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Evaluacion del potencial de bacterias promotoras de crecimiento vegetal PGPR,

aplicadas a cultivos de papa en condiciones de invernadero

RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo originario de Ameérica del Sur y para muchos
nucleos familiares en la regién, es base del sustento alimenticio y econémico, pero sigue
siendo un cultivo tradicional y poco tecnificado, lo que redunda en un bajo nivel de

produccion.

El uso de productos quimicos en el cultivo de papa es muy alto; en Colombia se estima que se
usan tres veces mas agroquimicos de lo que necesita un cultivo, lo cual se agrava con la
intensificacion de la produccion, el aumento de la frontera agricola y la produccion en zonas

inadecuadas.

La aplicacion de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, plant growth
promoting rhizobacteria) ha aumentado el rendimiento de diversos cultivos, generando a su
vez la disminucion del uso de fertilizantes quimicos. Por esta razon, en la presente
investigacion se realiza una aproximacion a la caracterizacion de cepas con potencial PGPR
sobre plantas de papa, para lo cual se aislaron 95 cepas microbianas de rizo suelo natural
poco intervenido; de estas se seleccionaron 22 cepas por su bajo potencial como patdgenas
humanas y, se evaluaron in vitro algunos de los mecanismos que podrian usar estas cepas
para mejorar el desarrollo de las plantas. De esta forma se eligieron 4 cepas que fueron
inoculadas en suelo estéril, para determinar si tenian la capacidad de promover el crecimiento
de plantas de papa, sin necesidad de suplementar con nitrogeno o fosforo adicional al

existente en el suelo.

Finalmente se pudo determinar que una de las cepas, QA44 identificada como Pseudomonas
fluorescens, presenta rasgos que la convierten en candidata como posible rizobacteria

promotora de desarrollo vegetal.

Palabras clave: Promocion crecimiento vegetal, microorganismos, agricultura, alternativa
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ABSTRACT

The potato (Solanum tuberosum) is a crop native to South America and for many family
nuclei in the region, it is the basis of food and economic sustenance, but it is still a traditional
and low-tech crop, which results in a low level of production.

The use of chemical products in potato cultivation is very high; In Colombia, it is estimated
that three times more agrochemicals are used than a crop needs, which is aggravated by the
intensification of production, the increase in the agricultural frontier and production in

inadequate areas.

The application of Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) has increased the yield of
various crops, in turn reducing the use of chemical fertilizers. For this reason, in the present
investigation, an approach is made to the characterization of strains with potential PGPR on
potato plants, for which 95 microbial strains of, little intervened natural rhizosphere soil,
were isolated; Of these, 22 strains were selected for their low potential as human pathogens,
and some of the mechanisms that these strains could use to improve plant development were
evaluated in vitro. In this way, 4 strains were chosen that were inoculated in sterile soil, to
determine if they had the capacity to promote the growth of potato plants, without the need to

supplement with nitrogen or phosphorus additional to that existing in the soil.

Finally, it was possible to determine that one of the strains, QA44 identified as Pseudomonas
fluorescens, has traits that make it a candidate as a possible rhizobacteria that promotes plant

development.

Key words: Promotion of plant growth, microorganisms, agriculture, alternative.
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1. INTRODUCCION

La aplicacion de bacterias PGPR es una alternativa importante al uso de fertilizantes de
compuestos quimicos que generan gran concentracion de residuos toxicos en el suelo. Esta
alternativa busca, ademas, reducir el impacto economico que tiene la aplicacion de altas
cantidades de fertilizantes quimicos, y que, a su vez, causan dafio a los suelos, principalmente
en cultivos de importancia econdémica para el pais como lo son los cultivos de papa (Solanum

tuberosum)®.

El término de bacterias promotoras de crecimiento vegetal fue introducido por Kloepper y
Schroth (1978) para referirse a aquellas comunidades bacterianas del suelo capaces de
colonizar diferentes 6rganos de las plantas y generar efectos benéficos, en ellas se destacan
mecanismos de promocion directos propios de las bacterias, como la produccion de
fitohormonas, solubilizacion de compuestos fosféricos y fijacion del nitrégeno atmosférico y
otros indirectos como el control biologico® con lo cual se puede abrir una opcién alternativa

ecoldgica y reducir los costos de produccién en los cultivos®.

En Colombia, el cultivo de la papa se encuentra distribuido a lo largo del territorio en un area
de més o menos de 160.000 hectareas por afio, los cultivos de papa (Solanum tuberosum) y
papa criolla (Solanum phureja) hacen parte de los principales cultivos de solanaceas de
importancia econémica?, ademés. el cultivo comercial de esta planta se realiza entre los 2.000
y 3.000 msnm, pero las zonas de Optima produccion en funcion de calidad y cantidad de
producto son a los 2500 msnm?®. Con la finalidad de encontrar alternativas al uso excesivo de
fertilizantes quimicos y que ademéas se mantenga y/o mejore la produccion de papa, la
presente investigacion es una aproximacion a la identificacion y caracterizacion de
mecanismos PGPR de cepas microbianas nativas que puedan ser utilizadas como
biofertilizantes de manera tal que promuevan el crecimiento de plantas de papa en

invernadero, optimizando asi la produccion de este tubérculo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar microorganismos nativos con potencial promotor de crecimiento vegetal sobre el

desarrollo de plantas de papa en invernadero.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Aislar de la rizosfera de plantas de papa, en suelos poco intervenidos, microorganismos

con potencial promotor de crecimiento vegetal.

2.2.2 Determinar in vitro algunos mecanismos de promocion de crecimiento vegetal como la
degradacion de fésforo insoluble, fijacion de nitrogeno atmosférico o produccion de acido

indolacético, por parte de los microorganismos aislados.

2.2.3 Evaluar el efecto promotor de crecimiento vegetal de los microorganismos

seleccionados sobre el desarrollo de plantas de papa en condiciones de invernadero.
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3. ANTECEDENTES

Actualmente, uno de los principales problemas en la agricultura es la acumulacion de
compuestos quimicos en los suelos, lo que hace necesario contemplar alternativas de mejora
y remediacion de suelos; un estudio realizado por Mehta y Nautiyal en 2001 sugirié la
evaluacion de bacterias con capacidad solubilizadora de fosfato; en dicha investigacion, se
trata el tema de los fosfatos inorganicos aplicados al suelo por medio de los fertilizantes, que
al llegar al suelo quedan inmdviles y son incapaces de estar a disposicion de las plantas, de
manera que se menciona como mediante la microsolubilizacion en la rizosfera es posible
poner nuevamente a disposicion de las plantas este elemente, asi como también se menciona
la alternativa de inoculacién de bacterias solubilizadoras de fosfatos inorganicos del suelo

para mejorar el rendimiento de los cultivos y mejorar este bioproceso®.

Holguin et al., en 2003 mencionan que la bacterias tienen un papel importante en el
mantenimiento de manglares, incluidas las del género Azospirillum, que poseen también
caracteristicas PGPR como fijacién de nitr6geno atmosférico y la sintesis de altas
concentraciones de acido indolacétio, ademas pueden producir células tipo quiste, las cuales
le permiten a esta bacteria resistir a diferentes tipos de estrés ambiental y le brindan la
capacidad de adherirse a cualquier sistema de raices. Determinaron que las bacterias realizan

actividades simbidticas junto con las plantas en los manglares °.

La rizosfera es la region del suelo donde se encuentra una actividad microbiana muy activa y
densa. Osorio et al.® en su investigacién en 2006 mencionan las rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (PGPR) y los multiples beneficios asociados a la nutricion de las
plantas, destacando la fijacion de nitrégeno en formas organicas que luego puede ser utilizado
por las plantas, siendo las mas comunes las bacterias de géneros como Rhizobium y
Bradyrrhizobium, que forman simbiosis, y otras que no forman una simbiosis como las
bacterias del género Azotobacter. Los autores plantean la importancia del estudio de estas
bacterias para la agricultura ya que en suelos erosionados y tratados quimicamente con
fertilizantes se presenta un gran problema para cultivar, debido a la compactacion, la
infertilidad y la acidificacion de los suelos. Ademas, cita los efectos de inoculacion de la
bacteria Enterobacter agglomerans que muestra un rendimiento de absorcion de fosforo de
13,6 g por planta con respecto al control que absorbe 11,9 g por planta, en un ensayo
realizado por Kim et al. en 1998.
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Se sabe que el mecanismo de quorum sensing (QS) juega un papel importante en el desarrollo
de enfermedades vegetales como, por ejemplo, la podredumbre blanda causadas por bacterias
patogénicas, enfermedad que involucra moléculas sefial pertenecientes al grupo de las N - acil
homoserina lactonas (AHLs), relacionadas con QS; de esta forma, Jafra et al.” en el afio 20086,
estudiaron la habilidad de bacterias aisladas de rizosfera de papa en la degradacion de AHLs,
con el objetivo de desarrollar estrategias eficientes de biocontrol de la podredumbre blanda
de la papa. Los aislamientos de este estudio pertenecen a los géneros

Ochrobactrum, Rhodococcus , Pseudomonas , Bacillus, con capacidad de degradar AHL

La aplicacién alternativa de biofertilizantes en el suelo, se ha visto de manera positiva por
contribuir a la solubilizacién de elementos como el nitrégeno; en el afio 2007 Kumar et al.
encontraron que las asociaciones planta-microorganismo contribuyen en gran medida a la
fijacion de nitrogeno presente en el ambiente, la solubilizacion de fosfato y la produccion de
fitohormonas, por lo tanto, mejoran el crecimiento de las plantas, siendo la produccion de
exudados por parte de las raices de las plantas un elemento importante, ya que influye en la
estructuracion de las comunidades bacterianas de la rizésfera. En el estudio se observaron
mejores interacciones con plantas de algodon y trigo indicando un alto grado de adaptacién

entre la planta huésped con el microorganismo.

El efecto fitoprotector y biocontrolador que ejercen algunos microorganismos sobre otros
causantes de enfermedades en plantas es de gran relevancia. Choudhary et al.® (2009)
mencionan como en las ultimas décadas se han implementado estrategias de control en las
cuales se ven involucrados metodos como los microbiolégicos y los moleculares, donde las
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) ejercen efectos beneficiosos

sobre el crecimiento y desarrollo de las estas.

Maldonado et al*® (2010), evaluaron diferentes métodos de biorremediacion vy
fitorremediacion de suelos contaminados con petroleo, donde establecieron un consorcio
microbiano con dos bacterias y dos hongos donde el consorcio permiti6 una mayor
degradacion de petrdleo con un 47%, mientras que con tan solo fertilizacion inorganica no se
obtuvo una diferencia significativa con un 49% de degradacion de petréleo. De esta forma
demostraron que la efectividad de los consorcios y la de fertilizantes quimicos en cultivos de
leguminosa Guaje es significativa en cuanto a la degradacién de HTP (Hidrocarburo totales
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de petréleo) en PN (Petroleo nuevo), ademas que se potencializa el crecimiento de las
leguminosas; en cuanto al pasto variedad Egipto, observaron un buen porcentaje de

degradacion de Pl (petroleo intemperizado).

En 2010, Valenzuela et al. ** en un trabajo en plantas de tomate inoculadas con una cepa de
Bacillus subtilis aislada de plantas de papa, reportaron que la cepa utilizada promovid el
crecimiento y generd una respuesta de resistencia sistémica inducida (ISR) contra Bemisia
tabaco, resultado que fue evidente a las 3 semanas de inoculacion.

