillum brasilense]

MGTIQRFPHSAKAAATNPLKMSQPLGAALAFLGVDRCMPLFHGSQGCTAFGLVLL
VRHFREAIPLQTTAMDQVSTILGGYENLEQAVRTIHERNAPALIGVATTGVTETKG
EDMAGQYSLFRQRNPALAGLKLVFANTPDFSGGFEDGFSAAVTGIVEEVVQPSETT
VKGQINVLAGCHLSPGDVEELRDIIESFGLSPIFLPDLSLSMSGRQPDDFTATSLGGV
TVEQIASMGASELTLVVGEHMRVAAAALELKTDVRSVFFDRLTGLEASDRLVRTL
SELSGRPVPAKLRRQRETLVDGMLDGHFFYSRKRIAVALEPDLLYAVTSFLADMG
AEVIAAVSPTQTAVLEKLKAATVMVGDHSDVETLARDADLIVSNSHGRQGAARIG
VPLHRMGLPMFDRLGAGLKVHVGYRGTRELLFEIGNLFLSREMDHDEHGHAHGH

PHGDGHEHGQHCGSGSCGCSAG

Numero Numero de Cobertura | Identidad | Valor E
acceso

1 PIF52109.1 45% 38,46% 0,27
2 OHC35759.1 46% 63,64% 1.3

3 OHC35719.1 41% 42,86% 0,65
4 PIF52072.1 40% 40,00% 0,64
5 OHC32439.1 41% 32,14% | 0,025
6 SSU23907.1 57% 44,44% 0,61
7 KAK52560.1 41% 32,35% 0,53
8 YP 002128495.1 45% 35,14% | 0,060
9 SPY38514.1 44% 30,91% | 0,099
10 OHC34905.1 62% 43,75% | 0,016
11 CIM49694.1 42% 63,64% 0,91
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AAK51498.1 NifX [Azospirillum brasilense]

MRMQRRLSVVGQAEEGRPRKGGSMKVAFCTQDMQQHVDAHFGWAKNIVVYEV
DKAGYTMVETCQFGGSMFEDGNEDKLIPKLDALADCAIVYLSAIGASAAARVVAK
KIHPVKVEATETITALLDRLVETINGNPPPWLRKALNAGQPQELAFDEED

Numero Numero de acceso | Cobertura| Identidad | Valor E
1 OHC35557.1 70% 41,18% 0,23
2 SQF99163.1 42% 58,33% 0,051
3 OCH35681.1 40% 54,55% 0,44
4 OHC35694.1 80% 47,62% 0,018
5 OHC35705.1 50% 33,33% 1,9
6 RUQ46341.1 49% 34,38% 0,049
7 OHC35719.1 34% 50,00% 0,27
8 OHC35727.1 A47% 30,30% 0,46
9 OHC35744.1 42% 33,33% 0,75
10 SQF97556.1 59% 66,67% 1,1
11 OHC32439.1 75% 55,56% 0,16
12 AMWG64522.1 79% 57,14% 0,22
13 SQF99055.1 56% 35,29% 0,048
14 YP 00734891.7 43% 50,00% 1
15 AUR87880.1 58% 44,44% 0,96
16 YP 008869253.1 54% 42,86% 1,2
17 WP 053937255.1 59% 46,67% 0,058
18 OHC31946.1 42% 33,33% 1,1
19 CIM49694.1 80% 31,71% 0,4
20 OHC31877.1 71% 33,33% 0,024
21 OHC33851.1 47% 33,33% 0,52
22 PIF52458.1 59% 33,33% 0,3
23 WP 131188577.1 66% 42,86% 0,47
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Acido indol acético

AKE79069.1 indole pyruvate decarboxylase [Azospirillum brasilense]

MKLAEALLRALKDRGAQAMFGIPGDFALPFFKVAEETQILPLHTLSHEPAVGFAAD
AAARYSSTLGVAAVTYGAGAFNMVNAVAGAYAEKSPVVVISGAPGTTEGNAGLL
LHHQGRTLDTQFQVFKEITVAQARLDDPAKAPAEIARVLGAARALSRPVYLEIPRN

