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RESUMEN

En este trabajo se aislaron 33 rizobacterias en los medios especificos ASHBY,
NFB y JMV, a partir de suelo de Bosque Altoandino de Usme, con el fin de
evaluar su capacidad fijadora de nitr6geno y su aporte al crecimiento de especies
vegetales nativas de este ecosistema. Se caracterizaron morfolégicamente y se
determind la produccion de Acido Indol Acético (AIA) y amonio, mediante el

meétodo de Salkowski y el método colorimétrico de Berthelot, respectivamente.

Todas las rizobacterias aisladas evidenciaron produccion de AIA entre 3.37 y
11.87 ug/mL y de amonio entre 0,37 y 7,99 ug/mL. Se seleccionaron las 5
rizobacterias con mayor actividad, se usaron en la produccion de bioindculos y
se identificaron como Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Enterobacter

cloacae, Enterobacter sakazakii y Klebsiella oxytoca.

Los bioin6culos simples se aplicaron a plantulas de las especies vegetales
nativas Escallonia paniculata y Vallea stipularis, para establecer su efecto en la
promocion del crecimiento vegetal, mediante el analisis de los parametros de
altura, nimero de hojas y grosor. Para la primera especie se encontré que la
diferencia en el crecimiento de las plantas inoculadas frente a las plantas control
fue estadisticamente significativa al dia 90 (P= 0,001), siendo Enterobacter
sakazakii y Klebsiella oxytoca las mas efectivas. Para Vallea stipularis durante el
tiempo de seguimiento se observaron diferencias frente a los controles, pero
estas no fueron estadisticamente significativas (P=0,65). Por lo cual se pudo
concluir que el crecimiento de plantas usadas en restauracion ecoldgica puede

ser apoyado con el uso de rizobacterias fijadoras de nitrégeno.

Palabras clave: Rizobacterias, restauracion ecoldgica, enzima nitrogenasa,

Acido Indol Acético.



1. INTRODUCCION

El Bosque Altoandino esta ubicado en las zonas mas frias del pais entre los 2900
y los 3800 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.). Posee una gran variedad de
fauna y flora, muy importante en la diversidad biolégica que caracteriza nuestro
pais; su elevada altura es fundamental para la conservacion de muchas especies
de plantas y animales, que se desarrollan de forma O&ptima en estas

condiciones y por ende no se encuentran en ningun otro lugar.

A pesar de que brinda importantes servicios ambientales como refugio de
biodiversidad y proteccién de cuencas hidrograficas, éste se ve cada vez mas
afectado por actividades humanas que buscan sacar el mayor provecho de los
recursos naturales que alli se encuentran. Dichas actividades incluyen practicas
agropecuarias inapropiadas, pastoreo extensivo de ganado vacuno y ovino,
guemas periddicas y extraccion selectiva de plantas lefiosas para ser usadas
como materias primas maderables. De ahi que, actualmente en Colombia
perduran menos del 5% de los Bosques Altoandinos y el area de aquellos que
aun perduran, ha perdido mas del 70% de su cobertura original; generando
numerosos efectos negativos como la alteracion de la diversidad de faunay flora,
el deterioro de los suelos, el agotamiento del recurso hidrico y la disminucién de
la microbiota, que es bastante importante en el mantenimiento del equilibrio de

los ecosistemas.

Particularmente, las bacterias rizosféricas aportan al crecimiento de las plantas
mediante procesos como fijacion de nitrégeno y sintesis de fitohormonas. Estas
rizobacterias generalmente presentan inactividad en suelos deteriorados. Sin
embargo, al ser recuperadas de manera adecuada en sus ambientes nativos es
posible potenciar su actividad metabdlica; afirmacion usada como base para el
planteamiento de este trabajo, en el que se implementé una estrategia de
restauracion ecoldgica asistida, que consistio en el aislamiento de rizobacterias
fijadoras de nitrégeno con potencial productor de Acido Indol Acético a partir del
entorno a intervenir, para aprovechar sus capacidades metabdlicas en el

crecimiento de las especies vegetales a usar en el proceso de restauracion.
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Teniendo en cuenta que muchos de los esfuerzos por recuperar los escenarios
deteriorados se ven frustrados por problemas de adaptacion de las especies
nativas en los ecosistemas, se espera que mediante este estudio se puedan
generar alternativas que favorezcan y faciliten la implementacién de proyectos

de restauracion ecoldgica de diferentes ecosistemas.

14



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad fijadora de nitrdgeno de rizobacterias nativas de Bosque
Altoandino de Usme, como aporte al crecimiento de especies vegetales nativas
a usar en un proceso de restauracion ecolégica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar las rizobacterias con capacidad fijadora de nitrégeno nativas de

Bosque Altoandino de Usme.

Seleccionar las rizobacterias a usar en el proceso de restauracion ecoldgica de
acuerdo a su potencial de fijacion del nitrégeno in vitro.

Establecer el aporte de las bacterias seleccionadas en el crecimiento de las

especies vegetales nativas de Bosque Altoandino de Usme a escala de vivero.

15



3. ANTECEDENTES

La literatura presenta gran cantidad de estudios acerca de bacterias fijadoras de
nitrégeno y su aporte al crecimiento vegetal. Los trabajos publicados hacen
referencia en su mayoria, al uso de estos microorganismos en suelos agricolas
y tan solo algunos estudian el area forestal. No obstante, todos abordan técnicas
que permiten el aislamiento e identificacibn de estos microorganismos, la
posterior medicion y cuantificacion de hormonas y enzimas involucradas, tanto
en el proceso de fijacién de nitrdgeno como en la promocién del crecimiento
vegetal. A continuacion se presentan los estudios relevantes en cuanto a
bacterias fijadoras de nitrdgeno y su inoculacion en especies vegetales,

siguiendo un orden tematico y no cronoldgico.

Shrimant B. (2012), en su revision sobre microorganismos fijadores de nitrégeno,
realiza una recopilacion sobre los aspectos mas importantes en la fijacion
biolégica del nitrégeno. Los temas tratados por este autor son, la importancia del
nitrégeno en forma disponible para la captacién por parte de la planta, los
microorganismos capaces de realizar este proceso, el mecanismo por el cual
logran hacerlo, y las diferentes ubicaciones que pueden tener dentro del
ecosistema. Llama la atencion la descripcion que hace de algunos de los géneros
mas importantes reconocidos como fijadores de nitrégeno asimbiéticos, como
Azotobacter sp. y Azospirillum sp., y sus efectos sobre el crecimiento de la
planta. Adicionalmente, hace énfasis no solo en los beneficios de este proceso
para la planta, sino también para la estabilidad de la actividad biolégica del suelo
y en general del ecosistema. Finalmente, concluye constatando la importancia
del uso de estos microorganismos como biofertilizantes, ya que estos, a
diferencia de los fertilizantes quimicos, enriquecen el suelo y son respetuosos

con el medio ambiente. (1)

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno al ser usadas en la regeneracion artificial de
bosques, incrementan el desarrollo de plantulas de diferentes especies. En este
sentido, Orozco y Martinez (2009), determinaron el efecto de microorganismos
fijadores de nitrégeno asimbioticos, sobre las variables vegetales: altura, nimero
de hojas, biomasa aérea, biomasa radicular y contenido de nitrégeno del suelo y

foliar en la especie forestal, Pinus patula. El estudio fue realizado en invernadero
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usando un indculo conformado por bacterias fijadoras libres de nitrdgeno,
aisladas de la rizésfera de P. patula e identificadas sugerentemente por pruebas
bioquimicas como Azotobacter chroococcum, Bacillus macerans, Enterobacter
agglomerans y Pseudomonas sp. Los resultados mostraron mayor captacion de
nitrégeno en las plantas inoculadas, obteniendo A. chroococcum los mejores
promedios en casi todas las variables vegetales. También evaluaron la actividad
de la enzima nitrogenasa mediante la reduccion de acetileno, midiendo la
produccion de etileno por cromatografia de gases, en la cual Bacillus macerans,
E. agglomerans y A. chroococcum presentaron la mayor actividad a las tres

horas de incubacién con acetileno. (2)

De manera semejante, Martinez y Garcia (2010), aislaron una cantidad
considerable de bacterias diazotroficas y solubilizadoras de fésforo, de la
rizosfera de dos especies forestales nativas de Bosque Altoandino: Weinmannia
tomentosa y Escallonia myrtilloides, caracterizadas por presentar dificultad para
su establecimiento, y en general para su crecimiento. Las bacterias aisladas se
agruparon en consorcios de acuerdo a sus propiedades y se inocularon en las
plantas a tratar, en las cuales observaron un aumento significativo en el
crecimiento longitudinal frente a las plantas no inoculadas, generando una idea
del potencial de estos microorganismos en la promocion del crecimiento vegetal
y por tanto, de su uso como materia prima para la produccion de posibles
biofertilizantes. Ademas, generaron una vision sobre el papel de las bacterias
diazotréficas en la rehabilitacion y sustentabilidad de suelos forestales
degradados y la importancia de crear nuevos conocimientos sobre

microorganismos promotores de crecimiento vegetal en especies forestales. (3)

Por su parte Moreno y colaboradores (2013), aislaron 32 cepas nativas de
bacterias diaz6trofas de muestras de suelos rizosféricos correspondientes a
cultivos de pastos (Cynodon dactylon), café (Coffea), cafia de azlcar
(Saccharum officinarum), maiz (Zea mays) y frutales, en los medios Winogradsky
y Ashby. Los microorganismos fueron identificados bioquimicamente con el
sistema BBL Crystal encontrando en su mayoria Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Stenotrophomonas maltophilia, Enterobacter
sakazakii, Enterobacter  cloacae, Burkholderia  cepacia, Pseudomonas

fluorescens y Serratia fonticula. Adicionalmente realizaron identificacion
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molecular por PCR donde se pudo observar que en algunos de los casos la
caracterizacion bioquimica no coincidia con los hallazgos de la PCR. Finalmente
evaluaron el efecto biofertilizante de los aislados sobre plantas de maiz donde
se pudo observar que los mejores resultados en el aumento del diametro del tallo

y la longitud de las hojas y los tallos eran producidos por S. maltophilia. (4)

Mantilla y colaboradores (2009), realizaron el aislamiento primario de
microorganismos fijadores de nitrogeno, en medios libres de este elemento, de
suelos con tres coberturas vegetales diferentes: pastizal, bosque y chagra, en
diferentes paisajes del sur de la Amazonia colombiana. Resaltaron que aunque
hay una gran variedad de bacterias fijadoras de nitrégeno aisladas de la
rizosfera de varios cultivos, existe un interés creciente en buscar nuevas cepas
con cualidades especiales, que actuen eficientemente en suelos degradados. En
el estudio obtuvieron un mayor recuento de bacterias en la cobertura de pastizal,
seguida de la de bosque, sin embargo, las variedades morfolégicas eran mas
notables en la muestra de bosque, lo cual implic6 un mayor numero de
aislamientos primarios en ésta, que posteriormente fueron evaluados mediante
el ensayo de reduccion de acetileno. Adicionalmente, relacionaron la informacién
encontrada sobre el nUmero y tipo de microorganismos con la distribucién de los
mismos en los diferentes sitios muestreados y las variables fisicoquimicas del

suelo. (5)

Avellaneda y Torres (2015) lograron realizar una caracterizacién bacteriana de
suelo de diferentes usos, dividiendo los microorganismos encontrados en los
grupos funcionales: fijadores de nitrégeno, solubilizadores de fosforo vy
celuliticos. El estudio fue realizado en la vereda El Bosque del Parque Nacional
Natural de Los Nevados, Colombia, la cual presenta paramos y bosques
Altoandinos asociados a la cuenca alta del rio Otun. Las muestras analizadas
fueron recolectadas de tres suelos (cultivo de papa, ganaderia y paramo), en los
cuales hallaron microorganismos de los tres grupos funcionales. Dentro de los
microorganismos fijadores de nitrogeno, los géneros mas encontrados fueron

Pseudomonas sp., Bacillus sp., Enterobacter sp. y Burkholderia sp. (6)

Arguello y colaboradores (2016) en su investigacién cuantificaron bacterias

diazotrofas mediante la técnica del NUumero Mas Probable y compararon

fisicoquimicamente suelos rizosféricos de tres cacaotales (Theobroma cacao L.)
18



del Departamento Norte de Santander, Colombia. Los autores resaltaron el papel
de las bacterias rizosféricas en el mejoramiento de la calidad del suelo,
favoreciendo el desarrollo y nutricién de las plantas y el aumento de la tolerancia
de éstas, frente al estrés. La cuantificacion de bacterias diazo6trofas reportod
mayores poblaciones presuntivamente de los géneros Azospirillum sp. y
Burkholderia sp., los cuales abundan en la zona de rizésfera, respecto a los
géneros Herbaspirillum sp. y Gluconacetobacter sp. caracterizados por su
naturaleza enddfita. Adicionalmente, concluyen que las condiciones fisico-
quimicas del suelo, el contenido de materia organica, la humedad, el riego, el
pH, y las relaciones climaticas, condicionan la cantidad y variedad de bacterias

presentes en el suelo que pueden representar un beneficio para las plantas. (7)

En el trabajo realizado por Lopez (2011), inocularon plantas lefiosas de caracter
forestal mediante la suspension de la raiz en indculos preparados con cepas
bacterianas descritas como promotoras, esperando favorecer su crecimiento.
Pudieron evidenciar que el efecto de las bacterias no siempre es el esperado, si
no se tienen en cuenta condiciones basicas para la ejecucién de su metabolismo,
ya que en algunas plantas del ensayo no se observd un beneficio y en otras,
contrario a la hipoétesis inicial, el efecto fue perjudicial. Es de resaltar que las
especies arboreas inoculadas pertenecian a otras condiciones climéticas y
edéficas, por ende el comportamiento y la accién de las bacterias puede diferir.
Por ello, recomiendan realizar los ensayos en el ambiente nativo de las especies
forestales que se pretende favorecer y de donde se aislan los
microorganismos.(8) De la misma manera, Ma y Torres (2013), al evaluar la
eficiencia de un grupo de bacterias promotoras de crecimiento vegetal aisladas
de una pradera diferente a la de su ensayo, concluyen que en el proceso de
aplicacion de in6culos se debe tener en cuenta tanto los factores que garantizan
la adaptacion bacteria — planta, como el comportamiento de cada género
bacteriano frente a las condiciones edafoclimaticas que demande la zona en
estudio. (9)

Ya que existe poca informacion al respecto, Barreto y colaboradores (2007)
afiadieron informacion a la literatura, acerca de la promocién de crecimiento
vegetal en especies forestales por parte de las rizobacterias asociadas a

Anacardium excelsum, arbol de bosque seco tropical de Colombia. Este trabajo
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buscé aislar rizobacterias y utilizarlas en el disefio de in6culos para estimular la
germinacion de las semillas, el crecimiento y la nutricion vegetal, logrando
enriquecer la poblacién microbiana asociada a la rizosfera en suelos en proceso
de reforestacién. Seleccionaron tres morfotipos identificados por pruebas
bioquimicas como Bacillus licheniformis, Pseudomonas putida y Pseudomonas
fluorescens. Obtuvieron el biopreparado por medio de fermentacion, empleando
sustratos para asemejar las condiciones ambientales. Los biopreparados
aceleraron la germinacién de las semillas, lo que favorecié el proceso de
reforestacion reduciendo el tiempo. En cuanto al crecimiento vegetal, estos
indculos no tuvieron un efecto marcado en el largo de la raiz pero si en el follaje,
indicando un efecto nutricional pero no hormonal, coincidiendo con la capacidad

solubilizadora de fosfato y fijadora de nitrdgeno reportada para estas cepas. (10)