Patifio* en su investigacion del afio 2010, hace una especial mencion al fésforo como un
elemento esencial para el desarrollo del metabolismo energético, y otros procesos como la
sefializacion celular; ademas, trata la absorcion microbiana del fésforo, mediada por la
reserva en el suelo a través de su biomasa microbiana, donde los organismos del suelo
permiten la solubilizacion del fosforo. La investigacion arrojé que las plantas inoculadas con
solo BSP (bacterias solubilizadoras de fosfato), muestran en relacion con el testigo sin
inocular, un mayor valor absoluto en el contenido de P total en los tejidos de las plantas: 2.62
mg kg™ para las plantas tratadas con Burkholderia lata y 2.64 mg kg™ en el caso de las

plantas inoculadas con Burkholderia ambifaria vs. 1.98 mg kg™ para el testigo sin inocular.

En algunos estudios realizados por Krysciak et al. en 2011 a nivel molecular en bacterias del
género Rhizobium en asocio con las leguminosas, se identific6 una mayor expresion de los
genes involucrados en la formacién de nodulos fijadores de nitrégeno, méas que en cualquier
otro microambiente; asi mismo, se identifico la produccién de enzimas como las lactonasas
de acil-homoserina-lactona (AHLS) involucradas en la generacion de qudérum sensing

bacteriano, implicado en la regulacion de la formacién de biopeliculas®.

Se ha mencionado que el 80% de las rizobacterias aisladas del suelo tienen la capacidad para
producir el regulador de crecimiento de plantas el acido indol-3-acético (IAA), fitohormona
tipo auxina, que es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Fisiolégicamente
se conoce por ser muy activa y permitir el aumento de células, que a su vez aumentan la
rapidez de crecimiento en las plantas, asi como también puede generar estados de respuesta a
largo plazo (por ejemplo, division celular y diferenciacion) en plantas (Shrivastava et al.,
2011) .
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Es claro que el incremento de la poblacion humana ha obligado a una mayor produccion de
alimentos, por lo tanto, para acelerar la produccion a gran escala de los cultivos naturales se
ha implementado la aplicacion de compuestos quimicos como fertilizantes y pesticidas que
pueden llegar a ser toxicos para los suelos. En un estudio realizado por Séanchez et al. en el
afio 2012 en Colombia, se emplearon cepas bacterianas del género Enterobacter sp.,
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. para favorecer la solubilizacion de fosfatos en el suelo. Los
resultados de dicha investigacion demostraron la capacidad intrinseca de las cepas para
solubilizar una fuente de fosforo poco soluble, donde la utilizacién de este elemento fue

6ptima en la presencia de estos microorganismos™.

Igualmente, cabe destacar las endosimbiosis radiculares como un tipo comun de interaccion
entre plantas y microorganismos en la tierra. Estas interacciones hacen contribuciones
importantes a la nutricion de la planta huésped durante el desarrollo, en cuanto a la fijacion
de nitrégeno y la disponibilidad de fésforo en la micorriza arbuscular'®; en las simbiosis
fijadoras de nitrdgeno, que consisten en nédulos de la raiz de la planta donde participan
bacterias, son de gran importancia las del género Frankia actuando ademés como
biofertilizantes con gran potencial en cultivos, como lo indica un estudio realizado por
Sellstedt et al. en 2013 *°. La aplicacion de bacterias diazétrofas como alternativa a
fertilizantes, mostrd, en un estudio realizado por Moreno et al. en 2013, una diferencia
positiva al potencializar el crecimiento de plantas de maiz con diferentes cepas, algunas
pertenecientes a la especie Stenotrophomonas maltophilia. En los ensayos con una de las cepas
(M10-1) se evidencid notablemente, el aumento en la longitud de tallo (12,7 cm), hojas (0,42
cm) y raiz (24,00 cm) con respecto al al control con fertilizante los resultados obtenidos que
fue 8,5 cm de longitud del tallo, 0,28 cm en hoja y 16,00 cm en raiz*’,

Se reconoce que las bacterias promotoras de crecimiento benefician a las plantas a través de
diferentes mecanismos como son: la fijacion de N, la produccion de fitohormonas como el
etileno, o de sideroforos, la solubilizacion de fosfato y la sintesis de enzimas que alteran los
niveles de fitohormonas vy, el biocontrol de los fitopatdgenos. En este sentido, se han
estudiado las PGPR del género Azospirillum, principalmente por su capacidad para fijar
nitrégeno, la sintesis de fitohormonas y otros compuestos, incluyendo auxinas, citogquininas,
giberelinas, acido abscisico, etileno y acido salicilico, que le confieren a las plantas tolerancia
al estrés abidtico y bidtico; también pueden solubilizar fésforo inorganico haciéndolo mas
disponible para las plantas dando como resultado mayores rendimientos (Fukami, 2018) *’
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4. MARCO TEORICO

4.1 Importancia econémica de los cultivos de (Solanum tuberosum) papa en el pais.

La papa, actualmente clasificada taxonomicamente como Solanum tuberosum, es una planta
de tubérculos con hojas compuestas, con 7 a 9 foliolos (imparipinnadas), de forma lanceolada
que se disponen en forma espiralada en los tallos; presentan tres tipos de tallos, uno aéreo,
circular o angular en seccidn transversal, sobre el cual se disponen las hojas compuestas y dos
tipos de tallos subterraneos: los rizomas y los tubérculos. La raiz tiene un sistema radical
fibroso, ramificado y extendido mas bien superficialmente, pudiendo penetrar hasta 0,8 m de
profundidad. Las plantas originadas a partir de tubérculos, por provenir de yemas y no de
semillas, carecen de radicula. Este es uno de los productos de mayor importancia econémica
para los campesinos de todas las regiones paperas de Colombia principalmente en Boyaca,
Narifio y Cundinamarca. Su cultivo responde a diferentes aspectos ambientales importantes
como: precipitacion anual de 900 mm, temperatura promedio 10-20°C, altitud entre 1.800 y

3.200 msnm y suelos preferiblemente de textura suelta o franca™.

En Colombia, el sector agricola es considerado indispensable para el crecimiento econémico,
ademéas de necesario para obtencion de materias primas para la industria y fuentes de
alimento; al mismo tiempo es por excelencia el sector que mas empleo genera, asi como
divisas por exportaciones, lo que le da un rango de maxima importancia en el crecimiento
econdmico del pais. En Colombia, este sector genera mas del 20 % de empleo, y casi el 50 %

de empleos en el sector rural %°.

De la misma manera, es importante mencionar que segin Cérdenas J y Vallejo L %, el
informe del Banco Mundial del afio 2008 sefiala que el sector agricola contribuye al
desarrollo del pais de tres modos: como actividad econémica, como medio de subsistencia,

como proveedor de servicios ambientales.

Ademas, es importante destacar que la papa es un producto muy importante a nivel culinario
en Colombia, especialmente por su valor nutricional, su contenido de carbohidratos,
vitaminas A, C y complejo B, carotenoides, minerales, fibra y bajo contenido de grasa. La
presencia de este tubérculo es indispensable en la mayoria de los hogares, lo que hace que en

las regiones paperas sea considerado una gran fuente de sustento; ademas de generar empleo
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e ingresos para los productores, es uno de los cultivos de mayor demanda con propoésitos de

exportacion en muchas de sus variedades y tipos 2.

Por otra parte, los cultivos familiares son de gran importancia a nivel mundial y en Colombia,
ya que segun la FAO (Food and Agriculture Organization - United Nations) son necesarios
para garantizar la seguridad alimentaria mundial, proteger el entorno natural, disminuir la
pobreza y la desnutricion, ya que para muchos nucleos familiares en Latinoameérica, es base
del sustento alimenticio y econdémico, pero sigue siendo un cultivo tradicional y poco
tecnificado lo que redunda en un bajo nivel de produccién. Adicional a esto, segin la FAO, la
papa se encuentra clasificada como uno de los cuatro cultivos méas importantes del mundo,
junto con el trigo, maiz y arroz, por su alto valor nutritivo, adaptabilidad a diversos climas y
sistemas de cultivo, y es uno de los diez alimentos de mayor expansion productiva de paises

en via de desarrollo .

4.2 Gastos anuales de productores de papa en fertilizantes - rendimiento econémico.

La produccién de papa es de gran importancia econémica en el pais, entre los afios 2002 y
2009 (segun el Anuario Estadistico del Sector Agropecuario y Pesquero), dentro de los
cultivos que aumentaron su rendimiento se encuentran el frijol, hortalizas, banano, papa,
entre otros, y aquellos que representan mayor produccion en toneladas son el maiz, la cafia de

azucar, y la papa, entre otros®.

Por otra parte, se sabe que una gran parte de los costos de produccion en cultivos agricolas es
ocasionada por fertilizantes, que tienen como funcion suministrar nutrientes a la planta para
su crecimiento y desarrollo, por lo tanto, a nivel comercial estos compuestos deben tener
minimo un elemento nutritivo; a nivel mundial los més utilizados son aquellos con nitrégeno,
fésforo y potasio. En Colombia, el 90% de los fertilizantes son importados y el pais es
consumidor del 0,375% de estos a nivel mundial®.

Segun el informe de Gestion Anual de FEDEPAPA (2015), los costos en la produccion de
papa a nivel nacional son muy variados, pues depende de las condiciones ambientales, region

y sistema de produccion entre otros, lo cual dificulta el analisis de los costos por hectérea o
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unitarios de produccion. Para el afio 2014, el 41% de los costos de produccién fue ocupado
por insumos, y de este porcentaje, el 53% estaba representado por enmiendas, abonos y

fertilizantes, que en su mayorfa son importados?.

4.3 Alteracion de suelos por uso de fertilizantes.

Un estudio realizado en el afio 2015, con respecto a la “identificacion de alteraciones del
suelo por la actividad agricola debido a su uso inadecuado y la utilizacién de agroquimicos en
la vereda de Siatame municipio de Sogamoso, departamento de Boyaca” 2%, destaca que
Sogamoso es uno de los municipios que mas se ve beneficiado econémicamente por la
actividad agricola para el suministro del mercado interno. Sin embargo, los procesos tipicos
en la agroindustria, el mal manejo de las tierras y el uso indiscriminado de agroquimicos han
generado una suma total de situaciones que afectan los precios de los productos agricolas y
que con ello no se garantiza una productividad aceptable o suficiente que genere ingresos

aceptables para los agricultores.

Ademas, se describen las técnicas empleadas por los agricultores de la zona de estudio para
preparar el cultivo, en las que se incluyen la maquinaria pesada como tractores, el manejo de
aguas de riego, el uso de plaguicidas e insecticidas, sustancias que contienen
organofosforados y carbamatos, que son altamente téxicos para los seres humanos y para el
ambiente. Sin embargo, es necesario aclarar que sin el uso de estos agroquimicos la
produccidn alimenticia se perderia por el rapido deterioro, las plagas y las enfermedades en

las plantas®*.