MVNAEVEPVGDDPAWPVDRDALAACADEVLATMRSATSPVLMVCVEVRRYGLE

AKVAELAQRLGVPVVTTFMGRGLLADAPTPPLGTYIGVAGDAEITRLVEESDGLFL
LGAILSDTNFAVSQRKIDLRKTIHAFDRAVTLGYHTYADIPLDGLVDALLERLPPSD

RTTRGKEPHAYPTGLQADGEPIAPMDIARAVNDRVRAGQEPLLIAADMGDCLFTA

MDMIDAGLMAPGYYAGMGFGVPAGIGAQCVSGGKRILTVVGDGAFQMTGWELG

NCRRLGIDPIVILFNNASWEMLRTFQPESAFNDLDDWRFAEMAAGMGGDGVRVRT
RAELKAALDKAFATRGRFQLIEAMIPRGVLSDTLARFVQGQKRLHAAPRE

OHC338443.1 48% 42,86% 2,5
WP 131188577.1 41% 31,11% 0,96

Numero Numero de Cobertura | Identidad | Valor E
acceso

1 PIF52109.1 49% 44.83% | 0,049
2 OHC30324.1 45% 38,71% 0,39
3 OHC32439.1 43% 40,62% | 0,095
4 SQG009911.1 51% 44,44% 0,26
5 OHC31946.1 43% 42,11% 0,33
6 CJIM49694.1 50% 34,15% | 0,034
7 OHC31877.1 60% 30,00% | 0,044
8

9

AEB97257.1 HisC1 [Azospirillum brasilense]

MELLSPRPGIGQIKPYRPARPPEDGAAWVDLSLTVNPLGPGKKALTAYRHMAAQI
HRYPDWSQDRLRHAIARRYDLDAGHITCANGSDEMIHLVTQAFAGPGDEVLCHEH
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GYRGFMKAIRAAGATPVIAAERDLVVDVEAMIDRANERTKLCFLANPNNPTGTYIP
SEMVLRLRAGLPSHTLLVLDSAYADYCRRDNYSDGTAIVENSDNVLMVRTFSKLH
GLAGLRVGWAYGPAGVIEAVNQTRGPFNVGIAAQAAAEAAVGDTEHEEATFAHN
SAWLPWLSHELEQLGVRVYPSVCNFILARIPTDPSLGVQAVLDHLARRGILVKPTL
DYGLADCLRITVGREDENRALVAALGEILS

Numero Numero de Cobertura | Identidad | Valor E
acceso
1 OHC35759.1 54% 34,62% 0,19
2 OHC35727.1 53% 63,64% | 0,031
3 OHC32439.1 40% 33,33% 1,2
4 CQJ65440.1 43% 33,33% 0,21
5 AMW64522.1 48% 50,00% 0,87
6 AXQ48582.1 41% 37,14% | 0,055
7 YP 002128495.1 51% 33,33% 0,77
8 SPY38514.1 65% 31,03% | 0,074
9 CJIM49694.1 47% 33,33% 0,5
10 OHC32156.1 40% 41,67% 1,2
11 OHC338443.1 61% 66,67% 1,2
12 WP 131188577.1 61% 40,00% 0,13

AKE79094.1 histidinol phosphate aminotransferase 2 [Azospirillum brasilense]

MTQPNNGPAPRPGILDIAPYVGGEHAGHIRLASNEGALGPSPRAVEAYKAAAGELH
RYPDGGSAKLRKAIAERFGLDADRVVCGAGSDELIALLIRAYAGPGDEVLYSQHGF
LMYPIGAKSVGATPVQAPETNLTTDVDSLLAHVTPRTRLVFVANPNNPTGTYITAD
EMARLHAGLPENAILVIDAAYAEYMNHNDYSAGQELVDRFPNVVMTRTFSKIFAL
GSVRLGWAYCPAGIADVLNRVRGPFNVSSAAQIAGVAALEDTEFLERSHSHNIEW
REWFVEQVHGLGLKTHPSVTNFVLVDFAGQTPGKDDAEAARLFLKGRGILVRQM
PAYGLPSCLRVTIGTEAEMREVVQALKDFLAA
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Numero de

Numero Cobertura | Identidad | Valor E
acceso

1 OHC3563.1 40% 35,29% 0,23
2 OHC32439.1 59% 35,00% | 0,014
3 AMWG64505.1 44% 34,69% | 0,098
4 AMWG64528.1 44% 50,00% 0,18
5 OHC32430.1 48% 40,00% 0,5