Reafirmando la capacidad de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal en
el favorecimiento de especies forestales, Angulo y colaboradores (2014),
aislaron bacterias rizosféricas y endofitas de arboles de Eucalyptus nitens, con
el objetivo de caracterizarlas y determinar su capacidad productora de
fitohormonas como AIA y giberelinas, ademas de otros mecanismos de accién
asociados a la promocion de crecimiento de las plantas. Este aislamiento lo
realizaron a partir de raices jovenes y tejidos vegetales en diferentes medios de
cultivo, para luego contar, seleccionar y traspasar las colonias con morfotipos
diferentes, al mismo medio del que fueron aisladas. En el ensayo de promocion
de crecimiento en invernadero, produjeron indculos bacterianos con cada una de
las bacterias aisladas. Los inGculos fueron empleados en semillas de E. nitens
con el fin de evaluar la emergencia de las plantulas, altura de la parte aérea,
largo de raices y peso seco, ya que la supervivencia de las plantaciones
forestales depende de la capacidad de las plantulas producidas en vivero para
tolerar el estrés producto del trasplante. A las bacterias que promovieron el
crecimiento de las plantulas, las identificaron por métodos gendémicos y
confirmaron cuantitativamente la produccion de AlA con cromatografia liquida de
alta eficacia, demostrando que las bacterias rizosféricas y enddfitas de E. nitens
estimulan la emergencia y el crecimiento de plantulas de esta especie en

condiciones de invernadero. (11)
Los in6culos biolégicos constituyen una gran alternativa para suministrar

20



elementos y mejorar los cultivos. Kassa y colaboradores (2005), en su estudio
comprueban que la inoculacion con Azotobacter sp., uno de los géneros
bacterianos conocidos como fijadores de nitrogeno, promueve el crecimiento de
las plantas. Su objetivo era aislar dos de los microorganismos mas conocidos
como promotores de crecimiento vegetal, Azotobacter (bacteria) y Trichoderma
(hongo) para su cribado y caracterizacion molecular, demostrando
posteriormente sus actividades benéficas. Luego del aislamiento presuntivo de
estos dos géneros, realizaron la identificacibn de los mismos, mediante
morfologia y pruebas bioquimicas, brindando una descripcion detallada de los
resultados que se deben obtener si se trata de Azotobacter sp. o de Trichoderma
sp. Para la caracterizacion molecular, llevaron a cabo la extraccién de ADN de
cada aislamiento y amplificaron por PCR, encontrando 35 bandas con 85,59%
polimorfico en Azotobacter y 29 bandas con 78,37% polimorfico en Trichoderma.
(12)

Los aislamientos fueron inoculados en conjunto (Azotobacter sp. y Trichoderma
sp.) en dos plantas diferentes en las que evaluaron el crecimiento cada 15 dias
hasta el momento de cosecha. Al comparar las plantas control con las
inoculadas, observaron un crecimiento significativamente superior en las
inoculadas, concluyendo asi que la combinacién de estos dos microorganismos

puede usarse como biofertilizante y como agente de biocontrol. (12)

Arguello y Moreno (2014) desarrollaron cultivos puros de bacterias diazotrofas
con posible potencial biofertilizante, a partir de muestras de suelo rizosférico de
plantaciones de cacao. Inicialmente caracterizaron morfolégica vy
bioquimicamente las colonias y evaluaron la capacidad fijadora de nitrégeno de
los aislados mediante el método de micro-Kjeldhal modificado. Las bacterias con
mayor actividad de la enzima nitrogenasa se utilizaron en la produccion de
bioindculos, en los cuales se sumergian las semillas seleccionadas por un tiempo
determinado, encontrando que éstos promovian significativamente el
crecimiento y desarrollo de las plantas de cacao, asi como una mayor
concentracion de nitrégeno en sus tejidos, en comparacion con el testigo.
Teniendo en cuenta lo anterior, describieron la relevancia de realizar estudios en
los que se identifiquen bacterias fijadoras de nitrdgeno nativas de los suelos, que

aseguren mayor adaptabilidad, supervivencia y establecimiento de las plantas y
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promuevan la accion benéfica a nivel de la rizésfera con el fin de mejorar los

resultados econdmicos y ambientales, segun corresponda. (13)

Asi mismo, Escobar y colaboradores (2011), realizaron un estudio en el que se
caracterizo y determiné el efecto de cepas nativas de Azotobacter sp., en el
desarrollo vegetativo del cultivo de tomate, para reducir el uso de fertilizantes
quimicos. Evidenciaron que este género bacteriano, debido a que cuenta con la
capacidad de fijar nitrégeno y producir Acido indol acético (AlA), incrementa de
manera significativa la altura, volumen radicular, materia seca total y parte aérea
de las plantas tratadas frente al testigo absoluto, mejorando de esta manera la

produccion del cultivo. (14)

Moreno y colaboradores (2014), evaluaron el efecto de la variedad de
temperaturas de conservacion (2-30 °C) en la viabilidad y actividad bioldgica de
las cepas bacterianas (Rhizobium leguminosarun bv. viceae y Bradyrhizobium
japonicum) simbidticas fijadoras de nitrdgeno, empleadas como inoculantes
sélidos con base en turba en los cultivos de arveja (Pisum sativum) y soya
(Glycine max). Posterior a la reactivacion de las cepas, realizaron un control de
pureza de las mismas, para luego almacenarlas a diferentes temperaturas
durante 180 dias. Pasado el tiempo, observaron una éptima supervivencia de las
rizobacterias y una notable efectividad en la fijacién biolégica de nitrégeno,
determinada por el aumento de la biomasa foliar y radical de las plantas y por la
actividad del complejo enzimatico nitrogenasa, evidenciada en las raices
noduladas gracias a la reduccion de acetileno observada en un cromatografo de
gases. Todo esto fue independiente de las diferentes temperaturas de
almacenamiento, lo que indicé la gran capacidad promotora de crecimiento de

las bacterias diazotroéficas. (15)

Lara y colaboradores (2007), usaron el método colorimétrico de Berthelot (fenol-
hipoclorito) para medir la capacidad fijadora de nitrdgeno en 36 microorganismos
de los géneros Azotobacter sp y Azospirillum sp, aislados de la zona agricola de
San Carlos, Cérdoba (Colombia). De los 21 microorganismos identificados
dentro del género Azotobacter sp, las maximas concentraciones encontradas del
ion amonio fueron 5.15 mg/l y 5.17 mg/l; y de los 15 microorganismos
identificados dentro del género Azospirillum sp, la maxima concentracion
encontrada del ion amonio fue de 4,67 mg/l. De esta manera, concluyen que los
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microorganismos encontrados con mayor produccion del ion amonio, son los

mas eficientes en la fijacion bioldgica del nitrdgeno. (16)

Por otra parte, Bashan y colaboradores (2008), hacen una revision titulada
“Environmental uses of plant growth-promoting bacteria” cuyo objetivo es dar a
conocer los potenciales beneficios ambientales de las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPB). Inicialmente hacen énfasis en sus ampliamente
estudiados usos en la agricultura, para mejorar el rendimiento de los cultivos,
mencionando algunos de los mecanismos usados por estas bacterias para
promover el crecimiento vegetal. Posteriormente, nombran los diferentes
beneficios ambientales de estas bacterias, como la biorremediacion de aguas
residuales, en la que actlia el género Azospirillum, que al ser inoculado en la
zona a tratar, mejora la biorremediacion con microalgas, aumentando la
proliferacion y el metabolismo de las mismas y de esta manera su eficacia en la
limpieza de las aguas residuales. Otro beneficio ambiental se evidencia en el
tratamiento de areas desérticas degradadas, donde encontraron que diversos
géneros de bacterias aisladas de zonas extremadamente secas, mejoraron la
supervivencia de las plantulas de cactus plantadas en estas, logrando asi su
revegetacion y evitando la erosién. Adicionalmente, se puede reducir la
contaminacion ambiental por metales pesados, con la inoculacién de PGPB en
plantas. (17)

En cuanto a procesos de restauracion ecolédgica llevados a cabo en bosque
Altoandino, Montenegro y colaboradores (2008) en su estudio “Atributos vitales
de especies lefiosas en bordes de bosque Altoandino de la Reserva Forestal de
Cogua (Colombia)”, describen la necesidad tanto de lograr expandir e integrar
los fragmentos de este tipo de bosque, como de conocer y caracterizar

apropiadamente las especies y condiciones originales del mismo. (18)

Delgado y Moreno (2010), determinaron el efecto de dos tipos de restauracion
sobre dos grupos funcionales: fijadores de nitrdgeno y proteoliticos. El proceso
de restauracion se implemento en una zona del Parque Nacional Natural de los
Nevados que fue afectada por un incendio en el 2006. El estudio fue realizado
un aflo después de iniciar el proceso de restauracion, analizando en iguales
condiciones muestras de suelo en areas con restauracion activa y areas con
restauracion pasiva, evaluando tanto densidad como actividad microbiana de los
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dos grupos microbianos. Al final del estudio encontraron que efectivamente el
tipo de restauracion tiene un efecto sobre la densidad y actividad de los dos
grupos funcionales, indicando que en la restauracidon activa encontraron mayor
densidad y actividad microbiana tanto para fijadores de nitrbgeno como para
proteoliticos. (19)

Franco y Colaboradores (2010), lograron caracterizar floristica y
fisiondbmicamente los remanentes de bosque andino de una reserva natural, que
hace parte de la zona de amortiguacién del Parque Nacional Natural Los
Nevados (PNNN), en la Cordillera Central de los Andes colombianos,
confirmando que el bosque Altoandino presenta un menor niumero de especies
por el aumento en la altitud y la fragmentacion de los bosques a causa de la

intervencién antropica. (20)
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4. MARCO TEORICO

4.1 EL BOSQUE ALTOANDINO COLOMBIANO

Colombia es uno de los paises del mundo con mayor biodiversidad, pues el
68,7% de su superficie esta cubierta por ecosistemas naturales, en los cuales
reside una abundante variedad de especies vegetales y animales (21). Uno de
esos ecosistemas es el Bosque Altoandino (Figura 1), también conocido como
bosque de niebla; se encuentra ubicado en las zonas frias del pais en la
cordillera de Los Andes; esta por encima de los 2.800 metros sobre el nivel del
mar (m.s.n.m.) Yy por debajo de los 3.500 m.s.n.m., es decir, bajo el limite del
paramo. Presenta temperaturas entre 8 y 13 °C asi como un alto grado de
humedad. Se denomina también bosque de niebla debido a la capa de niebla
qgue lo cubre constantemente, por presencia del aire ascendente saturado de
vapor que proviene de las regiones bajas, hiumedas y calidas, que forman

nubosidad al condensarse (22).

Figura 1. Bosque Altoandino. Tomado de Guia metodolégica para la restauracion ecolégica del
bosque Altoandino (22).

Se estima que en Colombia la vegetacion andina representa el 29% de la flora
total, con una extension potencial de 184.710 Km?, por lo tanto alli se mantiene
una cantidad considerable de la biodiversidad del pais. Sin embargo, “algunos
estimativos indican que en Colombia queda solo 10% de los bosques andinos

originales y 5.0% de bosques Altoandinos” (22).

El bosque Altoandino es habitat de una elevada cantidad de especies animales
y vegetales pequefias, fragiles y algunas en peligro de extincion. La mayoria de

estas especies son endémicas, pues las caracteristicas de este ecosistema
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(altura sobre el nivel del mar, temperatura, humedad, radiacién solar, etc.) son
fundamentales para el desarrollo y supervivencia de estas especies y por ende

no se encuentran en ningun otro lugar del mundo (23).

Su cobertura vegetal esta formada por gran variedad de especies de arboles,
arbustos, con una altura entre 3.0 12 m, que presentan abundancia de epifitas,
musgos Yy liquenes en sus ramas y troncos, los cuales captan agua de la neblina
del bosque y aportan a la diversidad en flora del ecosistema. En la cubierta del
bosque se encuentran arrayanes (Luma apiculata), dragos (Dracaena draco),
amarraboyos (Meriania nobilis), zarros (Cyathea microdunta), chagualos
(Myrsine guianensis), sietecueros (Tibouchina lepidota), robles (Quercus),
laureles (Laurus nobilis), encenillos (Weinmannia tomentosa), carates (Vismia
baccifera), chaquiros (Podocarpus oleifolius), palmas de cera (Ceroxylon
quindiuense), entre otros. El piso, presenta alto contenido de materia organica y
un sistema radicular denso y profundo, por lo que tiene elevada capacidad de
infiltracion y almacenamiento de agua, adicionalmente, esta cubierto de musgos
(Bryophyta), selaginellas, colchon de pobre (Lycopodium clavatum) y muchas
otras plantas que funcionan como esponjas y absorben y acumulan bastante
agua gue origina riachuelos, quebradas y rios que descienden a las zonas bajas
(21).

La importancia de este bosque radica en el refugio de esta gran variedad de
especies animales y vegetales, cumpliendo otras funciones especificas
acumulando nutrientes, regulando el flujo hidrico que procede de los paramos,
controlando inundaciones, entre otras (23). Estas funciones ecosistémicas estan
relacionadas con flujos de organismos, materia y energia que se ven afectados

por eventos destructivos (disturbios) de origen natural y/o antrpico (22).

4.2 ARBOLES NATIVOS DE BOSQUE ALTOANDINO EMPLEADOS EN
RESTAURACION ECOLOGICA

La plantacion de arboles nativos o de especies pioneras dominantes y de
importancia ecologica puede iniciar una rehabilitacion de un é&rea forestal
disturbada. En la seleccidn de estas especies nativas se deben tener en cuenta
los rasgos de historia de vida de cada una de ellas, la adaptacion y supervivencia
que ofrece la plantacion. (22)
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Se pueden evaluar las especies lefiosas nativas presentes en parches de
bosques nativos, teniendo en cuenta los rasgos de hoja de vida para su
seleccién. Rasgos como el ciclo de vida, modo de crecimiento, tolerancia a la
luz, sociabilidad con individuos de la misma especie, asociacidn con otras
especies, altura, tipo de polinizacion, tipo de dispersién, tipo de hoja, area foliar

especifica, nivel de ataque fitopatoldgico, etc. (24).

Dentro de las especies claves para la restauracién ecologica de bosque
Altoandino se encuentran las especies lefiosas, Vallea stipularis y Escallonia

paniculata. Ver clasificacion taxonémica en Tabla 1.
4.2.1 Vallea stipularis.

Es una especie nativa que crece en las cordilleras Central y Oriental entre los
2.400 y los 3.400 msnm. Alcanza los 15 m de altura y los 40 cm de diametro en
su tronco torcido, su corteza es escamosa y de color grisaceo; su copa es
redonda; y el follaje verde rojizo. Las hojas miden 8.0 cm de largo por 4.0 cm de
ancho, son simples, alternas, acorazonadas, verdes, poseen vellosidades donde
nacen sus nervaduras y su borde es entero. Las flores miden 1.5 cm de diametro,
son rosadas, forman una copa y se encuentran agrupadas en inflorescencias

terminales en forma de racimos. Ver figura 2. (25).
Figura 2. Vallea stipularis. a. Estructura foliar. b. Flores. c. planta en desarrollo. Tomado de

Herbario Jardin Botanico Bogota y vegetacion del Territorio CAR (24, 25)

Se propagan por semillas. Los frutos se recolectan al tornarse de color pardo, se
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colocan en una bolsa, se dejan secar a la sombra, se extraen sus semillas, que
se siembran en semillero a 1 cm de profundidad; al medir las plantulas los 5.0
cm de altura se trasplantan a bolsas de polietileno y al alcanzar los 20 cm de
altura se siembran en el lugar definitivo. ES una especie de crecimiento muy
lento, requiere algo de sombra en su estado juvenil y, al madurar, abundante luz
solar, prefiere los suelos fértiles y acidos y es poco resistente a las heladas.
Presenta caida y renovacion del follaje; la floracion, fructificacion y recoleccion
de los frutos ocurre de Abril a Agosto. Por sus atrayentes flores se considera una
especie ornamental. También es una especie usada en conservacion del suelo

y proteccion de cuencas por su facil adaptacion y rapido crecimiento (25).
4.2.2 Escallonia paniculata

Es una especie nativa encontrada en las cordilleras Central y Oriental entre los
2.000 y los 3.200 msnm. El arbol alcanza los 15 m de altura y los 80 cm de
diametro en su tronco, posee corteza escamosa y de color grisaceo; su
ramificacion empieza a baja altura; su copa es amplia, globosa y frondosa; su
follaje es verde grisaceo con ramas muy abundantes y gruesas. Las hojas miden
5.0 cm de largo por 3.0 cm de ancho, son simples, alternas, su borde es entero,
estan dispuestas en forma de ramilletes y parecen espatulas. Las flores miden 6
mm de diametro, poseen tonalidades de color blanco a rosado y estan dispuestas
en paniculas terminales que miden entre los 5.0 los 20 cm de largo. Ver figura
3. (25),

Figura 3. Escallonia paniculata. a. Arbol. b. Flores. c. Estructura foliar. Tomado de Herbario

Jardin Botanico Bogota y vegetacion del Territorio CAR (24, 25)

Su propagacion se da por semillas y regeneracién natural. Los frutos se recogen
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cuando las flores pierden sus pétalos, se secan al sol, se extraen sus semillas,
gue se siembran al voleo en semillero previamente preparado con tierra, musgo
y material vegetal en descomposicion (humus), luego se cubren con un poco de
tierra y al medir las plantulas los 5.0 cm de altura se trasplantan a bolsas de
polietileno y cuando alcanzan entre los 1pastos los 20 cm se siembran en el lugar

definitivo.