Chica et al., en el 2008, mencionan que los agroquimicos y los fertilizantes, son un riesgo de
contaminacion sobre todo en zonas de alta precipitacion como el trépico, donde estos
productos suelen pasar casi directamente a través del suelo a las aguas subsuperficiales-
acuiferos, debido a la poca retencidn de nutrientes en el suelo y, en gran medida, por el dafio
en el mismo suelo, convirtiéndose en fuente de contaminacion hidrica, lo que a su vez es un

riesgo para la seguridad alimentaria®.
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Sin embargo, segun Moreno et al, 2011, el descenso en la produccion y la pérdida de
fertilizacion de los suelos agricolas se asocia al descuido en el abono con los elementos
bésicos (Nitrégeno, Fosforo, Potasio), lo cual impacta como un error en los cultivos de alta
demanda productiva y, por otra parte, puede alterar las condiciones del suelo como el pH. %

4.4 Caracteristicas de cepas PGPR

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), son microorganismos que se
encuentran en contacto con la raiz y generan beneficios en el crecimiento de las plantas, con
grandes ventajas agricolas que, segun se conoce, inducen a las plantas defensas y confieren
efectos beneficiosos como: aumento del crecimiento de las plantas y una baja susceptibilidad
a enfermedades causadas por patégenos >®%%’. Algunas de las mas conocidas como las de los
géneros Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, Bradyrhizobium, entre otras, tienen la
capacidad de influenciar la tuberizacion de la papa, ademas de conferir mayor resistencia a

los ambientes salinos y mejorar la sintesis de etileno.”’

Este tipo de microorganismos se encuentran especificamente en una zona llamada rizésfera
(descrito por primera vez en 1904 por Lorenz Hiltner), rica en una gran variedad de nutrientes
beneficiosos para los procesos metabdlicos de las bacterias. Esta zona esta en contacto con la
superficie de la raiz, que genera sustancias (carbohidratos y hormonas, entre otros), que
promueven el crecimiento microbiano, en donde predominan las bacterias, seguido de

algunos hongos, protozoarios y algas®.

Las PGPR, junto con otros microorganismos presentes en la rizosfera y en el resto de la
planta, forman el fitomicrobioma, que tiene como funcion ayudar a la planta en la absorcién
de nutrientes al igual que cuando esta bajo estrés por patdgenos y otras condiciones. Estos
microorganismos cumplen funciones especificas dependiendo de la estructura de la planta en
la que se encuentre, pero asi mismo, pueden trabajar en conjunto para el beneficio de las

plantas, pues esta relacion (fitomicrobioma-planta) forma un holobionte®.

Las plantas tienen multiples funciones, entre ellas controlar y/o manejar a los

microorganismos presentes en la rizésfera (rizomicrobioma), "La planta también produce
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compuestos sefial que reclutan especies especificas y regulan sus actividades genéticas y
bioquimicas”. Estos microorganismos producen compuestos que generan una comunicacion
con la planta (quérum), y ésta, gracias a procesos de coevolucion, puede generar una

respuesta a estos compuestos y a la vez un control sobre su rizomicrobioma ®*8%.

4.5 Potencial de bacterias PGPR.

Actualmente, se considera que los microorganismos representan una fuente de factores
bioldgicos de gran utilidad en muchos campos de la actividad humana: salud humana y
animal, agricultura, industria 0 medioambiente. Entre los mas importantes descubrimientos
de microorganismos con aplicaciones agro-biotecnoldgicas se encuentran los usados como

biofertilizantes (Bacillus sp., Pseudomonas sp. o micorrizas)*°.

Por esta razon, las bacterias con capacidades bioldgicas dentro de su metabolismo como la
solubilizacion de fosfatos, la fijaciobn de nitrégeno atmosférico y la produccion de
metabolitos, hormonas y demas compuestos, representan la base de la formulacién de
biofertilizantes, y estos son insumos que reemplazan en gran medida a los fertilizantes
quimicos. Especialmente se ha descrito que para el cultivo de papa (Solanum tuberosum) se
requiere disponibilidad de una gran cantidad de fosforo en el suelo para favorecer el buen

desarrollo radicular y aéreo en la etapa de establecimiento de las plantulas®.

Los fertilizantes bioldgicos son producidos gracias a la seleccion de microorganismos
benéficos presentes en los suelos, conocidos como microorganismos promotores de
crecimiento vegetal o PGPR, microorganismos que seguin Beltran®® muestran alta eficiencia a
la hora de proveer los nutrientes necesarios para las plantas en formas realmente disponibles

y asimilables debido a una serie de transformaciones quimicas.

Un ejemplo de dichos microorganismos son las bacterias solubilizadoras de fosfatos que son
un grupo de microorganismos PGPR que les permiten a las plantas adquirir de forma mas
eficiente fosfato, mediante la hidrolisis del fosforo transformandolo a su forma inorgéanica

soluble conocida como ortofosfatos y haciéndolo asimilable para la planta™.
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Ademas de la fijacion de nitrogeno y la solubilizacion de fosfato, las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal desarrollan otros mecanismos para cumplir su funcion, como lo es la
solubilizacion de hierro a través de sideréforos, mejorando asi la absorcion de este elemento
por parte de la planta. Ademas, algunos estudios dicen que al ser los sideréforos quelantes de
hierro, inhiben el crecimiento de patdgenos (por ejemplo, hongos), pues no lo dejan

disponible en el medio®.

Adicionalmente, se afirma que uno de los potenciales efectos destacados de dichos
microorganismos asociados a la raiz de las plantas, es contribuir a la resistencia de las plantas
a factores de estrés tanto de tipo bioldgico como no biolégico empleando mecanismos que
prometen ser una fuerte alternativa para la agricultura sostenible, dentro de los que se
destacan: la retencion de metales pesados, la degradacion de xenobioticos y la produccion de

fitohormonas.*?

Desde hace ya varios afios, se ha buscado implementar las bacterias PGPR para contribuir
especialmente al manejo de estrés abiotico en los cultivos, para garantizar la productividad de
las plantas en diferentes condiciones. Etesami et al en 2017, afirman que la mayoria de las
plantas requieren asociaciones microbianas para la supervivencia **, lo que a su vez redunda
en la importancia de las bacterias con multiples beneficios como lo son las solubilizadoras de
fésforo y potasio y las fijadoras de nitrégeno, implicadas también en mejorar la resistencia de

las plantas en condiciones de estrés.

4.6 Aplicacién de cepas PGPR en cultivos de papa.

Dawam et al. en el afio 2013 se realizaron un estudio donde aislaron bacterias relacionadas
con la raiz de papa para evaluar su potencial como promotor de crecimiento vegetal, puesto
que se alude a que los endofitos tienen mayor probabilidad de desarrollar mecanismos que
promuevan el crecimiento y desarrollo de las plantas. Al evaluar el efecto de estas bacterias
sobre las plantas se evidencié un aumento significativo del crecimiento de la papa con

|31.

respecto al control®*; se aislaron 7 cepas bacterianas, las cuales obtuvieron un mejor

rendimiento en ciertos parametros con respecto al control, el peso fresco de las plantas se
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encontrd entre 5,2 g y 7,6 g mientras que la planta control peso6 2,9 g; en cuanto al peso seco,

en la planta control fue de 0,041 g, y en las demas plantas esta entre 0,047 g y 0,083 g.

Ademés, en 2014 Alvarado et al. ** evaluaron el efecto de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal en la obtencion de mini tubérculos de papa en invernadero, donde se
inocularon bacterias en la fase de enraizamiento de la papa para estimar la formacion de los
mini tubérculos, mostrando que a los 15 dias de la inoculacion las bacterias generaron un
mayor crecimiento de las plantas con respecto a las plantas con fertilizantes; los pesos frescos
de las plantulas después de la inoculacion bacteriana fueron entre 62,75 g y 94,43 g, los
cuales fueron superiores al control sin F (47,20 g), y 3 fueron superiores al control con F
(67,50 g); en cuanto al peso seco, en la planta control con F fue de 4.62 g, control sin F fue
de 2,62 g y el de las demas plantas fue entre 60,38 g y 85,53 g, ademas, algunas cepas
mostraron mayor capacidad para inducir la formacion de tubérculos lo que permitio
comprobar que la aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal es una fuerte

alternativa para la obtencién de mini tubérculos que disminuirfa el uso de agroquimicos®*.

4.7 Bacillus pumilus cepa con potencial PGPR.

Es importante mencionar que actualmente ya se encuentran cepas de referencia con
caracteristicas ATCC (American Type Culture Collection) capaces de promover el
crecimiento de las plantas, entre estas, las bacterias formadoras de endosporas aerobias Gram
positivas, que pertenecen al género Bacillus y Paenibacillus, son esencialmente ubicuas y se
encuentran abundantemente en la mayoria de los suelos rizosféricos; las especies de estos dos
géneros estan involucradas en la solubilizacion del fésforo del suelo, la absorcion de
micronutrientes, fijacion del nitrégeno atmosferico y la produccién de fitohormonas entre
otras®?. Son muy pocas las bacterias reconocidas totalmente como promotoras de crecimiento,
un ejemplo de estas es Bacillus pumilus reconocida por ejercer regulacion en la estructura de
la comunidad bacteriana del suelo y cuyas actividades metabolicas en la rizosfera estimulan

el suministro de minerales y la absorcién de nutrientes por las raices de las plantas®.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 Tipo de investigacion:

Este proyecto corresponde a una investigacion mixta con enfoque exploratorio de tipo

descriptivo

5.2 Poblacién y muestra

Bacterias de suelos naturales, poco intervenidos. Bacterias de suelos naturales poco

intervenidos de Quiba Alta, Ciudad Bolivar. Bogota, Colombia

5.3 Técnica e instrumentos

Evaluacion de
patogenicidad de las
cepas seleccionadas | ™

A las 4 cepaselegidas les
realizo caracterizacion

sobre semillas de ezl
tomate

Se aislaron
un total de 95
cepas
microbianas

Se seleccidnaron 4 cepas|
microbianas

Y
L. Evaluacion de las
. . Seleccion de

. Recoleccion de ABIEIELS microorganismos con Evaluacion de las cepas EFES AR (s Andlisis de

Metodologia —» microorganismosde la  — : — . » de papaen
muestras de suelo . potencial promotor de elegidas . resultados

muestra de suelo y raices S condiciones de
crecimiento o
invernadero

J : |

Caracterizacion de la
poblacién microbiana

Pruebas de: Antagonismo,
Solubilizacién de Fésforo
insoluble y fijacion de
Nitrégeno atmosférico,
Produccion de AIA

Figura 1.Esquema de la metodologia usada en el estudio

5.3.1 Recoleccién de muestras de suelo de cultivo de papa (Quiba Alta).
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Se realizd una excavacion del suelo (15 a 20 cm de profundidad), se recogio suelo de seis
diferentes puntos del terreno que estaba en contacto con las raices de las plantas
(riz6sfera), y se guard6 en bolsas plasticas, las muestras se transportaron en nevera de

icopor con pilas de hielo y se almacenaron en cuarto frio a 4°C.

5.3.2 Recoleccion de muestras de raices de cultivo de papa (Quiba Alta).

Con ayuda de una pala, se sac6 una planta de papa por completo del suelo, se sacudi
con suavidad para quitar el exceso de tierra y con tijeras estériles se cortaron trozos de
las zonas distales de las raices mas finas (10 cm de largo aproximadamente). Se
guardaron las muestras en bolsas plésticas, se transportaron en neveras de icopor con

pilas de hielo, y se almacenaron en cuarto frio (4°C).

5.3.3 Aislamiento de microorganismos de suelo por diluciones seriadas.

Se realizaron diluciones seriadas en base 10 de 10 gramos de suelo rizosférico, se afiadié
1ml de cada dilucion (10™ — 10®) en agar nutritivo, y se incubé durante 24 horas a 30°C
para obtener el primer aislamiento microbiano (Silvia M, 2011) *; de este aislamiento
inicial se seleccionaron aquellas colonias cuyo aspecto de crecimiento es caracteristico al

desarrollado por las bacterias.