6 WP 092398957.1 41% 62,50% 0,53
7 AQX48504.1 46% 33,33% 0,65
8 SQF99055.1 42% 71,43% 1,3

9 PKU27657.1 46% 36,36% 0,81
10 YP 00734891.7 46% 36,84% 0,17
11 YP 002128495.1 42% 36,36% 0,14
12 SPY38514.1 75% 34,62% | 0,051
13 WP 127839327.1 50% 30,99% | 0,024
14 CIM49694.1 56% 35,29% 0,74
15 OHC32182.1 53% 35,00% 0,64
16 PIF52458.1 45% 40,00% 0,27
17 OHC338443.1 56% 54,55% 0,65
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Anexo 3. Cuantificacion de nitrogeno en tejido foliar

Como aporte adicional al trabajo se participd en una capacitacion dirigida a determinar el
contenido de nitrégeno en plantas, con la perspectiva de que pueda usarse en trabajos futuros.
Como fruto de este proceso se contribuye al laboratorio con un protocolo para determinacion

de nitrogeno por medio de espectrofotometria, que se relaciona a continuacion:

El nitrégeno es vital importancia para el 6ptimo desarrollo de plantas, es por esto que se ha
buscado un método que permita determinar la concentracion de nitrégeno en las plantas, ya
que esta determinacion daria una vision general del estado de una planta y ademas de los
requerimientos para su Optimo crecimiento y produccion. Existen diversos métodos para
realizar la extraccion de nitrogeno, uno de ellos es el método Kjeldahl el cual consiste en
cuatro etapas principales, la primera es la digestion que se da a una temperatura de 400°C, en
este paso el nitrdgeno organico se convierte en NH4, en la segunda etapa “destilacion” el NHs
es destilado y trasladado a un frasco receptor en donde se realizara la tercera etapa, la cual
consiste la valoracion de nitrogeno (49). Por otra parte se encontr6 un método de colorimetria
en el que no se necesita un destilador, en este método es necesario el uso de un

espectrofotometro, se basa en la reaccion de Berthelot en el que se usa derivados del fenol.

PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE NITROGENO EN TEJIDO FOLIAR

1. Seleccionar las hojas para realizar la prueba.

2. Secar las hojas a 40°C por 3 dias, al finalizar el secado se tamiza, ya que de esta
manera aseguramos que la muestra sea homogeénea.

3. Pesar 0,300gr de la muestra seca y tamizada, en un tubo de 75ml.

4. Adicionar 2,5ml de la mezcla de digestion y agitar bien hasta que la muestra quede

bien mezclada, preferiblemente en vortex con la sustancia de digestion.

5. Dejar esta mezcla de un dia para otro, para que se realice de manera adecuada pre
digestion.
6. Calentar esta mezcla a 100°C por 150 minutos, posterior a esto esperar a que se enfrié.
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7. Agregar de manera cuidadosa y lentamente 4 ml de peréxido de hidrogeno 30%,
agregar en porciones de 1 ml (agitar), 1 ml (agitar) y 2 ml (agitar), las agitaciones se deben
realizar de forma suave.

8. Calentar esta mezcla a 330°C durante 150 minutos, al terminar debe quedar una
mezcla translucida, en caso de que quede de color amarillo se debe agregar 1ml.

9. Agregar 5ml de agua hasta completar 7,5 ml, agitar y dejar reposar durante 30
minutos.

10.  Taponar y poner en agitacion por 20 minutos, si aparece un anillo, debemos agitar
para que se rompa el anillo.

11. Filtrar la muestra.

Preparacion mezcla de digestion:

Realizar todo este procedimiento en la camara de extraccion, esta solucion solo es estable
por 48 horas.

1. Pesar en papel mantequilla 1,05 g de Se (selenio).

2. En un Erlenmeyer de vidrio dispensar 300 ml de acido sulfarico y agregar Se pesado
anteriormente.

3. Calentar a maxima temperatura en la plancha hasta que se disuelva completamente el
Se. El color negro inicial cambia a azul, posteriormente cambia a un color amarillo claro o
incoloro. Esperar a que esta solucion se enfrié completamente.

Pesar 21,60 g de acido salicilico y agregarlo a la solucidn, disolver con agitacion magnética,

durante este proceso cambia de color violeta hasta llegar a un amarillo claro.
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