Es una especie de crecimiento rapido, requiere abundante luz solar, no es
exigente en suelos y sus hojas perduran. La floracion, fructificacion y recoleccién
de frutos ocurre desde Noviembre hasta Febrero. Se usa comunmente como
planta de proteccidn, especialmente en las areas costeras y para la conservacion
de las cuencas hidrogréficas. Ademas, Sirve como ornamentacion en parques,

elaboracion de carbdn y ebanisteria (25).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de las dos especies seleccionadas para el bioensayo en
vivero. (24)

TAXONOMIA
Reino Plantae Plantae
Division Tracheophyta Tracheophyta
Clase Magnoliopsida Magnoliopsida
Orden Oxalidales Escalloniales
Familia Elaeocarpaceae Escalloniaceae
Género Vallea Escallonia
Epiteto Stipularis Paniculata
especifico
Autor del epiteto L.f. (Ruiz & Pav.) Roem.
especifico & Schult.
Nombre comun Raque Tibar
Nombre Vallea stipularis L.f.  Escallonia
cientifico paniculata (Ruiz &
Pav.) Roem. &
Schult.

4.3 RESTAURACION ECOLOGICA

La restauracion ecologica es una disciplina cientifica que abarca tanto las
ciencias naturales como las ciencias sociales en busca de la sostenibilidad de
los ecosistemas y sistemas de produccion. Esto implica restaurar la composicion
de especies, la estructura y la funcion de los ecosistemas, teniendo en cuenta
las caracteristicas de cada lugar, debido a su historia de uso, disturbios, potencial
de regeneracién, condiciones hidroldgicas, estado del suelo y actividades

humanas actuales (22).
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En dltimas la restauracion ecolégica es un manejo de ecosistemas que apunta a
recuperar la biodiversidad y las trayectorias nativas de una region, basandose
principalmente en las plantas, ya que son los productores primarios. Se debe
tener en cuenta que el ecosistema dificilmente llega a su estado original, pero
puede volver a una o varias de sus posibles trayectorias.

4.3.1 Restauracion pasiva y activa

En la restauracion pasiva o sucesion natural los ecosistemas se recuperan por
si solos cuando no existen barreras que lo impidan. Pero cuando los ecosistemas
estan muy degradados, no pueden recuperarse solos, se desvia o detiene su
dinamica natural; por lo tanto, es necesario ayudar al ecosistema a superar las
barreras y lograr los procesos de regeneracion, lo cual se denomina restauracion

activa o asistida (sucesion dirigida o asistida) (23).
4.3.2 Disturbio

Un ecosistema puede sufrir una variedad de disturbios (Figura 4), como el
sometimiento a agricultura, invasion por especies exoéticas, quemas, pastoreo,
mineria, entre otros. Por lo tanto, el disturbio es un evento de supresion o
variacion de uno o mas elementos de un sistema ecoldgico que causa un cambio
significativo en el patron normal de éste, pues hace variar las condiciones

abioticas e interfiere con su funcionamiento (22).

Figura 4. Relacion de los disturbios naturales y antropicos con la dinamica de los ecosistemas.
Elaborado por los autores (2017)
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Mediante actividades humanas intencionales y constructivas, la restauracion
ecologica pretende replicar lo que era un ecosistema y devolverle la capacidad
de sostenerse a si mismo. Por lo que fundamentalmente antes de la practica es
necesario un razonamiento claro, basado en la evidencia bioldgica y la historia
del sitio en varias escalas de tiempo. Esto implica que todo proceso de
restauracion ecologica debe conocer las causales del deterioro, su extension,
severidad, recurrenciay las posibilidades reales de su eliminacion o disminucién.
Asi como es importante el planteamiento de objetivos concretos con el énfasis

puesto en la recuperacion a largo plazo (23).
4.3.4 Empleo de bacterias en restauracion ecologica

Las bacterias son indicadores muy sensibles en la restauracién de ecosistemas
y Su aumento se relaciona con la recuperacion de zonas degradadas y el
restablecimiento de los ciclos biogeoquimicos. En los suelos deforestados se
encuentran disminuidas o ausentes las bacterias que establecen relaciones

benéficas con la vegetacion, lo cual dificulta el establecimiento de las plantas
(3).

El uso de rizobacterias seria de gran ayuda en los programas de restauracion
ecologica de los ecosistemas degradados en Colombia, entendiendo la
importancia de la dinamica de nutrientes en sucesion para la restauracién de

areas afectadas por disturbios tanto de caracter natural como antropico.

Las zonas deforestadas no vuelven por si solas a su vegetacion original, por lo
tanto, para acelerar el desarrollo vegetal es necesaria la inoculacién de plantulas
con poblaciones bacterianas para aportar a los programas de restauracion. Las
bacterias diazotroficas como Azospirillum brasilense son muy importantes al
mejorar la nutricion de las plantas, disminuir el estrés ambiental y promover el
crecimiento. (17). Esta aplicacion de bacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPB) en la plantacion de arboles nativos ha causado regeneracion
natural, aumentando la riqueza de los ecosistemas y produciendo efectos sobre
las caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas del suelo, las cuales se vieron
afectadas por los cambios adversos (Figura 5) originados por la degradacion del
suelo (22).
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Figura 5. Proceso de degradacion de los suelos. (21)
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4.4 BACTERIAS EN LA PROMOCION DE CRECIMIENTO VEGETAL

Las bacterias que se desarrollan en el suelo y tienen la capacidad de asociarse
y adaptarse a la rizésfera de las plantas, generando un efecto positivo al
crecimiento y desarrollo de las mismas, mediante diferentes mecanismos
moleculares incluidos en su metabolismo, se conocen como rizobacterias

promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) (26).

Dichos mecanismos pueden involucrar la accién directa de los microorganismos
o0 el desarrollo de procesos que indirectamente modifican la ambiente rizosférico

beneficiando finalmente a las plantas.

4.4.1 Mecanismos directos

Se han descrito nimeros mecanismos de accion directa (Figura 6) que ejercen
las rizobacterias para favorecer el crecimiento vegetal. El aumento en la
movilizacion de nutrientes solubles para las plantas como el fésforo, el
mejoramiento en los procesos de absorcion, el aumento de fijacién de Nitrégeno
y la producciéon de fitohormonas principalmente auxinas, giberelinas y
citoquininas, son algunos de los procesos directos en que intervienen las
bacterias para lograr establecer una relacion sinérgica microorganismo — planta
(27).

La fijacién biolégica de nitrégeno atmosférico realizado por los PGPR constituye

uno de los mecanismos mas importantes teniendo en cuenta que de esta manera
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se obtiene la mayor cantidad de este micronutriente esencial en el crecimiento
de todos los organismos vivos. Ademas de la promocion de crecimiento mediante
la fijacion de nitrégeno, las bacterias diazotréficas utilizan como mecanismo
directo la produccion de fitohormonas, fundamentalmente el acido indolacético
(AIA) que se ha relacionado con la elongacién celular, el desarrollo de raices
laterales y la produccion de los frutos (28).

Figura 6. Mecanismos de accion directa de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Elaborados por los autores (2017)
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4.4.2 Mecanismos indirectos

Dentro de los efectos indirectos (Figura 7) se incluye generalmente la produccion
de siderdéforos utiles en la captaciéon de hierro celular y el efecto biocontrolador
gue pueden ejercen sobre patégenos (hongos, bacterias y virus) gracias a la
produccion de sustancias antibioticas, que permiten que el desarrollo de la planta
no se vea afectado y mejora el nUmero de nddulos de la raiz y el aumento de la
actividad nitrogenasa, induciendo de esta manera resistencia sistémica a la
planta (26).

Figura 7. Mecanismos de accion indirecta de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal.
Elaborado por los autores (2017)
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4.5 CICLO BIOGEOQUIMICO DEL NITROGENO

4.5.1 Importancia del nitrégeno

El nitrdgeno molecular compone un 79% del aire atmosférico (Figura 8), siendo
este un elemento abundantemente demandado en la formacion de moléculas
biolégicas como los &cidos nucleicos, las proteinas y las enzimas, compuestos
esenciales en la formacion de los seres vivos. Ademas, es considerado el
nutriente mas importante en el desarrollo vegetal, ya que las plantas requieren
grandes cantidades en la produccion de energia por medio de la fotosintesis y

porque se suelen encontrar carencias del elemento en los suelos. (29, 30).

Figura 8. Composicion del aire atmosférico. Elaborado por los autores (2017)
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4.5.2 Ciclo del nitrégeno

El nitrgeno como nutriente cumple un proceso en el sistema suelo-planta-
atmaosfera, el cual se debe conocer si se pretende potenciar la eficiencia del uso
del elemento en el crecimiento vegetal. Esta dinAmica parte de comprender que
la tierra cuenta con mas de 60000 billones de toneladas de nitrégeno, de las que
el 94% se encuentra en la corteza terrestre y el 6.0% restante se divide en un
99,86% presente en la atmosfera como nitrdgeno molecular y un 0,04%
formando compuestos organicos e inorganicos en los organismos vivos, suelos

y aguas (Figura 9). (31).
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Figura 9. Distribucion de nitrogeno (N) en la Tierra, expresada en porcentaje. (30).
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El nitrbgeno molecular tiene un caracter inerte y no es utilizable por los
organismos vivos, excepto por algunos microrganismos, es decir, las plantas, los
animales y casi todos los microorganismos, solo utilizan el nitrégeno en forma de
compuesto quimico. Tales compuestos en su forma inorganica como los nitratos
y el amonio son primordiales para las plantas, de las cuales los animales
obtienen directa o indirectamente el nitrégeno organico requerido. Asi el ciclo
biogeoquimico del nitrdgeno se convierte en un conjunto de transformaciones
(Figura 10) por etapas que incluyen la mineralizacion, absorcion, desnitrificacion

y fijacion (30).
Figura 10. Relacion del ciclo del nitrégeno y los componentes organicos y minerales. (31)
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4.5.3 Mineralizacion

El nitrdgeno organico, principalmente enzimas y aminoacidos procedentes de la
descomposicion de los organismos y sus excreciones es transformado en
nitrdgeno inorganico, como amonio, nitrito y nitrato, por la accion de
microrganismos. Esta transformacion es esencial en la nutricién de las plantas y
es la mayor fuente de nitrogeno en ecosistemas donde no han ocurrido

disturbios.

La mineralizacion engloba dos procesos (Figura 11), la amonificacion, que es el
pasaje del nitrdgeno organico a amonio realizada por microorganismos
heterétrofos, entre los que se encuentran bacterias y hongos, y la nitrificacion
gue se da en dos etapas consistentes en la oxidacién del amonio a nitrito por
bacterias del género Nitrosomonas sp. y la oxidacién del nitrito a nitrato por

accion del género Nitrobacter sp. (30).

Figura 11. Amonificacion y Nitrificacion. Elaborado por los autores (2017)
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4.5.4 Absorcion

El nitrato es la fuente de nitrdgeno de mayor relevancia para las plantas. Es
absorbido por estas para formar parte nuevamente de la materia viva y circular
a lo largo de las cadenas alimenticias. Las enzimas nitrato-reductasas
transforman el nitrato en amonio para la sintesis de aminoacidos y para evitar la

pérdida del nitrato por retencion del suelo y lixiviacion (31).
4.5.5 Desnitrificacion
El nitrégeno entra en la biosfera por fijacion quimica y biolégica del nitrégeno

molecular y se remueve de la misma por desnitrificacion. Este ultimo es el
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proceso mas importante para el ciclo del nitrdgeno, ya que devuelve el nitrégeno
a la atmosfera, mediante la reduccion bioldgica de nitrato a formas gaseosas,
principalmente 6xido nitroso y nitrdgeno molecular. Este proceso ocurre en
anaerobiosis, en presencia de bacterias desnitrificadoras y con disponibilidad de
carbono (31).

4.6 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

El nitrdgeno es considerado un nutriente limitante para el crecimiento de las
plantas. En una planta con deficiencia de nitrdgeno generalmente se observa
una coloracion amarillenta de tallos y hojas, falta de desarrollo y debilidad. Por
el contrario, cuando la planta tiene suficiente nitrégeno, sus hojas y tallos crecen
rapidamente. A pesar de que el nitrégeno hace parte de los gases que componen
la atmdsfera ocupando aproximadamente el 80% de esta, la mayoria de los
organismos son incapaces de metabolizarlo, debido al triple enlace que posee
en su estructura cuando se encuentra en estado molecular (N2). Por tal motivo,
es necesario transformarlo a formas asimilables, de manera que mediante su
absorcion se pueda incluir en el metabolismo de los organismos que lo requieren
(29, 32).

Dicho proceso solo puede ser llevado a cabo por microorganismos que cuentan
con el material enzimatico necesario para degradar el triple enlace, reduciendo
la molécula y finalmente fijandola, mediante su combinacion con otros elementos
generando compuestos como el amoniaco, (NH3z) amonio (NH4*), nitritos (NOz2’)
o nitratos (NOsz’) que facilmente se pueden incorporar a la composicion del suelo

y posteriormente ser metabolizados por los organismos vivos (29).

4.6.1 Proceso bioquimico en la fijacién biolégica de nitrogeno

Los organismos fijadores de N2 también conocidos como diazétrofos llevan a
cabo este proceso gracias al complejo enzimatico nitrogenasa que posee dos
componentes o unidades principales: la Fierro proteina o dinitrogenasa
reductasa cuya funcion es reducir el Nitrogeno atmosférico (N2 a Amoniaco
(NH3) y la Fierro - Molibdeno proteina que proporciona la energia necesaria para

que se pueda generar la reduccién. Las dos proteinas del complejo son
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necesarias para generar eficientemente la fijacion, pero es importante tener en
cuenta que ademas de estas, el proceso requiere una cantidad importante de
energia biolégica representada en moléculas de ATP, protones generando el
poder reductor, y un ambiente anaerobio, ya que las proteinas del complejo
enzimatico son inactivadas por el Oxigeno (02) (29, 33). La reaccion general del
proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno, se representa de la siguiente manera:
N2+ 8H++ 8e—+ 16 ATP — 2NH3+ Hz+ 16ADP + 16 Pi

4.6.2 Estrategias de proteccion frente al oxigeno

Los microorganismos que poseen el complejo enzimatico nitrogenasa (NASA),
han generado una serie de mecanismos fisiologicos que los protegen del O2y de
esta forma les garantiza su funcionamiento. Dentro de estos, cabe resaltar, la
generacion de un ambiente anaerobio mediante la evasion al Oz, el desarrollo de
barreras fisicas que impiden el flujo de Oz hasta las enzimas, la reduccion de la
concentracion del O2 hasta niveles tolerables por las mismas, mediante el
aumento de su actividad respiratoria o la modificacion genética de la enzima
propiamente dicha, de tal forma que genere resistencia frente a la inactivacion
(29, 32, 33).