5.3.4 Aislamiento a partir de raices

El aislamiento microbiano se realizo por medio de agitacion de una porcién de raices en
agua destilada estéril durante 30 minutos. Luego se realizaron diluciones seriadas en base
10 (10%, 102, 10°,10™, 10°, 10®), las cuales fueron sembradas en placas con medio de

cultivo Rojo Congo (Mauricio, 2006)*” y Nfb (Baldani, 2014); se tomaron las colonias
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que tenian un color rojizo, pues se intentaba aislar un microorganismo del Género
Azospirillum y un color azul en el medio (respectivamente), para aislar microorganismos

posibles fijadores de nitrogeno atmosférico.

5.3.5 Caracterizacion microbioldgica de las bacterias (Gram, MacConkey, King B,
Cetrimide, EMB, Rojo Congoy TY).

Los microorganismos aislados del suelo fueron caracterizados mediante coloracion de
Gram y crecimiento en medios selectivos diferenciales, finalmente se seleccionaron
aquellos aislamientos que no fuesen posibles patdgenos humanos, para realizar pruebas

de mecanismos PGPR.

5.3.6 Prueba de produccion de acidos y solubilizacion de fosfatos en medio NBRIP-
BPB solido.

De las cepas aisladas inicialmente, se seleccionaron algunas para evaluacién de
mecanismos PGPR como fijacion de nitrégeno atmosférico con el método de Baldani, et.
al., (2014)* y/o solubilizacién de fosfatos, con el método de Nautiyal, et. al., (1999).
Inicialmente mediante la revision de literatura fue indispensable reconocer si dichos
microorganismos eran capaces de fijar nitrégeno atmosférico y solubilizar compuestos
como el fosforo insoluble del suelo, para lo cual se investigé una forma cualitativa de
visualizar dicha capacidad en las 4 cepas. Las 22 cepas seleccionadas se conservan en

glicerol a-70°C % 2, y en suelo estéril seco a 19°C + 2.

SOLUBILIZACION DE FOSFATO: Se realizd la preparacion de un medio de cultivo
selectivo especial NBRIP (Ver anexo 1), usado en estudios anteriores para evaluar la
capacidad de solubilizar fosfatos de forma cualitativa mediante la determinacion de halos
de solubilizacion en didmetros. En este medio se inocularon los microorganismos por

puncioén y se incubaron durante un periodo de tiempo de 14 dias a temperatura ambiente
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de 19°C + 2 y se monitored la formacidn de halos de solubilizacion por cada cepa a los
cinco dias de inoculacion, posterior a esto cada dos dias hasta completar el tiempo
establecido (Nautiyal, CS., et. al., 1999)*°.

5.3.7. Prueba de fijacion de nitrégeno atmosférico en medio NFb semisolido.

FIJACION ATMOSFERICA DE NITROGENO: Para este ensayo se utiliz el medio

especial denominado NFb semisolido, el cual permite evidenciar de forma cualitativa la

fijaciéon de nitrogeno de los microorganismos. (Ver Anexo 2). Este medio permite el
aislamiento y caracterizacion de organismos con capacidad enzimatica de reducir el
nitrogeno, lo que se hace evidente mediante el viraje del color del medio por indicadores
de pH. En él se inocularon cada una de las cepas por duplicado y se incubaron durante un
periodo de 14 dias a temperatura ambiente de 19°C + 2, observando constantemente el
progreso de cada cepa en el medio (cada dos dias desde su inoculacién) (Baldani, et. al.,
2014)%,

5.3.8. Repeticion de las pruebas en medios NBRIP-BPB, NFb y Rojo Congo-acido

malico con las cepas seleccionadas

Con el fin de confirmar las reacciones obtenidas inicialmente en cada ensayo de los
mecanismos PGPR, se prepararon e inocularon nuevamente los medios especiales NFb y
NBRIP para las cepas escogidas finalmente, mas la cepa control Bacillus pumilus ATCC
14884, usando la misma técnica de siembra, temperatura y tiempo de incubacion en cada

uno de los ensayos.

La especie seleccionada como control (B. pumillus) ya ha sido estudiada y descrita como
un aislamiento con potencial PGPR®. En un estudio realizado por Pereira et al. ( en
Brasil en 2009) hicieron una caracterizacion de cepas endoéfitas, y encontraron que una

bacteria de la especie B. pumilus, mostré una fuerte actividad antagonista inhibitoria
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contra hongos, y es capaz de infectar benéficamente plantas de yuca; se encontré también
bioactividad por parte de esta bacteria contra los fitopatdgenos Rhizoctonia solani ,
Pythium aphanidermatum y Sclerotium rolfsii. Ademas es capaz de producir metabolitos
de tipo secundario como la pumilacidina (un lipopéptido con actividad antimicrobiana), y
posee actividad antiviral y antiulcerosa, por lo tanto esta bacteria se encuentra dentro de

los microrganismos con gran potencial a nivel agricola *°.

5.3.9. Ensayos de caracterizacion con pruebas especificas de produccion de AlA.

Para este ensayo se utilizé el método de Glickman y Dessaux (1995)*, el cual permite
visualizar la produccion de 1AA de forma colorimétrica, por medio de un viraje a color
rosa en el medio en el que se encuentran los microorganismos una vez es agregado el

reactivo de Salkowski.

Se utilizaron resiembras frescas de las cepas seleccionadas junto con el control ATCC
14884, se tomd una asada de colonias aisladas del cultivo y se inocularon en caldo LB
con adicion de L-triptéfano al 0,1%, se incubo durante 24 horas en completa oscuridad,
se centrifugaron los tubos, se tom6 1 ml de sobrenadante y 1 ml de reactivo de
Salkowski, esto se dejo reaccionar 30 minutos en total oscuridad, posteriormente se
realizaron las lecturas de D.O. (Densidad dptica) en un espectrofotometro Genesys 20
Thermo Scientific a una longitud de onda de 540 nm. Se realizé una curva de referencia
con los valores representados en la tabla 1. El coeficiente de correlacion de esta recta
patron fue de 0,8191 y con base en esta se calculé la concentracién de produccion de
AlA en cada cepa microbiana. (En el Anexo 3 se muestra la imagen colorimétrica de
patrones de AIA) “%.

Tabla 1. Lectura de densidad Optica para ensayo de AIA. Concentraciones y absorbancias
para curva patron de AIA

CONCENTRACION ABS

0 0
0,5ug/ml 0,02
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1 pg/ml 0,035

2 pg/ml 0,063
5 pg/ml 0,074
10 pg/ml 0,145
100 pg/mi 0,202

5.3.10. Ensayos de patogenicidad en semillas de tomate con los microorganismos
seleccionados: QA 8, QA 23, QA 44, R11

Se utilizaron semillas de tomate de la variedad “Tomate Rio grande” de la empresa
SEMICOL, las cuales pasaron por un proceso de lavado y desinfeccién (Protocolo en
Anexo 4), posteriormente se dejaron en camara humeda durante 15 dias para estimular su
germinacion; una vez empezaron a germinar se realizd el montaje de estas en medio

Hoagland maés agar y medio Ashby, una vez se inocularon con las cepas seleccionadas.

Cada microorganismo crecid durante 24 horas en caldo LB y se lavaron las células
(protocolo en el Anexo 5). Se inocularon las semillas con los microorganismos elegidos,
3 semillas por cada placa Petri, (Anexo 6), estas se colocaron en el medio
correspondiente (Hoagland mas agar y Ashby), QA 8, QA23 Y QA44 y R11.:

Tabla 2.Ensayos en Agar Hoagland con semillas de tomate y microorganismos aislados.

Condicion Descripcion

Se inocularon las semillas con el
sobrenadante obtenido del caldo con indculo
microbiano, posterior a la centrifugacion de
las células microbianas

1. Caldo més
Hoagland (C+H)

2. Bacterias mas Se inocularon las semillas con las células
medio Hoagland microbianas lavadas y luego se colocaron en
(B+H) el medio Hoagland.

Se inocularon las semillas con las células
microbianas lavadas, previamente al medio
Hoagland se le agrego en la superficie una
solucion preparada de vitaminas y sobre este
se colocaron las semillas

3. Bacteria mas
Hoagland mas
vitaminas
(B+H+V)
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*Se realizaron tres repeticiones de cada ensayo por microorganismo. En el caso de la cepa R11 se
realizaron dos repeticiones de cada ensayo en medio Ashby. Esto ensayos se dejaron incubando
dos semanas a temperatura ambiente, en total oscuridad.

Para el ensayo de patogenicidad, se utilizaron semillas de tomate, ya que estas germinan
con mayor celeridad que las semillas de papa, ademas ambas especies pertenecen a la

familia Solanaceae.

5.3.11. Pruebas de Antagonismo microbiano en las cepas seleccionadas

Se realizaron pruebas de antagonismo entre las cepas seleccionadas, se tomé una asada
de cada cepa microbiana por aparte y se sembré en caldo LB con una escala de referencia
a una concentracién de 0,5 McFarland que corresponde a 1,5 x 10° células, se incub6 a
19°C + 2 durante 24 horas, posteriormente en 4 placas de Petri con agar nutritivo se
afiadié una gota de cada cultivo liquido, se realizdé una siembra masiva con hisopos
estériles en cada placa. Se impregnaron discos de papel estéril en cada solucion
microbiana de la misma concentracion 0,5 McFarland y posterior a esto fueron colocados
sobre los cultivos en placa para asi determinar el antagonismo entre ellas; se incubaron

los cultivos a 19°C + 2 durante otras 24 horas como se esquematiza en la figura 2.

Sensi disco impregnado
con una cepa bacteriana

Siembra masiva
de una cepa

Figura 2.Representacion gréafica de la prueba de antagonismo microbiano.
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5.3.12. Determinacion del efecto promotor de crecimiento en plantas de papa

Se realiz6 un montaje con semillas de papa en suelo, en invernadero ubicado en el
laboratorio de ingenieria ambiental de la Universidad Antonio Narifio sede Circunvalar -
Bogot4, bajo diferentes tratamientos. Para este ensayo, en primer lugar, se utilizé suelo
que fue esterilizado dos veces y al cual se le realiz6 un anélisis de fertilidad en el centro
de biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (Anexo 13). Para el montaje se
limpid el invernadero con toallas absorbentes himedas y luego con etanol 70%, se
lavaron las materas con agua y jabon, y desinfectadas con hipoclorito 0,5%; estas Gltimas
fueron llenadas 3/4 partes con suelo estéril, y posteriormente se colocaron tres semillas

de papa por cada matera, previamente lavadas como se muestra en la figura 3.

Se dejaron germinar las semillas de papa durante dos semanas y, una vez se cumplio el
tiempo, se realizaron 3 tratamientos: (i) el control con solucién Hoagland al 100%, (ii)
tratamiento 1 (T1) con solucién Hoagland 100% sin adicidn del nitrégeno en forma de
nitrato de amonio NH4NO;3 v, (iii) tratamiento con solucion Hoagland 100% sin adicién
de fdsforo soluble en forma de KH,PQO,, pero con adicién de fosfato tricalcico Caz(PO,),
(T2) (Anexo 7).