4.7 METODOS DE EVALUACION DE LA FIJACION DE NITROGENO Y
PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

4.7.1 Cuantificacion de nitrégeno fijado in vitro

El nitrdgeno disponible en la atmosfera no puede ser tomado directamente por
las plantas, debido a que estas carecen de las enzimas necesarias para romper
el triple enlace de esta molécula. Por esto es necesario el proceso de fijacion del
nitrégeno, llevado a cabo por algunas bacterias, para que las plantas puedan

captar y aprovechar el nitrdogeno como nutriente en forma de amonio o nitritos.

La cantidad de nitrégeno fijado in vitro por parte de un cultivo bacteriano se
puede determinar mediante la cuantificacién del ion amonio producido, debido a

que la presencia de este ion indica que hubo un proceso de reduccion del
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nitrégeno gaseoso a amonio.

Se basa en la formacién de un color azul intenso de indofenol (Figura 12), que
resulta de la reaccion del ion amonio (NH4*) con los compuestos fendlicos en
presencia de un agente oxidante el cual puede ser hipoclorito de sodio u o-fenol;
y la presencia de un catalizador, principalmente nitroprusiato de sodio o de
potasio. El mecanismo de la reaccion depende de la luz presente, la temperatura
ambiente, catalizadores y pH alcalino (34).

Figura 12. Método colorimétrico fenol-hipoclorito. Elaborado por los autores (2017).
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4.7.2 Cuantificacion de acido indol acético (AlA)

El Acido indol acético (AIA) es una auxina natural que esta presente en la
mayoria de las plantas. Las auxinas son un grupo de compuestos reguladores
del desarrollo de las plantas que influyen en el crecimiento, la division celular y
la formacién de raices. El AIA, induce la deformacién y aumento de pelos
radiculares, logrando con esto una mayor captacion de nutrientes y promoviendo

en consecuencia el crecimiento y desarrollo de la planta (35).

Existe una gran cantidad de bacterias que han sido catalogadas como
promotoras de crecimiento vegetal, ya que logran estimular el crecimiento de las
plantas mediante diversos mecanismos, como la produccion de fitohormonas.
Algunas bacterias tienen la capacidad de producir AIA como parte de la
realizacion de sus vias metabdlicas; El triptofano es el principal precursor para
la biosintesis de AlA en bacterias; Estas, tienen el potencial de interferir con los

procesos de incorporacion de AlA en las plantas (34).
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Uno de los métodos mas usados para la deteccidon de la produccion de AlA en
bacterias es la reaccion colorimétrica de Salkowski (Figura 13). Para esto se
emplea el reactivo de Salkowski, que esta compuesto por H2SO4 0 HCIO4, FeCls

y agua destilada.

La reaccion observada por la adicion del reactivo de Salkowski al sobrenadante
de un cultivo de células libres origina un cambio en la coloracién al medio a un
color rojo, rosado o purpura pélido en presencia de AlA, dependiendo de su
concentracion. Esto se da por la formacion de un complejo entre el compuesto
férrico y el indol encontrado en la muestra, en presencia del acido sulfurico o
perclérico del reactivo. La solucidén con acido perclérico (formulacion clasica) es
la mezcla mas utilizada y la solucién con acido sulfarico (formulacién modificada)
ha sido implementada con el fin de acoplar los procesos de determinacién
de AIA. Ambas formulaciones del reactivo de Salkowski tienen un
comportamiento aceptable, aunque se ha probado que el reactivo con &cido
perclorico tiene mayor sensibilidad dado que tiene mayor potencial

oxidativo.

Figura 13. Reaccion colorimétrica de Salkowski. Elaborado por los autores (2017).
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La aparicion de color se da después de 30 minutos de incubacion en condiciones
de oscuridad, debido a que el AIA puede degradarse en presencia de la luz. La

reaccion colorimétrica se lee por espectrofotometria a una longitud de 530nm.
4.8 MICROORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO

Dentro del grupo de microorganismos descritos como fijadores de nitrogeno, se

encuentran principalmente Bacterias, cianobacterias y actinomicetos. Cada uno

40



de ellos tiene la capacidad de realizar el proceso viviendo libremente, o mediante
el establecimiento de relaciones simbioticas con las raices de las plantas

(formacion de nédulos) (32).

Existe una gran variedad de géneros que incluyen, aerobias facultativas,
anaerobias, autotrofas y heterétrofas, con habitats diferentes y con
requerimientos ambientales de temperatura, humedad, pH, etc muy
heterogéneos.

4.8.1 Microorganismos de vida libre

En este grupo podemos encontrar bacterias anaerobias estrictas, como
Clostridium sp., y facultativas, como Klebsiella sp., Pseudomonas sp. (Figura 14).
y Burkholderia sp. pero también aerobias como Azotobacter sp., Beijerinckia sp.
y Azospirilum sp. Se encuentran también en este grupo, arqueobacterias como
Methanosarcina sp. y Methanococcus sp., y cianobacterias con (Oscillatoria sp.

y Gloeothece sp.) y sin heterocistos (Nostoc sp. y Anabaena sp. (Figura 15) (29).

Figura 14. Pseudomonas sp. Coloracion de Gram. Fotografia tomada por los autores (2016)

Figura 15. Células especializadas de Anabaena sp., donde tiene lugar la fijacién de nitrégeno.
(30.)

4.8.2 Bacterias simbidticas fijadoras de

nitrdgeno

Dentro de este grupo se encuentran bacterias moviles del suelo, que son
atraidas hacia la raiz por compuestos que ésta libera, tales como Rhizobium sp.,
Azorhizobium sp. y Bradyrhizobium sp. Existen otros formadores de nodulos
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como son: Phyllobacterium sp. y Agrobacterium sp. Los Actinomicetos (bacterias
Gram positivas) que nodulan raices de muchos arboles y arbustos. Son aquellas
bacterias filamentosas que viven en simbiosis con plantas actinoricicas
(angiospermas capaces de formar nédulos). Esta nodulacion (Figura 16) es de
gran importancia para plantas, porque aporta nitrégeno al suelo en zonas pobres
o repobladas (32, 33).

Figura 16. Raices mostrando nédulos que contienen rizobios fijadores de nitrégeno (35).

4.9 BIOINOCULOS

Un inoculante bioldgico o bioin6culo es un preparado de microorganismos
determinados que funciona como enmienda aplicada al suelo, para mejorar los

nutrientes y su disponibilidad para el aprovechamiento de las plantas (25).

Estos bioinéculos se pueden emplear para contribuir a la reforestacion,
mejorando el proceso de establecimiento, nutricion y desarrollo vegetal en suelos
deteriorados. Se trata de aumentar la poblacion bacteriana asociada a la
rizosfera de las plantas mediante la siembra de plantas inoculadas en vivero, que
lleven en la rizosfera altas poblaciones de bacterias benéficas. De esta forma la
planta reintroduce estas bacterias al suelo, aumenta su crecimiento vegetal
temprano y se reduce el estrés, lo que lleva a una mayor adaptacion al suelo

respecto a plantas no inoculadas en vivero (Figura 17). (10)

Figura 17. Planta (alfalfa), mismo suelo, e iguales condiciones de crecimiento. La diferencia
entre “verde” y “amarillas” se debid a la inoculacién de las primeras con bacterias fijadoras de

nitrégeno (30).
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Es necesario el aislamiento de microorganismos propios de la rizésfera
presentes en areas bien conservadas, para disefiar indculos microbianos con los
cuales se puedan realizar pruebas de germinacion y estimulacion del crecimiento
vegetal en vivero, con fines de restauracion de areas disturbadas de bosque
nativo amenazado por las actividades humanas y asi dar un paso mas hacia la

conservacion (10).

El nitrégeno es un elemento necesario para el suelo y su disponibilidad para las
plantas se da en pocas formas, como la fertilizacién quimica o la fijacion bioldgica
por parte de microorganismos para lograr su incorporacién. Esta ultima se ha
utilizado ampliamente para elaborar y comercializar in6culos viables que
favorecen el rendimiento de los cultivos por un mejor suministro de nitrégeno
(15).

La actividad biolégica se evalla mediante la medicién de variables de altura,
grosor del tallo, nUmero de hojas, biomasa aérea y biomasa radicular en ensayos
bajo condiciones de invernadero con temperatura promedio y humedad relativa
establecida (2).

Unido a la fijacién de nitrégeno es posible el aumento de la produccién de
fitohormonas benéficas para el crecimiento de la planta y absorcién de
nutrientes. Puesto que el potencial de las rizobacterias como promotoras de
crecimiento de plantulas y su posible uso como inoculantes, depende de que
presente mas de un mecanismo que favorezca la promocion del crecimiento

vegetal (35).
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Las plantas provenientes de los viveros deben presentar una gran capacidad
para tolerar el estrés producto del trasplante, ya que ese nuevo ambiente
adverso podria ser afectar el crecimiento inicial y su supervivencia. La calidad de
las plantulas producidas en vivero es considerada clave para determinar el éxito
de la futura plantacion, por lo que deben estar suficientemente desarrolladas

para lograr establecerse (11).

5. DISENO METODOLOGICO

5.1 TIPO DE INVESTIGACION
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La investigacion fue de naturaleza experimental, debido a que en un primer
momento se determinaron las variables de estudio y posteriormente se
sometieron a experimentacion bajo condiciones particulares que se disefiaron en

la prueba.

5.2 UNIVERSO, POBLACION, MUESTRA

5.2.1 Universo. Bacterias presentes en suelo correspondiente al
ecosistema de Bosque Altoandino en territorio colombiano.

5.2.2 Poblacién. Bacterias fijadoras de nitrdgeno presentes en suelo
tomado de la zona de restauracion del corredor Chingaza —
Sumapaz, que hace parte del bosque Altoandino ubicado en el
parque ecotecnologico de la Universidad Antonio Narifio Sede

Usme.

5.2.3 Muestra. Bacterias fijadoras de nitrégeno presentes en dos
muestras de suelo rizosférico de la zona de restauracion. Una
muestra tomada de un area sin cobertura vegetal y la otra de

un area conservada en la que perduran especies nativas.

5.3 HIPOTESIS, VARIABLES, INDICADORES.

Las rizobacterias con capacidad fijadora de nitrégeno favorecen
significativamente el crecimiento de especies vegetales nativas de Bosque

Altoandino y por ende su establecimiento dentro del ecosistema a recuperar.

Para efecto del desarrollo de la experimentacion se tuvieron en cuenta las

variables y sus respectivos indicadores, observadas en la tabla 2:

Tabla 2. Variables e indicadores en estudio. Elaborado por los autores, 2017.

Variable Definicién Indicadores

Caracteristicas fisicoquimicas:
- Textura
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Independiente

Suelo de Bosque Altoandino.

- Color

- pH

- Conductividad

- Concentraciéon de micronutrientes

Rizobacterias con capacidad
fijadora de nitrégeno.

- UFC
- Cuantificacion de AIA (ug/mL)

-Cuantificacion de ion
(ug/mL)

- Caracteristicas macroscoépicas
- Caracteristicas microscopicas
Clasificacion:

- Gram negativas

- Gram positivas

Dependiente

- Altura de la planta
- Numero de hojas
- Grosor del tallo

Especies vegetales nativas de
bosque Altoandino

5.4 FASE |. DETERMINACION DE RIZOBACTERIAS CON CAPACIDAD
FIJADORA DE NITROGENO

5.4.1 Recoleccidén de muestras y preparacion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el parque eco tecnoldgico de
la Universidad Antonio Narifio ubicado en la sede de Usme en el Km 15 16 - 71
Sur via Usme Bogota, Colombia, con coordenadas 4° 28' 58.6812" y -74° 7
27.7464" (Figura 18). La fauna, flora y caracteristicas de este lugar concuerdan

con las del corredor Norandino.

Se recolectaron 2 muestras de suelo de la zona de restauracion, una muestra
fue tomada de un &rea sin cobertura vegetal y la otra de un area conservada en
la que perduran especies vegetales nativas del bosque Altoandino de Usme
(Figura 18). El muestreo se realizd mediante la técnica en zig zag, tomando cinco
submuestras y mezclandolas para obtener la muestra final (36); cada una de
100g tomada a una profundidad de 20 cm, donde generalmente se encuentra la
mayor concentracion de raices en el suelo (37). Posteriormente, se transportaron

dichas muestras en condiciones de refrigeracion hasta el laboratorio, donde se
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realizaron diluciones seriadas de 102 a 10 utilizando 10 g de cada muestra (7).

Figura 18. Ubicacién geogréfica de la zona de muestreo, perteneciente al corredor Chingaza —
Sumapaz, parque eco tecnoldgico de la Universidad Antonio Narifio, ubicado en la sede de
Usme en el Km 15 16 - 71 Sur via Usme Bogota, Colombia. Tomado de Google maps.
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5.4.2 Aislamiento en medios selectivos para rizobacterias fijadoras de

nitrégeno

Las diluciones se sembraron por duplicado en los medios selectivos para
rizobacterias fijadoras de nitrégeno, ASHBY, NFB y JMV (cuyas formulaciones
fueron suministradas por la Universidad Antonio Narifio, Bogot4 Colombia, ver
Anexo 1) tomando 0.1 mL de cada una. Los medios NFB y JMV se incubaron
durante 15 dias a 30°C y el medio ASHBY se incub6 durante 8 dias a
30°C. Pasado el tiempo de incubacién, se seleccionaron las colonias
morfolégicamente diferentes y se purificaron en los medios de los cuales se
aislaron, incubando de nuevo en las condiciones iniciales (5).

Tanto en aislamiento como en purificacion se realizd descripcidbn macroscopica
y microscépica de las colonias mediante tincion de Gram, con su respectivo
registro fotografico. Adicionalmente se realizaron pruebas bioguimicas catalasa
y oxidasa a las colonias purificadas.

Por otra parte, se hicieron controles positivos y negativos de cada medio para
confirmar la productividad y esterilidad de los mismos. Como control positivo se

uso un bioinéculo comercial, compuesto por Azotobacter sp., Lactobacillus vy
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Pseudomonas sp., y un control negativo sin ningan tipo de inéculo. Los medios
control se trataron en las mismas condiciones descritas para el ensayo con las
diluciones del suelo en estudio.

Todas las colonias aisladas se almacenaron mediante Criopreservacion a -
70°C para garantizar su disponibilidad en futuras investigaciones.

5.5 FASE Il. SELECCION DE RIZOBACTERIAS CON MAYOR
POTENCIAL FIJADOR DE NITROGENO IN VITRO.

Se realizaron ensayos colorimétricos para determinacion in vitro de produccion
de ion amonio y AIA, con el fin de seleccionar las rizobacterias con mayor
potencial de fijacibn de nitrbgeno y promocion de crecimiento vegetal,
respectivamente. Estos ensayos se realizaron por triplicado para garantizar la
confiabilidad y reproducibilidad de los datos. Adicionalmente, se usé como

control positivo para los dos ensayos una cepa descrita como Azotobacter sp.

5.5.1 Cuantificacion de acido indol acético (AlA)

Para evaluar la produccion in vitro de AIA, se us6 el método colorimétrico de
Salkowski modificado (38,39). Como se observa en la Tabla 3, se probaron dos
formulaciones del reactivo para determinar la mayor sensibilidad en la deteccion
de AlA.

Tabla 3. Formulaciones de Reactivo Salkowski evaluadas en el ensayo (39).

Reactivo Salkowski (100mL)
Formulacién 1 Formulacién 2
HCIO4 36mL H2S04 43mL
FeCls 57mL FeCls 57mL

Agua destilada | Aforar Agua Aforar
destilada

Una vez seleccionado el reactivo més sensible, se realizo la curva de calibraciéon
con un patron de acido 3-indolacético de la casa comercial Alfa Aesar. La
concentracion inicial de este patrén fue de 100ug/mL, a partir del cual se
obtuvieron diferentes concentraciones (0, 2, 4, 6, 8, 10,15, 20, 30, 40 ug/mL) de
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acuerdo a la producciéon de AIA reportada para rizobacterias. La relacion patron
reactivo fue 1:2, usando 1mL de cada patron y 2mL de reactivo. La reaccion
colorimétrica se evidencio pasados 30 minutos en condiciones de oscuridad, a
temperatura ambiente, por la aparicion de un color rosado a fucsia y la
absorbancia fue leida a 530 nm en espectrofotometro JENWAY 6320D. (38, 39).
La grafica de dicha curva se obtuvo mediante regresion lineal en el programa
Microsoft Excel 2013.

Para determinar la produccion de AIA de las bacterias en estudio, se ajusto un
in6culo de cada colonia a una densidad 6ptica de 0.20 absorbancias a 600nm en
solucién salina 0,85%. A continuacion se adicionaron 100uL de cada inoculo en
tubos con caldo Tripticasa soya suplementado con triptéfano y se incubaron a
37° en agitacion constante a 150rpm durante 72 horas en condiciones de
oscuridad para evitar degradacion del AIA. Pasado el periodo de incubacion se
centrifugaron los tubos, se tom6é 1mL de sobrenadante y 2mL de reactivo
Salkowski para generar la reaccion en las mismas condiciones de la curva de
calibracion y estimar la concentracién de AIA producida por cada colonia. Para
la aplicacion del siguiente ensayo, se seleccionaron las 10 bacterias con mayor

produccion de AlA.

5.5.2 Cuantificacion de nitrégeno fijado in vitro

La cuantificacion del nitrogeno fijado se realiz6 mediante la deteccién del i6n
amonio segun el método colorimétrico fenol hipoclorito de Berthelot (16).
Inicialmente se realiz6 la curva de calibracion a partir de un patron de cloruro de
amonio (NH4CI) 100 ug/mL, el cual se diluyé hasta obtener las concentraciones
0, 2, 4, 6, 8, 10 ug/mL rango que corresponde a la produccion del ibn amonio in
vitro , por parte de bacterias con capacidad fijadora de nitrégeno. A cada patréon
se le agregd 0.4mL de solucion alcohdlica de fenol al 10%, 0.4 mL de
nitroprusiato de sodio al 0.5% y 1mL de solucion oxidante. Todo esto se mezclo
y se dejo en reposo durante una hora para generar la reaccion que se evidencio
por la aparicion de una coloracién de verde azul a azul intenso, segun la
concentracion de amonio (40). Por ultimo, se leyo la absorbancia de cada patron

a 632nm. La grafica de dicha curva se obtuvo mediante regresion lineal en el
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programa Microsoft Excel 2013.

Una vez realizada la curva de calibracion se inicio la medicion en las bacterias.
Cada colonia se inocul6 en tubos con 5mL de caldo extracto de suelo al 10% y
se incubaron a 30°C durante 72 horas en agitacién constante a 150 rpm. Pasado
este tiempo, se agregd a cada tubo 15 mL de KCI 2M en condiciones de
esterilidad, dejando en agitacién 1 hora y en reposo otra hora. Del sobrenadante
se tomaron 10mL y se centrifugaron por 20 min a 2000 rpm para separar el
sobrenadante, que se usé para generar la reaccion en las mismas condiciones
en que se realizo la curva de calibracion. Las 5 colonias que presentaron mayor
produccion de amonio fueron seleccionadas para la produccion de los

bioinéculos simples que se usaron en el ensayo en vivero.

5.5.3 Identificacion presuntiva de rizobacterias fijadoras de nitrdgeno

Se aplicé el panel de pruebas bioquimicas Entérico / No fermentador del Sistema
de identificacion BBL Crystal ID a cada una de las rizobacterias usadas en la
produccion de los bioindculos, con el fin de obtener una aproximacioén a la
identificacion de las rizobacterias. La seleccion de este panel se realizé teniendo
en cuenta las caracteristicas microscépicas que estas presentaron.
5.6 FASE lll. ESTABLECIMIENTO DEL APORTE DE LAS BACTERIAS
AL CRECIMIENTO DE LAS ESPECIES VEGETALES.

5.6.1 Preparacion de bioinoculos

Las 5 colonias seleccionadas se activaron mediante la inoculacion en 10mL de
caldo Tripticasa soya durante 24 horas a 37°C. Pasado el periodo de incubacién
se ajustaron a escala 0,5 McFarland, con la intencion de obtener la misma
cantidad de masa microbiana. Seguidamente, se realizaron controles de pureza
y viabilidad mediante la siembra de 100uL de cada bioinéculo en los medios
solidos especificos de los aisl6 cada rizobacteria (ASHBY y JMV).
Posteriormente se sembraron los inéculos ajustados en 200mL de los caldos

especificos. A continuacion se dejaron en agitacion constante a 150rpm a 37°C,
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realizando mediciones de la biomasa a diferentes intervalos de tiempo hasta
alcanzar la estabilidad del crecimiento bacteriano (fase estacionaria). Una vez
logrado esto, se retiraron de incubacion, se realiz6 de nuevo control de purezay
viabilidad y se refrigeraron hasta el momento de la inoculaciéon en vivero. El
nuamero de UFC de cada inéculo se determiné mediante el método de conteo en
placa. Para esto se tomaron 100uL de las diluciones del indculo realizadas (102,
103, 104, 105 y 106) y se sembraron en los medios especificos solidos de los

cuales se aislaron inicialmente (39).

5.6.2 Ensayos de crecimiento vegetal

Para evaluar el aporte de las rizobacterias seleccionadas al crecimiento y
adaptacion de especies nativas del bosque Altoandino, se realizaron ensayos en
el vivero de la sede Usme de la Universidad Antonio Narifio, con plantas
anteriormente usadas en restauracién ecoldgica como especies sucesionales
tempranas, que ayudan a formar nacleos de regeneraciéon y que han desarrollado
alta capacidad de adaptacion y supervivencia en zonas de alta montafia. Las
especies usadas fueron Escallonia paniculata y Vallea stipularis, las cuales se

cultivaron en vivero 1 mes antes de iniciar los procesos experimentales (3).

Cada colonia corresponde a un tratamiento; se aplicaron 5 tratamientos, cada
uno a 5 plantas de las dos especies para un total de 25 plantas por especie
vegetal. Adicionalmente se tomaron 10 plantas por especie como control, a las
cuales no se les aplicé ningun tratamiento bacteriano, con el fin de determinar si

existen diferencias significativas entre los ensayos y el control.

La aplicacion de los tratamientos se realiz6 una sola vez al inicio del experimento

adicionando 20mL de in6culo a cada planta.

Figura 19. Representacion grafica del experimento en vivero por especie. Elaborado por los

autores, 2017.
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Con la intencién de evaluar el efecto de los in6culos microbianos simples sobre
el crecimiento de la planta, se midieron las variables: largo del tallo (altura) desde
la base de la planta hasta la hoja apical (cm), nimero de hojas y didmetro del
tallo (cm). Antes de aplicar los tratamientos se realizaron estas medidas como
diagnéstico inicial (Tiempo 0) y los muestreos se hicieron durante 3 meses,
realizando mediciones de las plantas cada 15 dias, (Tiempo 1 — 15 dias, Tiempo
2 — 30 dias, Tiempo 3 — 45 dias, Tiempo 4 — 60 dias, Tiempo 5 — 75 dias, Tiempo
6 — 90 dias).

Adicionalmente, con el objeto de hacer una evaluacién cualitativa del
establecimiento de las rizobacterias inoculadas en el suelo de las plantas en
vivero, se tomaron muestras cada 30 dias (tiempos 2, 4 y 6) de 100 g de suelo
de plantas elegidas al azar. Se tom6 una muestra correspondiente a los controles
de las dos especies vegetales y dos mas correspondientes a plantas de los dos
tratamientos que evidenciaron mayor potencial en el momento del primer
muestreo. Dichas muestras se transportaron inmediatamente al laboratorio
donde se procesaron de la misma manera que las muestras iniciales realizando

diluciones seriadas y posterior siembra en medios especificos.

5.6.3 Analisis estadistico
Se evalud la homogeneidad y repetibilidad de los datos obtenidos en los
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ensayos in vitro, mediante el andlisis de la desviacidén estandar y el coeficiente

de variacion.

Adicionalmente, se realiz0 el tratamiento de los datos obtenidos en el ensayo de
vivero mediante el analisis de varianza (ANOVA) con el programa Statistica
relase 7 statsoft 2007 para evaluar la existencia de diferencias significativas entre

los tratamientos y el control.
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6. RESULTADOS

Las dos muestras de suelo recolectadas de la zona de restauracién (Figura 18),
una de ellas de un area sin cobertura vegetal y la otra con cobertura vegetal,

presentaron las caracteristicas fisicoquimicas registradas en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos analizados (37).

MUESTRA 1 MUESTRA 2 VALORES EN
CARACTERISTICAS SIN COBERTURA | CON COBERTURA SUELO FERTIL
FISICOQUIMICAS VEGETAL VEGETAL

Color Negro Negro -
Textura Franco Franco -
pH 5.3 6.1 6.5-7.5
Conductividad 6.92 dS/m 2.31dS/m 2-4dS/m
Concentracion de NOz — N 8.00 ppm 8.75 ppm 126 — 504 ppm
Concentracion de PO4* 36.30 mg/L 5.78 mg/L 35-70 mg/L
Concentracion de K 285 mg/L 260 mg/L 150 — 300 mg/L
Concentracion de Ca?* y Mg?* ~450 mg/L 0 mg/L 250 — 670 ppm

Los valores obtenidos para cada suelo presentan similitud en la mayoria de los
parametros, no obstante, se observan notables diferencias en la conductividad,

la concentracion de PO4* y la concentracién de Ca?* y Mg?*.

6.1 AISLAMIENTO EN MEDIOS SELECTIVOS PARA RIZOBACTERIAS
FIJADORAS DE NITROGENO

Se aisl6 un total de treinta y tres rizobacterias fijadoras de nitrégeno de las dos
muestras de suelo analizadas. A cada colonia se le asigno el cédigo “RBFN”
(Rizobacterias Fijadoras de Nitrégeno). Nueve corresponden a la muestra 1
(suelo sin cobertura vegetal) y veinticuatro a la muestra 2 (suelo con cobertura
vegetal). Del total de aislamientos, el 21% son bacilos Gram positivos y el 79%
bacilos Gram negativos. A partir del medio JMV se aislaron 10 colonias, del
medio ASHBY 11 colonias y del medio NFB 12 colonias. Ver Figura 20.

54




RBFN 01

Total colonias aisladas N° de colonias aisladas en
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a Negativas b. m Gram positivas ® Gram negativas

Figura 20. a. Clasificacion del total de colonias aisladas segun tincion de Gram. b. Numero de
colonias aisladas en cada medio. Elaborado por los autores, 2017.

A partir de la muestra 1 (suelo sin cobertura vegetal) se encontrd nueve colonias.
En el medio Ashby se aislaron dos colonias RBFN 01 y RBFN 02, ambas
corresponden a bacilos Gram negativos pero difieren en sus caracteristicas
macroscopicas. En el medio NFB se aislaron las colonias RBFN 03, RBFN 04 y
RBFN 05, dos de estas bacilos Gram positivos y una bacilos Gram negativos. Se
observo que eran colonias pequefias y de bordes irregulares. Las colonias RBFN
06, RBFN 07, RBFN 08 y RBFN 09 se aislaron del medio JMV, las tres primeras
corresponden a bacilos Gram negativos y la ultima, bacilos Gram positivos.
Macroscopicamente se observaron colonias de diversos tamafos. En la tabla 5
se relaciona cada aislamiento de esta muestra con sus respectivas
caracteristicas macroscopicas, microscopicas y los resultados de las pruebas

bioquimicas realizadas.

MEDIO DE CULTIVO ASHBY

Colonias pequeiias, blancas, brillantes,

. Bacilos Gram negativos
cremosas, de bordes irregulares.

Catalasa: Negativa Oxidasa: Negativa
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RBFN 02

RBFN 04 RBFN 03

RBFN 05

Colonias medianas, color crema y bordes irregulares.

Catalasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

MEDIO DE CULTIVO NFB

"
-

Colonias pequefias, grises bordes irregulares

Catalasa: Positiva

Bacilos Gram positivos

Oxidasa: Positiva

Crecimiento en forma de velo opaco del color del medio.

Catalasa: Positiva

Bacilos Gram positivos

Oxidasa: Positiva

Colonias muy pequefias, opacas, bordes irregulares

Catalasa: Positiva
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Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa



RBFN 08 RBFN 07 RBFN 06

RBFN 09

MEDIO DE CULTIVO JMB

Colonias grandes, amarillas, brillantes, de bordes

irregulares.

Catalasa: Negativa

Crecimiento masivo, en forma de velo.

Catalasa: Negativa

Colonias pequefias, amarillas, opacas, irregulares.

Catalasa: Negativa

Colonias medianas, amarillas brillantes, irregulares.

Catalasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram positivos

Oxidasa: Negativa



Tabla 5. Descripcién macroscépica, microscopica y pruebas bioquimicas de la colonias aisladas a partir de la
muestra 1. RBFN: Rizobacteria Fijadora de Nitrégeno. Elaborado por los autores, 2017.

De la muestra 2 que corresponde al suelo con cobertura vegetal, fue posible
aislar veinticuatro colonias (RBFN 10 a RBFN 33), de las cuales nueve se
obtuvieron a partir del medio Ashby, encontrando variedad en su morfologia
macroscopica. En este medio se encontraron las colonias mas grandes y
cremosas, aunque también se aislaron algunas colonias pequefias y opacas, en
cuanto a caracteristicas microscépicas, predominan los bacilos Gram negativos.
En el medio NFB se aislaron nueve colonias, todas de forma bacilar, ocho Gram
negativas y una Gram positiva. Es de resaltar la variedad de colores de las
colonias encontradas, se observaron colonias verdes, rojizas, naranjas y del
color del medio, de tamafo pequefio y mediano y de formas bacilares Gram
negativas y Gram positivas. Del medio JMV se aislé el menor nimero de
colonias, se encontraron colonias en su mayoria grandes, brillantes y del color
del medio; prevalecen los bacilos Gram negativos. En la tabla 6 se relaciona
cada aislamiento de esta muestra con sus respectivas caracteristicas
macroscopicas, microscopicas y los resultados de las pruebas bioquimicas

realizadas.
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RBEBER 34

RBFN 11

RBFN 12

colonias 7mecﬁ?@gﬁgrﬂ%@§§i\ganspérentes,

irregulares.

Catalasa: Positiva

Colonias grandes, con bordes irregulares.

Catalasa: Positiva

Colonias medianas, cremosas, brillantes, bordes
irregulares.

Catalasa: Positiva
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Oxidasa: Nega_ti§/a
BalidasarBAYIEsitivos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Positiva

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Positiva



RBBRNJS

RBFRNBEN 16

RBFN 21

RBFN 18

Bacilos Gram negativos
T j.‘p"! N '.\3._\ ,“g —

Py

Colonias pequefias, translucidas, borde regular, Cocobacilos Gram negativos
brillantes.

Colonias pequefias, secas borde regular, blancas. Bacilos Gram negativos
peq Catalasa: Negativa g éE)mdsasa:aNega va

Do > Oxida:

Colonias pequefias, bordes regulares. Bacilos Gram positivos

Catalasa: Negativa Oxidasa: Positiva
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RBFN 24 RBFN 23 RBFN 22

RBFN 25

Colonias medianas, verdes, brillantes, bordes
irregulares

Catalasa Positiva

Colonias grandes, opacas, bordes irregulares.

Catalasa: Negativa

Colonias pequefias, bordes irregulares, opacas, secas.

Catalasa: Positiva

Colonias medianas, naranjas, bordes regulares,
opacas, secas

Catalasa: Positiva
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Cocobacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram positivos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa



RBFN 27 RBFN 26

RBFN 28

RBFN 29

Colonia medianas, verde claro, con borde regular,
brillantes

Catalasa: Positiva

Colonias pequefias, opacas, transparentes, borde
irregular.

Catalasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa

MEDIO DE CULTIVO JMB

Colonias grandes, cremosas, borde regular, brillantes,
aguadas.

Catalasa: Negativa

Colonias grandes, brillantes, bordes irregulares

Catalasa: Negativa

62

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Positiva

Bacilos Gram negativos

Oxidasa: Negativa



RBFN 30

Colonias medianas, color crema, de borde regular.

Bacilos Gram negativos

Catalasa: Negativa

Oxidasa: Positiva
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RBFN 31

RBFN 32

RBFN 33

Colonias pequefias, blancas, cremosas, con bordes Bacilos Gram Positivos
regulares.
Catalasa: Positiva Oxidasa: Negativa

Colonias medianas, brillantes, cremosas. Bacilos Gram negativos

Catalasa: Negativa Oxidasa: Positiva

Colonias grandes, naranjas, bordes irregulares. Bacilos Gram negativos

Catalasa: Negativa Oxidasa: Negativa

Tabla N°6. Descripcion macroscopica, microscopica y pruebas bioquimicas de la colonias aisladas a partir de
la muestra 2. RBFN: Rizobacteria Fijadora de Nitrdgeno. Elaborado por los autores, 2017.

La Criopreservacion de las colonias se registro usando el formato de la Autoridad
Nacional de Licencias Ambientales (ANLA). Ver tabla en Anexo 2.
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6.2 CUANTIFICACION DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA)

Los valores de la produccion de AIA por parte de las rizobacterias fueron
calculados a partir de la curva patrén, obtenida mediante regresion lineal cuya
ecuacion equivale a y=0.0289x — 0.0153, con un valor de R?=0.9968 que indica
que la ecuacidon puede ser usada para determinar las concentraciones. (Figura

21). Ver tabla de absorbancias en anexo 3.

Figura 21. Curva de calibracion a partir de Acido Indol Acético comercial. Elaborado por los

autores, 2017.
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Concentracion (ug/mL)

El rango de produccién de AlA por las rizobacterias del ensayo estuvo entre 3.37
y 11.87 ug/mL. En la figura 22 se observa la reaccion colorimétrica obtenida por
cada colonia. Las 10 colonias que presentaron mayor produccion de esta
fitohormona corresponden a las RBFN 6, 13, 14, 16, 24, 25, 28, 29, 30 y 32
(Tabla 7), las cuales se seleccionaron para realizar los ensayos de cuantificacion
del ion amonio. El rango de produccion de las 10 colonias mencionadas estuvo

entre 4.69y 11.87 ug/mL.

Figura 22. Reaccion colorimétrica de produccién de AIA por las rizobacterias. Fotografia
tomada por los autores, 2017.
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En la siguiente tabla se muestra la concentracién de AlA producida por cada
colonia. ElI promedio de las concentraciones se obtuvo a partir de las tres
mediciones realizadas a cada colonia. La desviacion estandar obtenida para
cada una indica que los datos estan concentrados alrededor de la media. Por su
parte, el coeficiente de variacion menor al 10% evidencia que hubo repetibilidad
en el procedimiento realizado, validando asi la confiabilidad de la tendencia y la

homogeneidad de los resultados.

Tabla N° 7 Produccién de AIA de las rizobacterias aisladas. Elaborado por los autores, 2017.

Colonia Concentracion Desviacion Coeficiente de
(RBFN) promedio estandar variacion (%)
1 5,596 0,195 3,481

4,323 0,126 2,918
3 5,535 0,273 4,814
4 4,889 0,245 5,010
5 5,010 0,345 6,879
6 11,872 0,275 2,314
8 4,354 0,144 3,302
9 3,798 0,185 4,875
11 4,828 0,305 6,318
13 6,038 0,174 2,882
14 5,380 0,084 1,411
15 5,785 0,139 2,400
16 6,722 0,342 5,095
17 4,038 0,037 0,905
18 4,494 0,074 1,651
19 4,696 0,130 2,288
21 4,364 0,153 3,495
22 3,596 0,216 6,007
23 3,980 0,130 3,264
24 5,987 0,115 1,918
25 5,677 0,060 1,274
26 5,038 0,125 2,479
27 3,374 0,222 6,569
28 6,367 0,397 6,241
29 7,801 0,243 3,115
30 10,148 0,056 0,555
31 4,747 0,051 1,071
32 5,960 0,053 0,980
33 4,494 0,092 2,038
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6.3 CUANTIFICACION DE NITROGENO FIJADO IN VITRO
(PRODUCCION DE ION AMONIO)

Los valores de produccién del ion amonio por parte de las rizobacterias fueron
calculados a partir de la curva patron, cuya ecuacion equivale a y = 0,1835x +
0,0422, con un valor de R?=0.9962 que indica que la ecuacion es confiable para

hallar las concentraciones. (Figura 23). Ver tabla de absorbancias en anexo 4.

Figura 23. Curva de calibracion a partir de un patrén de cloruro de amonio. (NH4CI). Elaborado

por los autores, 2017.
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El rango de produccion del ion amonio por las rizobacterias del ensayo, estuvo
entre 0.37 y 7.99 ug/mL. En la figura 24, se observa la reaccion colorimétrica de
cada colonia. Las 5 colonias que presentaron mayor concentracion de este ién
fueron las RBFN 6, 16, 28, 30 y 32 (Tabla 8). Estas se seleccionaron para
preparar los bioindculos utilizados en el ensayo de crecimiento vegetal en vivero.
La colonia que presenté mayor concentracion fue la RBFN 32 con 7,99 ug/mL y
la menor produccioén fue la RBFN 16 con 3,44 ug/mL.

Figura 24. Reaccion colorimétrica de produccién de i6n amonio por las rizobacterias.

Fotografia tomada por los autores, 2017.

En la tabla 8 se muestra la concentracion de ion amonio producida por cada

67



colonia. El promedio de las concentraciones se obtuvo a partir de las tres

mediciones realizadas a cada colonia. La desviacion estandar obtenida indica

gue no hay dispersion de los datos. Por otra parte, el coeficiente de variacion

menor al 10% en cada colonia evidencia que hubo repetibilidad

procedimiento realizado.

en el

Tabla N° 8. Produccién de ibn amonio por parte de las rizobacterias seleccionadas. Elaborado

por los autores, 2017.

Colonia Concentracion Desviacion Coeficiente de
(RBFN) promedio estandar variacion (%)
6 5,439 0,022 0,402
13 0,894 0,022 2,427
15 0,373 0,010 2,564
16 3,436 0,031 0,912
24 2,322 0,019 0,817
25 1,684 0,049 2,929
28 6,850 0,027 0,389
29 2,308 0,016 0,714
30 4,314 0,015 0,338
32 7,991 0,013 0,163

6.4 PREPARACION DE BIOINOCULOS

Una vez terminado el tiempo de incubacién en los medios especificos, se obtuvo

el conteo de UFC/mL para cada in6culo previamente ajustado a escala 0,5

Farland. En la dilucion 105 fue posible realizar el conteo de colonias encontrando

130, 160, 156, 144 y 125 UFC por placa, para cada tratamiento, como se observa

en la Tabla 9.

Tabla 9. Conteo de UFC de cada bioindculo. Elaborado por los autores, 2017.

RBFN 6
Tratamiento 1
1.3 X 108 UFC

RBFN 16
Tratamiento 2
1.6 X 108 UFC

RBFN 28
Tratamiento 3
1.56 X 108 UFC

RBFN 30
Tratamiento 4
1.44 X 108 UFC

RBFN 32
Tratamiento 5
1.25 X 108 UFC

Se presentan los indculos de cada colonia sembrados en los caldos especificos

(Figura 25) y la curva de crecimiento de cada uno.
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&

Figura 25. Preparacion e incubacion de bioindculos. Fotografia tomada por los autores, 2017

Como se observa en las curvas de crecimiento (Figura 26) las rizobacterias se
encontraban en fase exponencial, la cual representa un estado ideal para su
uso, debido a que es alli donde hay mayor produccion de metabolitos. (Ver

medicion de densidad Optica en Anexo 5).

Figura 26. Curvas de crecimiento bioindculos. Elaborada por los autores 2017.
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6.5 IDENTIFICACION PRESUNTIVA DE RIZOBACTERIAS FIJADORAS
DE NITROGENO

La identificacion presuntiva obtenida por medio del panel bioquimico BBL Crystal
E/NF se presenta en la tabla 10. (Anexo 6).

Tabla 10. Identificacion de las rizobacterias seleccionadas por medio del panel BBL Crystal.
Elaborado por los autores 2017.

5di T % de Muestra de suelo de
Cadigo Identificacion _ .

confianza origen

RBFN 6 Serratia marcescens 98% 1 - Sin cobertura
vegetal

RBFN 16 Serratia liquefaciens 96% 2 — Con cobertura
vegetal

RBFN 28 Enterobacter cloacae 71% 2 — Con cobertura
vegetal

RBFN 30 Enterobacter sakazakii 66% 2 — Con cobertura
vegetal

RBFN 32 Klebsiella oxytoca 87% 2 — Con cobertura
vegetal

6.6 ENSAYOS DE CRECIMIENTO VEGETAL

Se evaluo el efecto de los cinco tratamientos durante tres meses mediante la
medicion de parametros de crecimiento vegetal (altura, nUmero de hojas y
grosor) en 70 plantas de dos especies nativas de Bosque Altoandino, 35 de
Escallonia paniculata y 35 de Vallea stipularis. En la Figura 27 se presenta el
orden de las plantas en vivero, ubicadas en dos bloques. Al lado izquierdo 27(a)
se observa el blogue de plantas de Escallonia paniculata, las primeras filas (de
abajo hacia arriba) corresponden a las cinco plantas de cada tratamiento y las
Ultimas dos filas corresponden a las 10 plantas control. Las plantas de las

especie Vallea stipularis se encuentran ubicadas de la misma manera 27(b)

Figura 27. Especies vegetales en vivero. a. Escallonia paniculata b. Vallea stipularis. Fotografia
tomada por los autores, 2017
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En la tabla 11 se muestra el crecimiento progresivo de las plantas a lo largo del
tiempo de evaluacion. En cada medicion fue posible observar que el crecimiento
de las plantas de Escallonia paniculata en general fue mayor que el de Vallea
stipularis. Adicionalmente se noté en los diferentes tiempos de estudio, que
algunas de las plantas inoculadas con los tratamientos superaban los valores
obtenidos en las plantas control (Ver tablas de mediciones de altura, grosor y

namero de hojas para cada especie en Anexo 7).

Tabla 11. Registro fotografico de las dos especies vegetales en vivero durante los tiempos
evaluados. Elaborado por los autores, 2017.

Tiempos Escallonia paniculata Vallea stipularis

Dia 0
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Dia 15

ia 30

D

ia 45

D

Dia 60
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Dia 75

Dia 90

A continuacion se muestra el analisis estadistico realizado para cada parametro
evaluado, el cual permitié determinar si hubo diferencias significativas entre las

plantas inoculadas con los tratamientos y los controles.

6.6.1 Altura, nimero de hojas y grosor de Escallonia paniculata

Inicialmente, al comparar la altura de cada grupo de plantas segun el tratamiento,
se observo que no habia diferencia entre los tratamientos aplicados y el control
(p=0,086) lo que hizo pensar que durante el tiempo de seguimiento a las plantas
en vivero, los tratamientos no tuvieron un efecto significativo en el crecimiento

de la especie vegetal Escallonia paniculata.

Sin embargo, al realizar un analisis detallado relacionando la altura con el
tratamiento y el tiempo de seguimiento, ademas de evidenciar el crecimiento
progresivo de las plantas, fue posible observar en el dia 90 una diferencia

significativa (p < 0,05) entre cuatro de los tratamientos (RBFN 16, 28, 30, 32) y
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el control. Teniendo en cuenta lo anterior, se realizé un analisis de varianza
simple con éstos datos, en el que fue posible visualizar que efectivamente si
existe diferencia significativa entre la mayoria de tratamientos aplicados, excepto
en el de la RBFN 6, como se observa en la Figura 28. Esta diferencia es
estadisticamente significativa dado que el valor P de la prueba fue menor a 0,05.

Figura 28. ANOVA simple de los datos de altura al dia 90. Escallonia paniculata. Elaborado por

los autores, 2017.
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Los parametros de niumero de hojas y grosor, presentaron un comportamiento
similar al expuesto anteriormente en la altura (Ver anexo 8). En el primer andlisis
no se evidenciaron diferencias significativas entre tratamientos y control, pero al
realizar el andlisis de varianza simple con los datos del dia 90 se pudo observar
que si habian diferencias importantes, ya que en los dos parametros, se encontré
diferencia estadisticamente significativa (P= 0,0217 y P= 0,0100
respectivamente) entre las plantas inoculadas con los tratamientos 4 y 5 (RBFN
30y 32) y el control, como se puede ver en la figura 29 y 30.

Figura 29. ANOVA simple de los datos de nimero de hojas en dia 90. Escallonia paniculata
Elaborado por los autores, 2017.
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Medias y 95,0% de Fisher LSD
P=0,0217
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Ademas de las diferencias mencionadas, es de resaltar que los tratamientos que
tuvieron mayor efecto en el crecimiento de esta especie vegetal fueron el 4
(RBFN 30) y el 5 (RBFN 32), debido a que los valores mas altos en los tres

pardmetros correspondian a las plantas inoculadas con estos tratamientos.

Figura 30. ANOVA simple del grosor en el dia 90. Escallonia paniculata. Elaborado por los

autores, 2017.
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6.6.2 Altura, numero de hojas y grosor de Vallea stipularis

El analisis estadistico realizado para esta especie vegetal demostro que no hubo
diferencia significativa entre los tratamientos y el control en ninguno de los tres

pardmetros estudiados durante el tiempo de seguimiento (P=0,5344).

En la figura 31 se relacionan los datos de altura en el dia 90, comparando cada
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tratamiento con el control. Ademas de observar las diferencias, es posible notar
que la media de la altura en la mayoria de los grupos de plantas inoculadas es

mayor que la media de las plantas sin inéculo (control).
Figura 31. ANOVA simple de la altura de Vallea stipularis al dia 90. Elaborado por los autores, 2017.
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Los analisis de las variables numero de hojas y grosor para Vallea stipularis

mostraron el mismo comportamiento que la altura. Ver anexo 9.

6.6.3 Monitoreo cualitativo del establecimiento bacteriano en vivero

A continuacion, en las figuras 32, 33 y 34 se presenta el establecimiento de las
rizobacterias inoculadas en el suelo de las plantas de vivero:

Figura 32. Registro fotogréafico del establecimiento bacteriano 30 dias después de la
inoculacién. Se resaltan en rojo las colonias con caracteristicas macroscépicas y microscopicas
similares a las de los in6culos Elaborado por los autores, 2017.
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Figura 33. Registro fotografico del establecimiento bacteriano 60 dias después de la
inoculacién. Se resaltan en rojo las colonias con caracteristicas macroscépicas y microscopicas
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similares a las de los in6culos. Elaborado por los autores, 2017.

Control
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Figura 34. Registro fotografico del establecimiento bacteriano 90 dias después de la
inoculacién. Se resaltan en rojo las colonias con caracteristicas macroscépicas y microscépicas
similares a las de los in6culos Elaborado por los autores, 2017.
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Como se observa en las figuras anteriores, tanto en tratamientos como en
controles fue abundante la presencia de hongos. En ninguno de los tratamientos

se obtuvo gran cantidad de aislamientos bacterianos. A pesar de esto, en los tres
muestreos se encontraron colonias con caracteristicas similares a aquellas con
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las que se realizaron los bioinéculos de cada tratamiento. A dichas colonias se
les realiz6 coloracion de Gram, encontrando bacilos Gram negativos. En el caso
de las muestras de las plantas sin indculo (controles), se observd crecimiento
bacteriano Unicamente en el primer muestreo, posiblemente porque la
abundancia de hongos no permitié su crecimiento.