Para los ensayos en suelo se usaron dos controles: como se realiza una comparacion del
comportamiento de las cepas seleccionadas con una cepa PGPR, se consider6 como
control positivo a los tratamientos T1 y T2 con la cepa Bacillus pumilus ATCC 14884;
como control negativo se utilizo el tratamiento con solucion de Hoagland completa méas
cada una de las cepas, ya que se pretende determinar que sin aplicacion adicional de
nutrientes mayores como nitrogeno o fésforo, las cepas seleccionadas tienen la capacidad
de permitir el aprovechamiento de estos elementos presentes de forma natural en el
suelo. Si el desarrollo de las plantas de los tratamientos T1 y T2 es menor al obtenido
con este ultimo control, se considerara que no hay efecto promotor de crecimiento por
parte de las cepas, mientras que, si el desarrollo vegetal es igual 0 mayor, se podrian

atribuir propiedades PGPR a las mismas.

Luego de la siembra de las semillas de papa y, una vez determinado el porcentaje de

retencion de agua del suelo, en cada matera se agregaron 200 ml de la solucion Hoagland
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correspondiente a cada ensayo; adicionalmente, una semana después se agregaron los
indculos microbianos correspondientes a cada ensayo; los indculos fueron preparados a
una concentracion de 1,5 x 10% ufc/ml, segln escala de 0,5 Mcfarland (protocolo en
Anexo 8).

Posteriormente a la quinta semana de desarrollo de las plantas se realizé6 una nueva
suplementacion con las soluciones Hoagland de cada tratamiento y control, y a la sexta
se repitié la inoculacion con los microorganismos. En cada matera se cultivaron 3
semillas de papa, y cada uno de los ensayos tenia tres repeticiones de cada
microorganismo utilizado, ademas de un co-inéculo que contenia las cuatro cepas, de
modo tal que cada tratamiento contaba con 9 plantas por cepa analizada. Igualmente,
hacia la sexta semana se adiciono suelo estéril a cada matera, para cubrir por completo la

raiz de las plantas de papa.

Después de que las plantas cumplieron 12 semanas de crecimiento, se procedio a realizar
el peso fresco de estas, para lo cual las raices se lavaron de manera muy cuidadosa
intentando extraer el exceso de tierra; asi mismo, se cortaron los tallos junto con las
hojas, y se procedié a hacer la determinacion de peso fresco. Luego, para poder
determinar el peso seco, tanto raices como parte aérea de las plantas se guardaron en
bolsas de papel previamente pesadas y promediado su peso; en unas bolsas se guardaron
los tallos con las hojas (parte aérea de la planta) y en otras se guardaron las raices,
separadas por tratamiento. Se sometieron a un proceso de secado durante 4 dias en un
horno a 65°C para posteriormente ser pesadas y obtener los valores de peso seco. La
diferencia entre peso fresco y peso seco se estableci6 como masa vegetal adquirida por

las plantas. Estos resultados fueron tabulados para su posterior analisis.
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Figura 3.Preparacion para cultivo de plantas de papa en invernadero. A. Lavado de
semillas de papa, B. llenado de materas con suelo estéril, C. Postura de las semillas de papa
en cada matera

5.3.13. Caracterizacién molecular de cepas seleccionadas

Inicialmente se realiz6 una reactivacion de las cepas microbianas para lo cual se usaron
cultivos frescos en agar nutritivo, incubados por 24 horas, luego se realizé una nueva siembra
en 2 ml de caldo LB y se incubd por otras 16-18 horas. Se utilizo el kit GeneJET Genomic
DNA Purification de Thermo Fisher Scientific, siguiendo el protocolo del fabricante para
purificacion de DNA gendémico de bacterias Gram-negativas.

Se realiz6 amplificacion por PCR del gen que codifica para rRNA 16S para identificar
molecularmente las cepas QA8 y QA23 mediante la secuenciacion y su comparacion con
bases de datos y para verificar la calidad del DNA de la cepa QA44, cuyo genoma completo
seria secuenciado. Mediante espectrofotometria se confirmd la concentracion y pureza del
ADN obtenido. Finalmente, el ADN gendmico de la cepa bacteriana QA44 fue enviado para
secuenciacion a BGI Genomics, y los productos de PCR de las cepas, QA8 y QA23 fueron

secuenciados por Corpogen.

Las condiciones de PCR para la amplificacion del gen rRNA 16S de la cepa QA44 usando los
cebadores 16S rRNA: 1492R (5' TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3) y 27F (5 AGA GTT
TGATCM TGG CTC AG 3) y olas cepas QA 8 y QA23 usando los cebadores cebadores 337F, 518F,
200R y 1100R, se describen a continuacién en las tablas 3 y 4.

Tabla 3.Condiciones de PCR para la amplificacion del gen rRNA 16S. A Mezcla de PCR
para las cepas QA44, QA23 y QAS8. B. Condiciones de amplificacion del gen rRNA 16S.

A.
Reactivos Volumen final= 25 pl | Concentracion final
PCR-buffer + MgCl 5X 5 ul 1x
dNTPs 10x (2 mM de cada uno) 0.5 ul 0.2 Mm
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Pimer F 100 uM 0.125 pl 0.5Um
Primer R100 uM 0.125 pl 0.5Um
Tag-polimerasa (3-5 U/ pl) 0.25 pl 1.25 Ulreaccion
H.O PCR, hasta 25 pl 19 ul
ADN molde 2 ul
Volumen final 25 ul
B.
5°a94°C 1 ciclo
60°’a 94 °C
45°°a 64 °C 35 ciclos
45°°a 72°C
5’a72°C 1 ciclo

Con relacién a la levadura (cepa R11), para la extraccién de ADN gendémico se uso el el kit
Quick-DNA™  Fungal/Bacterial Miniprep de Zymo Research (USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la PCR, se utilizaron el kit OneTaq Quick-Load 2X (New
England Biolabs, USA), los cebadores ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4

(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) segun

condiciones para la amplificacién por PCR implementadas estan descritas en la tabla 5. El

las instrucciones

producto de amplificacion fue secuenciado por Macrogen (USA)

Tabla 4. Condiciones de PCR para la region ITS1-1TS4 de la lavadura R11. A. Mezcla

del fabricante, y las

para la cepa R11 B. Condiciones de Amplificacion para la region ITS.

Reactivos Volumen final= 50
pl
OneTaq Quick-Load 2X 25 ul
ITS 1 1pl
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ITS 4 1l
ADN 3ul
H,O PCR, hasta 50 pl 20 pl
Volumen final 50 pl
B.
45’ a 95°C 1 ciclo
50°’a 95°C
1’a 55°C 30 ciclos
45”°a 68°C
5’a 68 °C 1 ciclo

6. RESULTADOS

6.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MICROBIANOS

Las muestras de suelo fueron tomadas en la localidad de Ciudad Bolivar, en la Vereda Quiba
Alta, la cual tiene un éarea aproximada de 896,80 hectareas donde cerca de un 50%
corresponde a zonas del Paramo Las Mercedes y Pasquilla. La altitud media de la localidad es
de 2768 m.s.n.m. La temperatura tiene un promedio de 14°C, con una temperatura minima de
9°C y una méxima de 19°C. Las coordenadas geograficas de la localidad son: 4°32'10" N,
74°8"20” W. Dentro de los cultivos reportados se encuentran papa, cebolla y cilantro®. Los
resultados del andlisis fisicoquimico dan cuenta de un tipo de suelo franco arenoso, con un

porcentaje alto de Nitrogeno total y fosforo disponible (0,76% vy 42,3 mg/Kg

respectivamente), (Anexo 13).
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Figura 4.Ubicacion geogréfica de la Vereda de Quiba Alta, Localidad de Ciudad
Bolivar “.

Fuente: http://repository.udistrital.edu.co/bitstream/11349/15449/1/DuarteFlorezNatalia2019.pdf

Inicialmente, se realizaron aislamientos a partir de diluciones seriadas del suelo rizosférico y
de raiz en agar nutritivo y medios NFb y Rojo Congo, y se obtuvieron 44 cepas y 51 cepas
respectivamente (Figura 5), las cuales fueron resembradas en agar nutritivo para identificar su

crecimiento y diferencias morfoldgicas macroscopicas (Figura 6).

Figura 5. Aislamiento primario de muestras de suelo y raiz de papa en suelos poco
intervenidos. Diluciones seriadas para aislamiento en medio Rojo Congo (A) en medio Nfb

(B)

Figura 6.Aislamiento de microorganismos en agar nutritivo a
partir de suelos poco intervenidos.



Se realizd tincion de Gram y caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas para su
identificacion (Figuras 7, 8 y 9) que permitieron orientar la determinacion de aquellas
bacterias con metabolismos similares a las bacterias patdgenas humanas, encontrando algunas
de los géneros Klebsiella, Escherichia y Pseudomonas, las cuales fueron resembradas en
medios selectivos/diferenciales confirmando que estas cepas pertenecian a estos tres géneros
y fueron retiradas del estudio las identificadas en los géneros Klebsiella y Escherichia. Se
continud con la seleccidn de aquellas que no fuesen potencialmente patdgenas y aquellas de
interés especifico de esta investigacion (Anexo 8). De esta forma se analizaron 95 cepas
microbianas, de las cuales se seleccionaron 22 cepas para analisis posteriores, mientras las
restantes que podrian ser patdégenas segun los analisis bioquimicos realizados se conservaron

y guardaron.

Cabe anotar que, durante el desarrollo del proceso de aislamiento, se pudo determinar que
estos microorganismos presentaban mejor crecimiento en temperaturas cercanas a 19°C + 2, e

incluso algunas crecian bien en cuarto frio, a 6°C * 2.

Figura7.Caracterizacion microscépica e las cepas aisladas mediante tincion de Gram. A.
QAB8: Bacilos Gram positivos, B. QA23: Bacilos Gram negativos, C QA44: Bacilos Gram

negativos, D R11: Estructuras correspondientes a una levadura.

Figura 8. Caracterizacion en medios especiales selectivos/
diferenciales Cultivos bacterianos en Agar MacConkey



Figura 9.Caracterizacion en medios especiales
selectivos/ diferenciales Cultivos bacterianos en
Agar King B

6.2 DETERMINACION DE MECANISMOS PGPR

Para la determinacion cualitativa de los procesos bioquimicos de las bacterias mediante los
cuales las cepas seleccionadas promueven el crecimiento de las plantas se implementaron
ensayos de crecimiento en los medios NFb para deteccion de fijacion de nitrégeno
atmosférico, y NBRIP-BPB para la deteccion de solubilizacién de fésforo inorgéanico. Los
resultados obtenidos se resumen en la tabla 5

Tabla 5. Mecanismos PGPR de las 22 cepas seleccionadas. Fijacion de N, y
solubilizacion de fosfato.

CEPA NFb NBRIP
QA1 ++ Negativo
QA4 - Negativo
QA5 + Negativo
QA7 ++ Positivo
QA8 ++ Positivo
QA9 + Negativo
QA 13 + Negativo
QA 15 ++ Positivo
QA 17 - Negativo
QA 23 LISA ++ Positivo
QA 23 ++ Positivo
PUNTOS
QA 24 ++ Positivo
QA 27 -

QA 28 + Positivo
QA 31 + Negativo
QA 42 ++ Positivo
QA 43 - Positivo
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QA 44 ++ Positivo
R1 ++ Il
R2 ++ Il
R11 ++ 1
R15 ++ 1

Interpretacion de medio NFb expresado en cruces: (++): Azul
fuerte, (+): Azul claro, (-): Verde. QA: cepas aisladas de suelo
rizosférico; R: cepas aisladas de raiz de papa. * Las fotografias
asociadas a estos resultados se pueden observar en el Anexo 10.