A pesar de que el monitoreo del establecimiento bacteriano fue de caracter
cualitativo y se pudo comprobar la supervivencia de las rizobacterias inoculadas,
es importante resaltar que la cantidad de colonias encontradas es mucho menor

que la inoculada.

En general, se puede decir que los resultados obtenidos fueron satisfactorios de
acuerdo a los objetivos planteados. Se logro el aislamiento y posterior seleccion
de las mejores rizobacterias y se establecio su aporte al crecimiento de las dos
especies vegetales nativas encontrando que para una de estas el aporte fue méas

significativo.
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7. DISCUSION

Las caracteristicas fisicoquimicas de las dos muestras de suelo mostraron
valores similares en los diferentes aspectos evaluados, no obstante, parametros
como la conductividad y la concentracién de Ca?* y Mg?* presentan diferencias
notables entre las muestras. La conductividad esta estrechamente relacionada
con la cantidad de sales presentes en el suelo (41), los valores obtenidos en las
dos muestras indican que el suelo de la muestra 1 es ligeramente salino (>4
dS/m) y el suelo de la muestra 2, que tiene cobertura vegetal, es normal
(<4 dS/m), lo que es méas favorable para la nutricion de las plantas. Por su parte
la presencia de Ca?" y Mg?* en la muestra de suelo con cobertura vegetal
favorece el intercambio cationico, proceso determinante en el crecimiento de las
plantas segun la literatura (42). Los dos suelos analizados presentaron pH &cido,
sin embargo el pH del suelo con cobertura vegetal fue mas cercano a la
neutralidad (6.1), lo que concuerda con lo reportado en la literatura, debido a
que en estos suelos la concentracibn de iones es Optima tanto para el
crecimiento de las plantas como para el establecimiento de microorganismos
rizosféricos (41, 43). Lo anterior se relaciona directamente con la cantidad de
rizobacterias aisladas a partir de cada muestra de suelo, ya que se aislaron mas
rizobacterias en el suelo normal que en el suelo que presenté condiciones de

acidez y salinidad.

Los medios selectivos ASHBY, NFB y JMV, los cuales no poseen ningun
compuesto nitrogenado y contienen diferentes azlcares (manitol y cido malico)
como fuente de carbono, son ideales para el aislamiento de rizobacterias
fijadoras de nitr6geno, las cuales al no poseer ninguna fuente de este elemento
esencial, deben usar el que se encuentra en la micro atmosfera de la caja de
Petri (3). Este procedimiento constituye un primer paso hacia la identificacion de
bacterias con capacidad para fijar nitrogeno (5). Teniendo en cuenta lo anterior,
la primera seleccién de las rizobacterias a usar en la produccion de bioinéculos,
se realiz6 mediante la siembra en dichos medios, encontrando una cantidad

considerable de microorganismos en las dos muestras analizadas.
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El total de bacterias aisladas fue 33, de las cuales el 79% corresponde a bacilos
Gram negativos y el 21% bacilos Gram positivos. Lo anterior se relaciona con las
poblaciones bacterianas que se encuentran habitualmente en muestras de
suelo, ya que la mayoria de rizobacterias reportadas como fijadoras de nitrégeno
corresponden a bacilos Gram negativos (2, 3).

En los aislamientos obtenidos de las dos muestras se encontraron notables
diferencias. A partir del suelo de la muestra 2 (con cobertura vegetal) se aisl6 el
72% del total de rizobacterias, probablemente porque sus caracteristicas
fisicoquimicas fueron mas asimilables para estos microorganismos y porque la
presencia de cobertura vegetal supone exudados radiculares, determinantes en
el establecimiento de estas rizobacterias (44). Es importante resaltar ademas
gue para esta muestra, se aislaron mas rizobacterias a partir de los medios NFB
(pH 6,8) y ASHBY (pH 7,0), probablemente porque éstos presentan un pH
similar al de este suelo, lo que pudo favorecer el crecimiento de las bacterias
aisladas. Por otra parte, en la muestra 1 (sin cobertura vegetal) el mayor
crecimiento se obtuvo en el medio JMV, el cual tiene un pH mas acido (pH 4,5)

semejante al de dicha muestra (5).

Algunos microorganismos tienen la capacidad de inducir el crecimiento vegetal
directamente o indirectamente. La influencia directa incluye la produccién de
fitohormonas, como el acido indol acético (AlA), auxina que controla diversos
procesos fisioldgicos como la elongacion, division celular, diferenciacion de
tejidos y las respuestas a la luz y la gravedad (10,35). Dado que uno de los
objetivos de éste trabajo fue favorecer el crecimiento y adaptabilidad de las
plantas nativas a escala de vivero, se evalu6 como segundo criterio de
seleccién la capacidad de estas rizobacterias para producir dicha auxina,

siendo esto un aporte adicional a la fijacion de nitrégeno.

La produccion de AlA se midid por espectrofotometria, para lo cual se realizé
una curva patron con concentraciones de AIA en un rango de 0 a 40 ug/mL,
puesto que en la literatura consultada se reportan estas concentraciones de
produccion de AlA para bacterias promotoras de crecimiento vegetal (38, 39).
Todas las rizobacterias aisladas evidenciaron produccién de esta auxina dentro

del rango mencionado. Sin embargo, se observdé que dicha produccién en
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general no estuvo entre los valores mas altos en comparacion con las
concentraciones reportadas, considerando que Celis y Gallardo (2008), en su
estudio de estandarizacion de métodos de deteccion de AIA encontraron por el
mismo método usado en este trabajo, que el rango de produccion de AlA para
bacterias promotoras de crecimiento vegetal estuvo entre 0,25 y 47ug/mL. Lo
anterior no debe ser considerado un factor limitante para la promocion del
crecimiento vegetal, ya que en otros estudios se demostr6 que bajas
concentraciones de esta fitohormona pueden estimular el desarrollo de las

plantas (45).

Otro mecanismo directo de induccion de crecimiento vegetal es la fijacion
biolégica de nitrégeno. Aunque ya se tiene claro que las rizobacterias
seleccionadas fijan éste elemento, se utilizé la determinacién indirecta del i6n
amonio como ultimo criterio de seleccién para escoger las rizobacterias con
mayor potencial de fijacion in vitro, puesto que la presencia de este i6n es un
indicador que confirma la toma del nitrégeno y su posterior conversion a la forma
NHa por parte de las rizobacterias (13). En el estudio realizado por Lara (2007),
las rizobacterias fijadoras asimbitticas aisladas de la rizosfera de cultivos
agricolas, Azospirillum sp. y Azotobacter sp, presentaron una produccion de
amonio de 0,90 a 5,17 y 3,14 a 4,67 ug/mL, respectivamente. Teniendo en
cuenta lo anterior se puede inferir que las bacterias seleccionadas en este trabajo
tienen buena capacidad de fijacién in vitro, pues presentaron concentraciones
entre 3,43 y 7.99 ug/mL (16).

Al realizar la identificacion presuntiva de estas bacterias, se observé que los
resultados obtenidos son pertinentes, dado que los géneros identificados estan
involucrados en la promocion de crecimiento vegetal, especialmente en la
fijacion de nitrégeno, segun la literatura revisada. Lo anterior se pudo comprobar
igualmente en este estudio, debido a que estas rizobacterias presentaron buena

actividad en los ensayos in vitro.

En estudios realizados en cultivos de arroz (Oryza sativa) y cafia de azUcar
(Oryza sativa) se comprobo mediante ensayos in vitro, que Serratia marcescens

(RBFNG6) tiene actividad fijadora de nitrogeno, encontrando que la inoculacion
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con esta cepa provoca incrementos significativos en la longitud radical y en el

peso seco de las raices de dichas plantas (46, 47).

La identificacion de la RBFN16 coincidié con Serratia liquefaciens la cual ha sido
reportada como promotora de crecimiento vegetal, pero no se encontraron
estudios que la relacionen directamente con la fijacion de nitrégeno. No obstante,

en este estudio demostr6 su capacidad para producir AIA y amonio (46).

Por su parte, se ha descrito que las bacterias identificadas como Enterobacter
cloacae (RBFN 28) Enterobacter sakazakii (RBFN 30) y Klebsiella oxytoca
(RBFN 32) cuentan con el material génico y por ende, la enzima necesaria para
realizar el proceso de fijacion de nitrégeno, por lo cual se incluyen en el conjunto

de bacterias diazo6trofas con potencial biofertilizante (4).

Uno de los aspectos mas importantes de este estudio consistié en establecer el
aporte de las bacterias seleccionadas al crecimiento de especies vegetales
nativas de Bosque Altoandino. Para lograrlo, inicialmente fue necesaria la
preparacion de bioindculos. Un bioindculo puede elaborarse utilizando un
consorcio de diversas especies microbianas, 0 un solo microorganismo con

caracteristicas especiales (48).

Barreto (2007) y Orozco (2009) realizaron ensayos con especies forestales
usando in6culos simples y en consorcio, obteniendo mejores resultados en
la estimulacion de los diferentes parametros vegetales con los bioinéculos
simples (2, 10). Partiendo de los resultados mencionados, en este trabajo cada
una de las rizobacterias seleccionadas fue usada para producir un bioinéculo
simple, que se empled como tratamiento para un grupo de plantas en el ensayo

de vivero.

El andlisis estadistico del conjunto de datos obtenidos en este ensayo, permitid
generar una vision del comportamiento de las rizobacterias inoculadas y el efecto
generado en las especies vegetales del estudio. En Escallonia paniculata fue
posible observar diferencias significativas (P<0,05) en las variables analizadas
(altura, numero de hojas y grosor) en algunos de los datos correspondientes al
altimo tiempo de muestreo (90 dias). Con relacion a la altura, las plantas
inoculadas con Serratia liquefaciens (RBFN16), RBFN 28, Enterobacter

sakazakii (RBFN 30) y Klebsiella oxytoca (RBFN 32) mostraron diferencias
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significativas (P<0,05) frente a las plantas sin inocular, permitiendo evidenciar
el efecto nutricional que las rizobacterias generaron al fijar nitrogeno (10). En
el numero de hojas y grosor solo tuvieron efecto los tratamientos con
Enterobacter sakazakii (RBFN 30) y Klebsiella oxytoca (RBFN 32).

Arguello y Moreno (2014) encontraron que los tratamientos bacterianos
favorecieron el crecimiento de las plantas de cacao hasta el dia 120 de
evaluacion. Asi mismo, en el estudio de Criollo (2012) sobre inoculacion en
pasto, las diferencias significativas se presentaron entre los dias 100 y 130
posterior a la inoculacién (13, 49); algo similar a lo encontrado en este estudio,
donde las diferencias de los tratamientos frente al control se empezaron a notar
a los 90 dias de inoculacion con los tratamientos en la especie Escallonia
paniculata. De lo anterior se puede resaltar que el comportamiento y efecto de
las rizobacterias en los ensayos con plantas agricolas y gramineas, puede ser

similar al de ensayos realizados en especies forestales, como en este caso.

Con respecto a la especie vegetal Vallea stipularis, durante el tiempo de
seguimiento se observaron diferencias frente a los controles, pero estas no
fueron estadisticamente significativas (P<0,05) en ninguna de las variables
analizadas. Cabe considerar que no todos los estudios reportan efectos positivos
en el crecimiento vegetal al inocular bacterias fijadoras de nitrégeno o
promotoras de crecimiento vegetal (17). Por otra parte, el no evidenciar
crecimiento en el tiempo de estudio, no se debe entender como nulidad en la
accion de las rizobacterias, pues probablemente era necesario mas tiempo de
seguimiento. Ademas se deben tener en cuenta otros factores que pudieron
influir en el ensayo. En el caso de esta especie fue posible visualizar la presencia
de tallos adyacentes al principal, que presentaban un niamero considerable de
hojas. Lo anterior podria explicar el poco aumento de longitud del tallo principal,
debido a que posiblemente, los nutrientes suministrados por las rizobacterias
fueron destinados al desarrollo de la totalidad de la planta. Finalmente, se debe
destacar que Serratia liguefaciens (RBFN16) tuvo el mejor efecto en la altura de

esta especie vegetal.

Se obtuvieron diferencias significativas en el crecimiento de las plantas de

Escallonia paniculata y no en las de Vallea stipularis, pero esto no debe ser
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Unicamente atribuido a la accion de las rizobacterias en el crecimiento de las
plantas, sino que se deben tener en cuenta las exigencias ambientales de cada
especie, pues segun la literatura, Escallonia paniculata es una especie de
crecimiento rapido que no es exigente en suelos y Vallea stipularis es una
especie de crecimiento muy lento y mas exigente, ya que prefiere los suelos
fértiles y acidos y es poco resistente a las heladas, lo que puede justificar los
resultados obtenidos (25). Teniendo en cuenta todo lo anterior, se puede decir
que las plantulas tratadas con estas rizobacterias fijadoras de nitrogeno podrian
ser usadas en procesos de restauracion una vez alcancen el desarrollo suficiente
tanto de su parte aérea como de sus raices, de manera que puedan adaptarse

facilmente a su ambiente nativo.

La mayor promocién del crecimiento de las plantas fue inducida por Klebsiella
oxytoca (RBFN 32), que reportd una alta capacidad productora de amonio. Por
su parte Serratia marcescens (RBFNG6) que evidencio la mayor produccion de
AlA en el ensayo in vitro y que ademas genero una buena concentracion de
amonio, no se destaco en el ensayo de promocion de crecimiento vegetal. Algo
similar reporta Pefia (2007), que al inocular una cepa descrita como promotora
del crecimiento, con altos valores de produccién de AlA, no genero ningun efecto
positivo en las plantulas, por el contrario deprimié su crecimiento. Los resultados
anteriores, muestran que la produccién de hormonas de crecimiento y fijacién de
nitrdgeno in vitro no necesariamente determinan la accién biofertilizante de las

rizobacterias (50).

A este respecto, es necesario considerar otras condiciones que determinan el
proceso de fijacion del nitrégeno in vivo por parte de las rizobacterias, como el
pH, la temperatura, la presencia de nitrégeno combinado, las fuentes de carbono
y la capacidad competitiva y antagonica del microorganismo (16). El
establecimiento de las bacterias en la rizésfera depende de cada uno de dichos
aspectos; a nivel de laboratorio es posible suministrar buenas condiciones de
temperatura y aireacion, asi como todos los nutrientes requeridos y el pH
adecuado, mediante un medio de cultivo que facilita la producciéon de biomasa,
enzimas o de un determinado metabolito (51). Caso contrario al ambiente del

ensayo en vivero, en el que las bacterias son sometidas a un entorno diferente,
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en condiciones de estrés en las que posiblemente su metabolismo se ve

reprimido y en muchos casos no pueden sobrevivir.

En el monitoreo realizado al establecimiento bacteriano, durante los tiempos de
muestreo se encontraron algunas colonias bacterianas con las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de las que se aplicaron inicialmente. Cabe
resaltar que al utilizar un sustrato natural, es decir, suelo sin previo proceso de
esterilizacion, las bacterias aplicadas debian competir con la microbiota natural
del suelo rizosférico, que en este caso estaba compuesto por una cantidad
considerable de hongos, como se pudo observar en el cultivo. Dicho suelo no se
esterilizé porque las rizobacterias debian someterse a su ambiente nativo para
comprobar sus beneficios, como lo indica Angulo (2014) que afirma que el
proceso de esterilizacion puede generar una vision erronea del efecto de las

rizobacterias en la promocion del crecimiento de las plantas (11).

Finalmente, refiriéendonos a los requerimientos de nutrientes, la proporciéon
que las plantas pueden proveer a los microorganismos varia con respecto a la
especie vegetal, por lo cual las rizobacterias inoculadas pueden responder de
manera diferente, como lo muestran los resultados de este trabajo, en los que
se observan mejores efectos en el crecimiento de Escallonia paniculata que de

Vallea stipularis.
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CONCLUSIONES

Se aislaron 33 rizobacterias fijadoras de nitrégeno de suelos con y sin
cobertura vegetal pertenecientes al ecosistema de Bosque Altoandino,
encontrando mayor cantidad de estas en el suelo con cobertura, lo que
comprueba que la presencia de plantas es indispensable para el
establecimiento de diferentes poblaciones microbianas, siendo esto

favorable para el equilibrio del ecosistema.