El viraje de color del medio NFb de verde a azul se debe a la fijacién de nitrégeno, ya que
este proceso genera amoniaco (NHs) en mayor parte, el cual alcaliniza el medio, haciendo
que el indicador de color se torne azul. En la tabla 6 se puede observar como 18 de los
microorganismos seleccionados provocan el cambio de coloracion en el medio, siendo este
viraje fuerte con las cepas QA1, QA7, QA8, QA15, QA23L, QA23P, QA24, QA42, QA44,
R1, R2, R11 y R15. Con relacion a las cepas QA5, QA9, QA13, QA28 y QA31 es mas leve
el cambio de color. Las cepas QA4, QAL7, QA27 y QA43 no registraron variacion de color
en el medio. Con relacién a la formacién de pelicula, la cual indica un crecimiento positivo
en el medio, ademas de la fijacion de nitrogeno de las cepas, no fue observable luego de 14

dias de incubacion. 34

Con respecto a los resultados en medio NBRIP, con el cual se puede determinar la capacidad
de solubilizacién de fosfatos inorganicos por parte de los microorganismos, se puede
observar que 10 de las cepas podian realizar este proceso (QA7, QA8, QA15, QA23L,
QA23P, QA24, QA28, QA42, QA43 Y QA44). Las cepas R1, R2, R11 y R15 fueron aisladas

de medio NFb solido, pero no se realizd prueba de fosfatos para estas.

Por otra parte, con relacion a las cepas QA23L y QA23P, cuya morfologia en medio agar
nutritivo solido parecia ser diferente, se pudo confirmar que se trataba de la misma cepa, ya
que al repetir las diferentes pruebas bioguimicas, daban resultados idénticos, razon por la cual

las pruebas subsecuentes se realizaron con una Unica muestra de la cepa QA23L.

Con base en los mejores resultados obtenidos en cuanto a fijacion de nitrdgeno,
solubilizacion de fosfatos y, cuya caracterizacion bioquimica las excluia como posibles

patdgenos humanos, se eligieron cuatro cepas microbianas: QA8, QA23, QA44 y R11.
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Las diferentes pruebas se repitieron dos veces mas con las cuatro cepas seleccionada con el
fin de corroborar y confirmar las reacciones inicialmente obtenidas previamente. Inicialmente
se evalud la solubilizacion de fosfato y la fijacion de nitrogeno atmosférico. En los ensayos
en medio Nfb se evidencid que las cuatro cepas seleccionadas generaron viraje de color del
medio, lo que indica la conversion del nitrégeno en forma amoniacal a nitrato. Por otra parte,
no se observd una pelicula blanquecina de las cepas bajo la superficie del medio, lo que
puede estar indicando que no fijan el nitrdgeno atmosférico. Sin embargo, se continué con los
ensayos con estas cepas por su potencialidad para hacer disponible el nitrégeno para las

plantas (Figuras 10 y 11). Los datos de las lecturas pueden observarse en la tabla 6.

6.2.1 ENSAYOS DE CARACTERIZACION CON PRUEBAS ESPECIFICAS DE
FIJACION DE NITROGENO ATMOSFERICO.

Tabla 6. Observaciones por dia de resultados para Fijacion de Nitrégeno atmosférico
en medio NFb.

Dia 1 INOCULACION
CONTROL = =
R11 = =
Dia 3 QA44 + +
QA23 + +
QA8 + +
CONTROL - +
R11 + -
Dia5 QA44 ++ ++
QA23 ++ ++
QA8 ++ ++
CONTROL + +
R11 + =
Dia 7 QA44 ++ ++
QA23 ++ ++
QA8 ++ ++
CONTROL + +
R11 ++ ++
Dia 9 QA44 ++ ++
QA23 ++ ++
QA8 ++ ++
CONTROL + +
R11 ++ ++
Dial2 | QA44 ++ ++
QA23 ++ ++
QA8 ++ ++
p CONTROL + +
Dia 14 R11 " "




QA44 ++ ++
QA23 ++ ++
QA8 ++ ++

pumilus ATCC 14884.

Resultados obtenidos durante 14 dias de observacion en medio
NFb en donde el control corresponde a la cepa de Bacillus

ool B4 aat

. | . 7
=

Figura 10. Lectura final de medios NFb (14

dias después de la inoculacion)

con O . e

A AL

Figura 11. Caracterizacién en medios
especiales selectivos/ diferenciales Cultivos
bacterianos en Agar MacConkey

En la evaluacidn in vitro de la capacidad de los microorganismos para fijacion de nitrogeno

atmosférico en el medio de cultivo (NFb) se pudo evidenciar el viraje de color del medio,

producto de la conversion del nitrégeno a nitratos por el efecto de las cepas, mientras que se

observo un halo muy tenue en la parte superior del medio. El viraje de color se forma por la

produccion de amonio.
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6.2.2 ENSAYOS DE CARACTERIZACION CON PRUEBAS ESPECIFICAS DE
SOLUBILIZACION DE FOSFATOS.

Tabla 7.Pruebas de solubilizacion de fosfatos en medio NBRIP. El control corresponde
a la cepa de Bacillus pumilus ATCC 14884

NBRIP (halo formado medido en cm)
Dia 1 INOCULACION
CONTROL 0,6 0,2
R11 Sin halo Sin halo
Dia5 QA44 0,7 0,8
QA23 1 0,8
QA8 0,8 0,5
CONTROL 0,6 0,3
R11 Sin halo Sin halo
Dia7 QA44 0,8 0,9
QA23 1 1,1
QA8 1 0,5
CONTROL 0,8 0,5
R11 Sin halo Sin halo
Dia 9 QA44 0,8 1,2
QA23 11 1,2
QA8 1 0,5
CONTROL 1,6 0,9
R11 Sin halo Sin halo
Dia 11 QA44 0,9 1,6
QA23 1,2 1,3
QA8 1,1 0,6
CONTROL 1,7 1,1
R11 Sin halo Sin halo
Dia 14 QA44 11 1,7
QA23 1,3 1,3
QA8 1,2 0,7

Fue posible evidenciar de forma cualitativa la capacidad de las cepas seleccionadas para
solubilizar el fosfato por medio de la formacion de un halo claro alrededor de las colonias en
medio NBRIP-BPB (Figura 12). Para este ensayo, se determino también el didmetro del halo
de solubilizacién con el fin de evaluar progresivamente la formacion de este por 14 dias. Los
resultados de esta prueba pueden observarse en la tabla 7. Luego de los 14 dias fue posible
identificar que las cepas QA8, QA23 y QA44 son capaces de solubilizar el fosfato, mientras
que la cepa R11 no cuenta con dicha capacidad.
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Ambos ensayos fueron contrastados con una cepa control de Bacillus pumilus ATCC 14884
proporcionada por el cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, con la cual

se hizo la comparacion.

Figural2.Pruebas de solubilizacion de fosfatos en el medio NBRIP- BPB. Se observan
reacciones positivas de las cepas QA8, QA23 y QA44.

En cuanto a la capacidad de solubilizacion de fosfato por parte de las cepas microbianas,
midiendo el diametro del halo de inhibicion que se forma alrededor de las colonias en medio
NBRIP, se observé que el diametro de las cepas control ATCC y QA44 oscilaentre 1,1y 1,7
cm, la cepa QA23 presenta un halo de 1,3 cm, y por ultimo el diametro de la cepa QA8 oscila

entre 0,7cmy 1,2 cm.

6.2.3 ENSAYOS DE CARACTERIZACION CON PRUEBAS ESPECIFICAS DE
PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO O AIA.

La recta estandar realizada para la determinacién de la concentracion de AIA arroj6é un
coeficiente de correlacion (R) de 0,818, por lo cual se estimd la concentracion de AlA de las

cepas seleccionadas con la formula de dicha recta patron.

Los datos muestran que la cepa QA23 produce la mayor cantidad de AlA, seguida por la cepa
QA44, las cuales producen mas que la cepa control. Asi mismo, las concentraciones de AIA
producidas por las cepas R11 y QA8 son mas bajas que dicha cepa control (tabla 8, figura
13).
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Tabla 8. Produccién de AlA. Lectura de D.O en medio LB mas

L-Triptéfano con reactivo de Salkowski

CEPA pg/ml o PPM
R11 12,58
QA8 17,55
QA23 90,92
QA44 61,07
*Control 30,61
*Control: Bacillus pumillus ATCC 14884

Figural3. Produccion de AlA. Apartir del
sobrenadante de medio LB mas L-Triptéfano
con reactivo de Salkowski

6.3 ANTAGONISMO

Las pruebas de antagonismo se realizaron con el fin de identificar si alguna de las cuatro
cepas microbianas tiene la capacidad de inhibir a otras o, si entre ellas habia algin tipo de
competencia natural. Luego de la incubacion y la lectura a las 24 h de crecimiento de los
microorganismos en agar nutritivo fue posible determinar que las QA8, QA23, QA44 y R11
no ejercen inhibicién de crecimiento entre ellas, ya que fueron capaces de crecer en conjunto
sin problemas o limitaciones del crecimiento, deterioro 0 muerte por competencia entre ellas
(figura 14).

Figura 14. Prueba de Antagonismo microbiano mediante el método de sensidisco
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6.4 DETERMINACION DE PATOGENICIDAD EN SEMILLAS DE TOMATE

Con esta prueba se pretendia determinar de manera cualitativa si alguna de las cepas
seleccionadas podria causar dafio a las semillas, y se realiz6 con semillas de tomate teniendo
en cuenta la celeridad con que estas germinan (ya que su germinacion es mas rapida con
respecto a las semillas de papa); es importante destacar que tanto la papa (Solanum
tuberosum) como el tomate (Solanum lycopersicum) pertenecen a la misma familia
(Solanaceae). Esto permite hacer un acercamiento a las posibles afecciones que comparten
estas dos plantas, deduciendo que, al causar dafios en las semillas de tomate podrian también
afectarse las semillas de papa, debido al comportamiento genético, bajo el que se ha
establecido que, al pertenecer a la misma familia, dichas plantas son generalmente

susceptibles a las mismas enfermedades*.

En el ensayo se inocularon semillas de tomate con las cepas QA8, QA23, QA44 y R11.
Luego de 15 dias de incubacion, se observd que las semillas germinaron a pesar de la
presencia de los microorganismos a su alrededor, y no mostraron ningun tipo de podredumbre
himeda, manchas o pecas, signos caracteristicos de dafio por patogenicidad en semillas y

raices.

La Figura 15 permite evidenciar los resultados obtenidos en el ensayo, donde se observa
germinacion de algunas de las semillas a pesar del crecimiento microbiano alrededor de ellas,
este ensayo arrojo resultados de tipo cualitativo, debido a que con el mismo se queria
determinar si los microorganismos seleccionados producian efectos adversos sobre el

crecimiento de las raices, mas no tasa de germinacion en si.

Figura 15. Prueba de patogenicidad en semillas de tomate infectadas con los microorganismos
seleccionados. Semillas con raiz en medio Hoagland mas agar infectadas con microorganismos
seleccionados



6.5 DETERMINACION DEL EFECTO PROMOTOR DE CRECIMIENTO EN
PLANTAS DE PAPA EN CONDICIONES DE INVERNADERO

Con este ensayo se busco determinar si la adicion de los microorganismos seleccionados
influye en el crecimiento de plantas de papa cultivadas en suelo y si la suplementacion extra
de macroelementos como nitrogeno y fosforo es necesaria para obtener un crecimiento

adecuado de plantas de papa.

Con este fin, se cultivaron plantas de papa en suelo estéril y bajo condiciones de invernadero,
suplementando el suelo con solucién nutritiva Hoagland al 100% para el tratamiento control
(C), ademaés de realizar un tratamiento (T1) con solucion Hoagland 100% sin adicion del
nitrogeno, y otro tratamiento con solucion Hoagland 100% sin adicion de fosforo soluble,
pero con adicion de fosfato tricalcico (T2) (Anexo 7).

Figura 16. Efecto promotor de crecimiento en plantas de papa en condiciones de
invernadero. Crecimiento de plantas de papa bajo tres condiciones A: Suelo con Hoagland
100% (C); B: Suelo con poco nitrogeno (T1); C: Suelo sin fésforo soluble (T2).

Ademas, se realizd el analisis del suelo usado en estos ensayos (Anexo 14) que mostro la
presencia de nitrogeno mineralizado (88,8 ppm), nitrégeno en forma de amonio (65,6 ppm) y
nitrogeno en forma de nitrato (23,2 ppm), y la de fésforo en una concentracion de 109,8

kg/ha, aunque no se conoce si este esta en forma asimilable para las plantas.
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6.5.2 ADQUISICION DE MASA VEGETAL SIN SUPLEMENTACION EXTRA DE
NITROGENO O FOSFORO SOLUBLE

A lo largo de 12 semanas de crecimiento de las plantas de papa, se realizaron 2 aplicaciones
tanto de solucién nutritiva Hoagland (en la semana 3 y 8) y 2 aplicaciones de dilucion

bacteriana (semanas en las semanas 4 y 9).

Al finalizar este periodo, en la semana 13, se evaluo la adquisicion de masa vegetal, para lo
cual se realizo la determinacion de peso fresco y peso seco, y el porcentaje de obtencién de
masa vegetal, con respecto al control de tratamiento con solucion nutritiva completa (SNC)
Hoagland 100% maés las cepas, y por otra parte, con respecto a la cepa control. Estas
estimaciones se realizaron tanto de la parte aérea como de las raices de las plantas, con los

diferentes tratamientos (T1y T2), y se describen a continuacion.

Al realizar la comparacion de la masa vegetal adquirida por las plantas de papa, entre los
suelos suplementados con solucién nutritiva Hoagland 100% (control) y el efecto que podria
tener la adicion al suelo de ciertas cepas microbianas para permitir la asimilacion de
nitrogeno o fdsforo disponible, se encontr6 que, con el tratamiento 1 (sin adicion de
nitrégeno), la raiz de las plantas suplementadas con la cepa QA8 adquieren mas del doble de
masa vegetal respecto al control, seguido por el efecto generado por la cepa ATCC 14884.
Con las cepas R11 y QA44 este valor es ligeramente superior, mientras que con la cepa
QA23y el co-in6culo es incluso inferior al control (Tabla 9).

Con relacién a la parte aérea, y con el tratamiento T1, ninguna de las cepas promueve la
adquisicion de masa vegetal superior o igual a la obtenida con el suplemento de solucion
nutritiva completa, sin embargo, con la cepa control, el co-indculo, y la cepa QA44,

respectivamente, se observé que la adquisicion de masa vegetal es ligeramente inferior.
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Tablas 9 y 10. Comparacion de masa vegetal adquirida por el efecto de las cepas QAS,
QA23, QA44 y R11.

Tabla 9. Adquisicion masa vegetal Tabla 10. Adquisicion masa vegetal
(%): Tratamiento bajo en nitrégeno (%): Tratamiento sin fésforo soluble
(T1) vs. SNC (T2) vs. SNC

RAIZ PARTE RAIZ PARTE

CEPA (%)* | AEREA (%)* CEPA (%)* AEREA (%)*

QA8 129,4 -11,0 QA8 -3,8 0,0
QA23 -31,0 -37,6 QA23 -26,8 11,5
QA44 3,5 7.4 QA44 16,8 24,1
R11 7,5 -9,7 R11 -10,5 -13,7
Co-inéculo -24,9 -3,9 Co-inoculo 0,2 -33,6
ATCC 30,9 -3,7 ATCC 74,1 -20,9
SNC: solucién nutritiva Hoagland 100%. *Donde el SNC: solucidn nutritiva Hoagland 100%. *Donde el 100%
100% es el valor del control es el valor del control

En el tratamiento T2 (sin adicion de fosforo soluble, tabla 10), es posible observar que la
ganancia de masa vegetal de la raiz con la cepa ATCC 14884 es superior al control y al de las
cepas seleccionadas para este estudio, sin embargo, con la cepa QA44 se consigue un
aumento ligeramente significativo, y con el co-indculo el efecto es similar al control. Con las

cepas QA8, R11 y QA23 la masa vegetal de la raiz es inferior al control.

En cuanto a la masa vegetal de la parte aérea obtenida en el tratamiento T2, se adquirio
menos con respecto al control con el co-indculo y las cepas R11 y ATCC 14884, mientras
que se consigue un efecto similar al control con la cepa QA8, ligeramente superior con la

cepa QA23, y significativamente superior con la cepa QA44.

6.5.3 ADQUISICION DE MASA VEGETAL - CEPA PGPR VS. CEPAS
SELECCIONADAS

Los resultados muestran que con el tratamiento T1, la masa vegetal adquirida en la raiz de la
cepa QA8 es superior a la cepa control, asi como a las otras cepas. Por otra parte, también se
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puede observar que ninguna de las otras cepas adquiere un valor igual 0 mas alto que la cepa
control. Las cepas que tienen un valor significativamente aproximado al control son QA44
seguida de la cepa R11 (Tabla 11).

Con respecto a la masa vegetal de la parte aérea, con el co-indculo se obtiene un porcentaje
superior al obtenido con la cepa control, mientras que, con las otras cepas, la masa vegetal
adquirida es menor respecto a esta. Los registros para las cepas R11, QA8 y QA44 son
ligeramente menores los de la cepa control. Para la cepa QA23, la masa vegetal adquirida es

inferior comparada con todas las cepas analizadas.

Con relacion a los resultados con el tratamiento T2, se puede observar que la masa vegetal
adquirida en la raiz con las cuatro cepas seleccionadas es inferior respecto a la cepa control,
sin embargo, la masa vegetal aérea obtenida es significativamente superior con las cepas
QA44, QA23 y QA8. Asi mismo, este valor es ligeramente superior para la cepa R11, y

ligeramente inferior para el co-indculo, respecto a la cepa control (Tabla 12).

Tabla 11. Adquisicién masa vegetal Tabla 12. Adquisicion masa vegetal (%0):
(%): Tratamiento bajo nitrégeno (T1) Tratamiento sin fosforo soluble (T2) vs.
vs. cepa B. pumilus ATCC 14884 cepa B. pumilus ATCC 14884
. PARTE - PARTE

CEPA RAIZ (%) | AzrReA (%) CEPA RAIZ (%) | AEREA %)
QA8 99,92 -2,54 QA 8 -36,99 33,22
QA23 -25,08 -33,67 QA23 -40,21 44,31
QA44 -6,72 -7,64 QA44 -20,86 50,71
R11 -10,55 -0,96 R11 -44,04 15,17
Co-in6culo -19,41 9,30 Co-inbculo -19,14 -8,03
ATCC 0,00 0,00 ATCC 0,00 0,00

Tablas 11 y 12. Comparacién de masa vegetal adquirida por el efecto de las cepas
seleccionadas y la cepa control B. pumilus ATCC 14884. (*) El porcentaje esta dado segun la

relacion entre la masa
La masa vegetal aérea adquirida con el tratamiento T2, evidencia un desarrollo

significativamente mayor con las cepas QA44, QA23, QA8 y R11, respectivamente, con

relacion a la cepa control, a pesar del desarrollo inferior de las raices.
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6.6 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LAS CEPAS AISLADAS

De los aislamientos inicialmente obtenidos, se seleccionaron cuatro para identificacion
molecular por sus caracteristicas como promotoras del crecimiento vegetal. La amplificacion
de los productos de PCR de la regién 16S del ADNr de las cepas bacterianas QA8 y QA23,
los amplicones obtenidos con los cebadores 337F, 518F, 200R y 1100R generaron
fragmentos entre 812pb y 1349pb. Mientras que para la region ITS del ADN de la levadura
R11 se obtuvo un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases, se realiz6 también un
corrido electroforético para el ADN de la cepa QA44 y productos de PCR de la cepa R11 (
ver Anexo 14).

Con relacion a la cepa QA44, el genoma fue secuenciado usando el sistema Illumina HiSeq
4000 en el Instituto de Gendomica de Beijing (Shenzhen, China). Las lecturas (reads)
secuenciadas fueron ensambladas usando el software SOAPdenovo v1.05. Con base en el

genoma, se determind que la cepa QA44 es Pseudomonas fluorescens.

En la tabla 13 se puede observar el anlisis por BLASTN el cual arroja el mayor porcentaje
de identidad que permite identificar a las cepas estudiadas como: QA8 Bacillus simplex,

QA23 Pseudomonas poae, QA44 Pseudomonas fluorescens, R11 Apiotrichum porosum
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Tabla 13. Identificacion molecular de las cepas seleccionadas. Se muestran los resultados

del andlisis por BLASTN, relacionando el nimero de acceso del organismo con el cual hay

mayor porcentaje de identidad, y con mayor cobertura del fragmento secuenciado.

Tamanfo
IDENTIDAD EN fragmento Porcentaje de | Valor
AISLAMIENTO GenBank No. de acceso (pb)/cobertura identidad e
(%)
. Bacillus simplex — genoma 0
QAS8 (primer 337F) completo CP017704.1 1222/90 99.55% 0.0
QA8 (primer 518F) | Bacillus simplex —genoma. | 1776, 1 1031/91 99.36% 0.0
completo
QA8 (primer 800R) | Bacillus simplex —genoma | 5499704 4 830/91 99.87% 0.0
completo
QA8 (primer 1100R) | Bacillus simplex —genoma | 549790 4 1157/91% 99.62% 0.0
completo
QA23 (primer 337F) Pseudomonas poae — NR_028986.1 1252/90 97.88% 0.0
secuencia parcial
Pse:i%rgr?:if t;’r'g‘;f” ~ | NR_117823.1 1076/88 99.05% 0.0
QA23 (primer 518F) P
Pseudomonas
extremaustralis — LT629689.1 812/91 99.19% 0.0
QA23 (primer 800R) ensamblaje de genoma
_ Pseudomonas trivialis — | 53499837 1 1349/76 99.13% 0.0
QA23 (primer secuencia parcial
1100R)
QA44 secuencia
gendmica completa Pseudomonas fluorescens | TaxID 294[UID] | 4.938.104/79.82 95.70%
(6,821,050 pb)
R11 (primer ITs1) | APiotrichum porosum — NR_073209.1 500/98% 99.19% 0.0

region ITS

Linaje

Eukaryota; Opisthokonta; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agaricomycotina;
Tremellomycetes; Trichosporonales; Trichosporonaceae; Apiotrichum
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7. DISCUSION

La practica de inocular plantas con microorganismos benéficos como las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal se remonta a siglos atrds. Los campesinos conocian de
manera empirica que una forma de mejorar las cosechas era mezclar el suelo que quedaba de
anteriores cultivos exitosos de leguminosas con suelo en el cual no habian crecido
previament. Fue solo hasta finales del siglo XIX que se dio inicio a la inoculacion de suelos
con microorganismos capaces de promover el crecimiento de las plantas, siendo las bacterias

del género Rhizobium sp las primeras en ser implementadas en los cultivos de leguminosas.®

Hoy en dia, los biofertilizantes de naturaleza bacteriana, que incluyen bacterias como
Rhizobium, Pseudomonas, Azospirillum, Acinetobacter o Chromobacterium, representan una
herramienta biotecnoldgica sistémica por lo que a su vez los microorganismos son capaces de
mejorar el proceso de nutricion de las plantas, su vitalidad, vigor y la resistencia a diversas
plagas y enfermedades; ademas las bacterias PGPR capaces de solubilizar fésforo insoluble y
fijar el nitrogeno atmosférico, resultan una alternativa facil de emplear y econdmicamente
viable, siendo amigable con el medio ambiente y favoreciendo la salud del consumidor,

disminuyendo el contacto con compuestos toxicos a largo plazo™.