Las bacterias identificadas como Serratia marcescens, Serratia
liquefaciens, Enterobacter cloacae, Enterobacter sakazakii y Klebsiella
oxytoca demostraron ser potenciales fijadoras de nitrégeno y productoras
de AIA in vitro y tal como lo reporta la literatura son portenciales

biofertilizantes.

En los ensayos de crecimiento en vivero, los tratamientos realizados con
las bacterias, mostraron diferencias en las variables analizadas frente a
los controles para las dos especies vegetales en estudio, pero solo para
Escallonia paniculata los resultados fueron estadisticamente significativos
(P<0,05), lo que coincide con el ciclo de vida de las plantas, ya que Vallea
stipularis es una especie de crecimiento lento y exigente en suelos, por
lo cual no se alcanzaron a evidenciar diferencias significativas en el

tiempo de estudio.

Las rizobacterias fijadoras de nitrégeno aisladas de Bosque Altoandino,
favorecieron el crecimiento de especies vegetales nativas de este
ecosistema, comprobando que la recuperacién y potencializacién de
bacterias a partir del mismo entorno, es de gran utilidad en procesos de

restauracion ecoldgica
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8. RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se proponen las siguientes

recomendaciones

Se recomienda realizar mas de una inoculacion, con el fin de garantizar
que las rizobacterias se mantengan en la rizosfera de las plantulas en la
concentracion inicial, determinando los tiempos de reinoculacion segun lo

observado en el monitoreo del establecimiento bacteriano.

El tiempo de medicién de los pardmetros de crecimiento vegetal en el
ensayo en vivero debe ser mas prolongado para poder evidenciar con

mayor certeza el aporte de las rizobacterias fijadoras de nitrégeno.

En caso de que la identificacion bacteriana sea determinante para los
resultados de un estudio similar al realizado, se debe realizar

identificacion molecular.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion medios de cultivo selectivos para rizobacterias fijadoras

de nitrogeno.

AGAR ASHBY (pH: 7.0)

AGAR NFB (pH: 6.8)

AGAR JMV (pH: 4.5)

Ingredientes | Cantidad Ingredientes | Cantidad Ingredientes Cantidad
por Litro por Litro por Litro
Sacarosa 59 Acido malico 30 Manitol 39
Manitol 549 Glucosa 249 Sacarosa 249
KoHPO4 lg KoHPO4 5ml KoHPO4 (so0l.10%) 2ml
(sol.10%)
MgSO, 0.2¢g KH2PO4 (so0l.10%) 15 ml
MgSO. .7 H20 2ml
FeSO, .7 (sol.10%) MgSO,.7 H>O
H20 0.005g Iml (sol.10%) 2ml
NaCl (sol.10%)
NaCl 0.2g¢g NaCl (so0l.10%) Iml
CaCl;.2 H:0 2ml
CaCl; .2 H,O 0.2g (sol.1%) CaCl; .2 H-O
(sol.1%) 2mi
Agar agar 15¢9 Azul de
bromotimol 2mi Azul de
(0.5% en KOH bromotimol (0.5% 2ml
0.2N) en KOH 0.2N)
2ml
Solucién de Solucion de 2ml
micronutriente micronutrientes
S 4ml
EDTA-Fe (sol 4ml
EDTA-Fe (sol 1.64%)
1.64%) 1ml
Solucion de iml
Solucién de 15¢ vitaminas
vitaminas 159
Agar agar
Agar agar
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Anexo 2. Registro de las Rizobacterias Fijadoras de Nitrégeno purificadas y
criopreservadas. Autoridad Nacional de Licencias Ambientales (ANLA)

1.DATOS GENERALES

Fecha de diligenciamiento | Dia: 12 Mes: Marzo Afi0:2017

Titulo del proyecto: EVALUACION DE LA CAPACIDAD FIJADORA DE NITROGENO DE RIZOBACTERIAS

NATIVAS DE BOSQUE ALTO ANDINO DE USME PARA USO EN RESTAURACION ECOLOGICA

Responsables del proyecto: Gabriela Gomez Avendafio. Johana Cristina Hernandez Vega.

Diego Fernando Gonzalez Perez.

2. INFORME SOBRE EL MATERIAL RECOLECTADO
2.1 Metodologia usada para la preservacion de muestras

Caodigo de Protocolo de Embalaje No. de cepas Fecha
la cepa preservacion recolectadas
RBFNO1 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO2 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO03 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO04 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO5 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO06 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO7 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFNO08 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFN09 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 12/agosto/2016
RBFN10 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN11 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN12 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN13 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN14 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN15 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN16 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN17 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN18 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN19 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN20 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN21 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN22 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN23 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN24 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN25 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN26 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN27 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN28 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN29 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN30 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN31 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN32 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
RBFN33 Criopreservacion Tubos eppendorf 2 04/noviembre/2016
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Anexo 3. Curva de calibracién y tabla de absorbancias AIA

Se obtuvo la siguiente curva de calibracion a partir del acido indolacético
comercial con reactivo de Salkowski

Lectura de absorbancia a 530nm de la curva de calibracién de AIA

Media de
Concentracion (ug/mL) | absorbancias
0 0,006
2 0,014
4 0,066
6 0,158
8 0,214
10 0,292
15 0,443
20 0,582
30 0,855
40 1,122

Anexo 4. Curva de calibracién y tabla de absorbancias ibn amonio.

Se obtuvo la siguiente curva de calibracién a partir de un patrén de cloruro de
amonio. (NH4CI).




Lectura de absorbancia a 632nm de la curva de calibracién de AIA

Media de
Concentracion (ug/mL) | absorbancias
0 0,000
2 0,426
4 0,837
6 1,108
8 1,542
10 1,845

Anexo 5. Medicion de densidad éptica para las curvas de crecimiento de los
bioindculos.

O Horas | 24 Horas | 36 Horas | 48 Horas | 60 Horas | 84 Horas
RBFN 6 0 0,450 0,520 0,558 0,636 0,641
RBFN 16 0 0,633 0,633 0,783 0,791 0,801
RBFN 28 0 0,416 0,448 0,468 0,515 0,524
RBFN 30 0 0,466 0,631 0,678 0,686 0,689
RBFN 32 0 0,450 0,600 0,638 0,665 0,672

Anexo 6. Panel bioquimico BBL Crystal E/NF para identificacion de las
rizobacterias seleccionadas para ensayo en vivero.

RBFN 6

- — ~- ]
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Anexo 7. Formato de recoleccion de datos para cada especie.

Altura de plantas control de Escallonia paniculata

H#PLANTA | MALTURA cm | M ALTURA cm | M ALTURA cm | M ALTURA cm | M ALTURA cm | M ALTURACm | M ALTURA cm |Tratamiento Usme
05/09/2017 | 21/09/2017 | 06/10/2017 | 15/10/2017 | 30/10/2017 |11/14/2017 (11/28/2017

1 7 g1 13 193 233 29 33 CONTROL  Usme

2 75 7.5 3 10 13 17 245 CONTROL  Usme

3 6,8 6,8 69 9,5 10,8 16 23 CONTROL  Usme

4 7 11 16 19 23 28 34 CONTROL  Usme

5 g 138 20 27 36,2 401 41 CONTROL  Usme

B g1 13 18 243 292 32 34 CONTROL  Usme

| i & [ e | es | [ [ [ fcovmor usme |

3 g 11 15 219 23 274 30 CONTROL  Usme

9 35 49 72 10,9 154 16 21 CONTROL  Usme

10 758 125 18 16 23 311 32 CONTROL  Usme
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Altura de Escallonia paniculata

#PLANTA (M ALTURA cm |M ALTURA cm M ALTURA cm |M ALTURA cm |M ALTURA cm {M ALTURA cm  |M ALTURA cm  |Tratamiento Suelo
05/09/2017| 21/09/2017( 06/10/2017| 15/10/2017| 30/10/2017i11/14/2017 |11/28/2017
1 7.4 7.7 8,1 125 1549 25,2 35 T1 Usme
2 12,8 13 131 144 17 23 45 T1 Usme
3 11,4 115 12 155 197 28,7 39,3 T1 Col 6. Usme
4 13,7 14,3 151 18,2 20 26 46,2 T1 Usme
5 13 13,2 13,7 135 141 15,8 17,7 T1 Usme
5.5 6,5 7,1 10 11 14 24 Usme
8,8 12,2 18,5 27 31,2 43,8 55 Usme
10,5 16 23 31,2 38,5 47,2 60 Usme
7.3 7.9 10,5 14,2 18 25 39 Usme
11 9.4 10,5 13,4 17,2 216 33,7 42 T3 Usme
12 12,5 13 13,5 149 18,4 27,5 40 | Usme
13 9,2 14,3 17.9 23,2 26,8 34 45 T3 Col 28. Usme
14 12 12,2 145 18,5 24 33,2 45 3 Usme
! 15 10,8 16,2 22 28,7 337 43 52,5 3 Usme
16 9,6 15,4 211 28,7 35 45 56 T4 Usme
17 8,5 12,6 17 217 27 36 47 .4 T4 Usme
18 6,9 115 16,4 22,8 27,3 39,2 51,5 T4 Col30 Usme
19 14,3 16,5 16,9 19 22 33,5 45 T4 Usme
20 10 11,5 14,8 20,1 239 35,1 44.3 T4 Usme
| e [ [ T 7 s usme
22 9,7 15,4 22,4 29.8 36,5 429 51,5 15 Usme
23 6,4 9.3 13,3 19,2 24 34,2 45 15 Col 32 Usme
24 11 11,2 11,5 159 20 299 43 15 Usme
25 10 18,3 26,5 33,8 422 48,7 59 15 Usme
Numero de hojas de Vallea stipularis
#PLANTA  |[#HOJAS #HOJAS #HOIAS #HOIAS #HOIAS #HOJAS #HOJAS |Tratameintcr Suelo
05/09/2017| 21/09/2017| 06/10/2017 |15/10/2017| 30/10/2017|11/14/2017111/28/2017
26 3 9 11 15 19 22 27 T1 Usme
27 10 10 11 25 32 39 44 T1 Usme
28 10 13 17 19 21 25 T1 Col 6. Usme
29 7 7 11 15 17 20 T1 Usme
30 7 =] 10 17 21 28 T1 Usme
3 3 11 16 18 21 Usme
10 12 14 14 18 20 24 Usme
11 12 13 24 32 37 43 Usme
10 12 14 23 29 36 40 Usme
7 14 15 22 29 34 38 Usme
36 12 14 15 15 16 16 16 T3 Usme
a7 10 10 11 24 29 32 39 T2 Usme
38 11 13 27 30 33 36 41 13 Col 28| Usme
39 16 17 18 18 21 23 26 T2 Usme
40 7 9 23 23 24 28 33 T3 Usme
41 12 14 17 23 30 45 61 T4 Usme
42 16 18 24 32 39 43 51 T4 Usme
43 11 12 13 29 33 36 40 T4 Col 30 Usme
a4 7 8 =] 9 =] =] 9 T4 Usme
45 10 11 11 12 12 14 16 T4 Usme
46 10 12 12 15 17 19 23 15 Usme
47 16 16 22 37 40 44 50 15 Usme
48 23 31 33 37 39 43 45 15 Col 32 Usme
49 10 12 15 16 18 20 15 Usme
50 10 23 16 25 39 58 15 Usme
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Numero de hojas de plantas control de Vallea stipularis

#PLANTA #HODIAS #HOIAS HHOIAS | #HOIAS #HOIAS | #HOJAS | #HOlAS [Tratamiento Usme
05,/09,/2017 | 21/09/2017 | 06/10/2017 | 15/10/2017 | 30/10/2017 |11/14/201711/28/2017
1 14 12 16 13 24 29 38 CONTROL  Usme
2 12 12 16 24 35 40 43 CONTROL  Usme
3 13 13 14 37 a1 a7 53 CONTROL  Usme
4 g 10 19 22 25 26 29 CONTROL  Usme
5 16 16 16 23 30 34 41 CONTROL  Usme
& 25 13 25 26 35 38 45 CONTROL  Usme
7 11 10 14 18 26 32 37 CONTROL  Usme
8 g g g 30 36 3g 43 CONTROL  Usme
g 13 13 14 16 17 18 20 CONTROL  Usme
10 7 7 8 g g 11 14 CONTROL  Usme

Anexo 8. Gréficas de analisis estadistico para Escallonia paniculata.

Tratamiento; LS Means CRECIME*Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 26)=2,1910, p=,08603 Current effect: F(30, 1§E}=3.9978. p.=.[]CIUUU
Effective hypothesis decomposition Erfective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Reticallare denoiel0. 35 Copfidence intervals
34 70
32
30
28
26
- 24 =
>! =
o 22 E == Tratamiento
RBFNG
20 -0 Tratamiento
18 RBFN16
“I= Tratamiento
16 RBFN28
=L~ Tratamiento
14 RBFN30
=%~ Tratamiento
12 0 RBFN32
RBFN6 RBFN16 RBFN28 RBFN30 RBFN32 CONTROL =& Tratamiento
10 t1 2 <] 4 t5 16 CONTROL
Tratamiento CRECIME
Numero de hojas
Tratamiento; LS Means HOJAS* Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 26)=2,3316, p=,07087 Current effect: F(30, 156)=3,4030, p=,00000
Effective hypothesis decomposition ) Effective hypothesis de‘:mm”!m
) ) Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals 160
70
140
60
50
40
5\
30 == Tratamiento
RBFNS
=T~ Tratamiento
20 RBFN16
—I- Tratamiento
RBFN28
10 =i - Tratamiento
RBFN30
=% - Tratamiento
0 -20 RBFN32
RBFN6E RBFN16 RBFN28 RBFN30 RBFN32  CONTROL © 1 © 3 1 5 - Tratamiento
. CONTROL
Tratamiento HOJAS
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Grosor

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 26)=2,3971, p=,06478
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

GROSOR*Tratamiento, LS Means
Current effect: F(30, 156)=2,8888, p=,00001
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

3.8 6,0
3.6 55
3.4 50
3.2 45
2.0 40
2.8
S ‘>| = == Tratamiento
= < e o 30 RBFN6
= 2.4 =T7= Tratamiento
25 RBFN16
2,2 20 == Tratamiento
20 ' RBFN28
’ 15 =4~ Tratamiento
1.8 RBFN30
0 =¥ Tratamiento
1.6 o5 RBFN32
1.4 il 12 13 14 15 16 - Tratamiento
RBFN6 RBFN16 RBFN28 RBFN30 RBFN32 CONTROL GROSOR CONTROL
Tratamiento
e Loy . o . .
Anexo 9. Gréficas de analisis estadistico para Vallea stipularis.
Tratamiento; LS Means ALTURA*Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 27)=,83812, p=,53440 Current effect: F(30, 162)=2,3624, p=,00033
Effective hypothesis decomposition  Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
22 26
21 24
20
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18 .
17
;\ 16 .
= == Tratamiento
14 1 RBFNG
-G- Tratamiento
i3 REFN16
12 = Tratamiento
RBFN28
11 =I" Tratamiento
8 RBFN30
10 =4 - Tratamiento
6l i i RBFN32
RBFN6 RBFN16 RBFN28 RBFN30 RBFN32 CONTROL 10 1 ©2 ) t4 15 16 ED ;g';TrEEOHL‘D
Tratamiento ALTURA
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Numero de hojas

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 27)=1,2958, p=,29496
Effective hvpothesis decomposition

HOJAS*Tratamiento; LS Means
Current effect: F(30, 162)=,64737, p=91941
Effective hvpothesis decomposition
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26
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20

Tratamiento; LS Means
Current effect: F(5, 26)=,65575, p=,65989
Effective hypothesis decompos
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

=
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Tratamiento

CONTROL

4,0

GROSORR*Tratamiento; LS Means
Current effect: F(30, 156)=3,6380, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denocte 0,95 confidence intervals
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