Sin embargo, en la mayoria de los paises en desarrollo de Centroamérica y Suramérica la
tecnologia de inoculantes bioldgicos no ha tenido mayor impacto sobre la productividad de
cosechas y cultivos familiares, debido a las costumbres heredadas de forma familiar y la
implementacién de fertilizantes quimicos comunes, lo que conlleva a que la mayoria de las
familias no consideren en su practica los biofertilizantes para incrementar la productividad y

conservacion de suelos.

Por otra parte, en Colombia el cultivo de papa cumple un papel de gran importancia
econdmica, que se ratifica en la alta demanda de esta, y en cuanto a los costos de produccion
de papa, a nivel nacional son muy variados pues depende de las condiciones ambientales,
sistemas de produccion y regiones; estos son mayoritariamente invertidos en fertilizantes
quimicos que tienen como funcidén suministrar nutrientes a la planta para su crecimiento y

desarrollo®®.
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En la agricultura uno de los principales nutrientes es el nitrogeno, indispensable para el
crecimiento de las plantas, y en el caso de la papa, importante para la tuberizacion de la
misma; sin embargo, “en suelos carentes de nitrégeno ha sido necesario implementar el uso
de fertilizantes nitrogenados para aumentar el rendimiento de los cultivos, sin embargo, el
uso de estos de manera indiscriminada y las pérdidas producidas posterior a la aplicacion (por
medio de erosion, lixiviacion y volatilizacion), pueden ocasionar problemas graves de
contaminacion en los suelos” lo que en consecuencia se relaciona con la salinizacion y
variacion en condiciones de pH del suelo disminuyendo a su vez la biomasa bacteriana

contribuyente a la fijacion de nitrégeno en los agrosistemas®.

Para el desarrollo inicial de esta investigacion fue necesario seleccionar y catalogar de forma
exhaustiva microorganismos aislados de suelos sin mayor uso agrolégico, mediante
identificacion bioquimica para evitar, en primera instancia, usar bacterias con potencial de
generar enfermedad en los seres humanos, ya que durante los Ultimos afios, el numero de
infecciones humanas causadas por patdgenos oportunistas ha aumentado significativamente,
y el suelo, especialmente la rizsfera, es un reservorio muy amplio y significativo, en donde
podemos encontrar incluso, microorganismos antagonistas y con genes de resistencia a los
antibidticos, lo que en consecuencia, conduce a evitar el uso de microorganismos patdgenos
en investigaciones de tipo ambiental®. Las diferentes pruebas bioquimicas realizadas a un
total de 95 cepas de microorganismos permitieron seleccionar 4 cepas que en principio no
parecen tener metabolismos asociados a patogenicidad para humanos (Anexo 9),
caracteristicas que, junto al hecho de desarrollarse mejor en temperaturas entre 28°C y 33°C,
les proporcionan un sello distintivo como microorganismos ambientales ya que a lo largo de
la investigacion mostraron que la temperatura Optima para su desarrollo oscila entre los 17 y
21°C. En un estudio realizado por Ramos et al. (2008), al evaluar las temperaturas a las que
resisten microorganismos aislados de suelos, se mostré que los microorganismos mesofilos
aerobios son viables en temperaturas entre 30 y 35 ° C %, siendo este, un rango de

temperatura indicador de cepas con caracteristicas patogenas®.

En el presente estudio se realiz6 una comparacion del desarrollo de plantas de papa, en
condiciones de invernadero, sin la adicion extra de nitrégeno o fosforo soluble al suelo,
suplementadas con las cepas seleccionadas (QA8, QA23, QA 44 y R11) y con una cepa
reconocida como PGPR, Bacillus pumilus ATCC 14884, especie que se ha reportado como
potencial promotor de crecimiento vegetal ya que comprende caracteristicas como la
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tolerancia a metales pesados, produccion de fitohormonas, resistencia a estrés térmico

ambiental y formacién de biopeliculas®.

Las cepas usadas en este trabajo de investigacion fueron identificadas molecularmente como:
QA8 Bacillus simplex, QA23 Pseudomonas poae, QA44 Pseudomonas fluorescens y la cepa
R11 que se identifico como una levadura, Apiotrichum porosum; estas especies son propias
del ambiente del suelo.

Diferentes estudios demuestran que especies como las identificadas en esta investigacion
tienen potencial PGPR, tanto por tener la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico como por
solubilizar fosfato inorganico. Segdn Holguin et al.” la fijacion de nitrégeno en organismos
aislados del suelo no solo es una caracteristica de las bacterias del género Azospirillum, sino
también de otros microorganismos de la rizésfera. Algunas de ellas son enddéfitas y tienen
distintas capacidades, los géneros méas conocidos segin una gran cantidad de estudios son
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Enterobacter, Klebsiella, Rhizobium, Acetobacter y

Azotobacter®®, y algunas no tan conocidas como las actinobacterias como los géneros

Arthrobacter, ~ Agromyces,  Corynebacterium,  Mycobacterium,  Micromonospora,
Propionibacteria y Streptomyces, todas estas con capacidad de fijacion de nitrégeno. Esto
también es valido para Frankia que fija nitrogeno tanto en condiciones de vida libre como
simbi6ticas®. Asi mismo, Orozco y Martinez (2009) aislaron cepas microbianas fijadoras de
nitrégeno, entre estas, especies de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. provenientes del suelo de
Pinus patula, llegando a la conclusion que al inocular bacterias con esta capacidad se

estimula el crecimiento longitudinal y se mejora la nutricién en esta planta®’.

Asi mismo, la caracterizacion de las cepas capaces de solubilizar fosfatos permite contrastar
los planteamientos de Arai et al. (2007) con respecto a la solubilizacion de fosfatos
insolubles en el suelo, ya que para los ensayos in vitro, la prueba en medio NBRIP-BPB
demostro una capacidad innata de las cepas para realizar esta actividad, mostrando asi que es
posible la descontaminacion de fésforo retenido en el suelo por medio de la inoculacion de
cepas con actividad solubilizadora ". Para el caso de este mecanismo, cabe resaltar que las
especies bacterianas mas reconocidas que poseen esta cualidad son Bacillus sp,
Stenotrophomonas sp, Burkholderia sp, Pseudomonas sp, Rhizobium sp, Vibrio proteolyticus,
Enterobacter aerogenes y Streptomyces sp, entre otros. El fésforo (P) es uno de los 17

nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas, este se incorpora a compuestos
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organicos como acidos nucleicos (ADN y ARN), fosfoproteinas, fosfolipidos, enzimas, entre
otros %,

Por otra parte, el P juega un papel de vital importancia en distintos procesos energéticos
como el transporte de nutrientes a través de la planta y metabdlicos como la fotosintesis, este
nutriente es absorbido por las raices y gracias a eso permite la elongacién de estas; también
estimula la formacién de semillas y da vigor a las plantas®. Beltran (2014) evalud la
capacidad como solubilizadoras de fosfatos de 21, empleando P. fluorescens (IBUN Pfl095)
como control, obteniendo un halo de solubilizacion con un diametro de 1,3 mm, el cual es
inferior con respecto al diametro de la cepa QA44 de este estudio. Los didmetros de las
demas cepas aisladas en dicho estudio oscilan entre 1,3 mm y 9,3 mm, en su mayoria,

inferiores con respecto a las cepas manejada en este estudio®”

Con relacion a la produccion de fitohormonas, muchos de los microorganismos considerados
PGPR tienen la capacidad de producir auxinas como AIA, que benefician a la planta
mediante la formacion y elongacion de la raiz, y muchas de las bacterias producen esta
auxina, tanto en ausencia como en presencia de L-tript6fano. Un claro ejemplo de esto es P.

fluorescens productora de esta fitohormona en presencia de L-triptéfano *°.

En la presente investigacion, se evallto la produccion de AIA por parte de dos cepas
pertenecientes al género Pseudomonas, las cepas QA44 y QA23, con concentraciones de AIA
de 61,07 ug mL-1 y 90,92 ug mL-1 respectivamente, siendo los resultados mas altos con
respecto a la cepa control ATCC 14884 (30,61 ug mL-1), y las cepas R11(12,58 ug mL-1) y
QA8 (17,55 pug mL™). Un estudio realizado por Florez J. (2017)"*, determind la
concentracion de esta auxina en cepas del género Pseudomonas, obteniendo concentraciones
entre 7,62 y 25,6 pg mL ™, concentraciones mucho més bajas con respecto a las obtenidas con
las cepas QA44 y QA23. Otro estudio realizado por Deepak y Satyavir .”2, mostr6 la cantidad
significativa de AIA que producen cepas de este mismo género, aisladas de rizdsfera de Cicer
arietinum L y Vigna radiata, que crecieron en caldo LB suplementado con L-triptéfano,
obteniendo valores que oscilaban entre 10,2 a 31,2 pg ml™, los cuales aumentaron conforme
pasaban los dias de incubacion bacteriana, teniendo valores entre 22,2 ug mL™ a 40,6 ug mL’
! de IAA posteriores a 4 dias de incubacion, sin embargo siguen siendo inferiores con
respecto a las concentraciones obtenidas con las cepas QA44 y QA23 a las cuales se les

determind la produccién de esta auxina igualmente, luego de 4 dias de incubacion.
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Las bacterias del género Bacillus sp. son ampliamente reconocidas como PGPR, ademas de
ser productoras de fitohormonas, sideroforos y auxinas, en esta investigacion fue posible
determinar que la cantidad en ppm (partes por millén) de AIA producida por la cepa QA8
correspondiente a Bacillus simplex, fue de 17,55 ppm, lo que en comparacién con los datos
del estudio realizado por Hassen A y Labuschagne en 2010%°, quienes determinaron que
para un aislado de esta misma especie, la produccion de AIA fue de 28,0 ppm, produccién
significativamente alta con respecto a la cepa aislada en este estudio, sin embargo, en otro
estudio realizado por Zufliga O ", en donde de acuerdo a las determinaciones realizada para
la cepa de Bacillus pumilus, esta bacteria produce concentraciones entre 11,595 y 19,048 ppm
de AIA, lo que en comparacion con la cepa control ATCC 14884 de Bacillus pumilus, usada
en la presente investigacion es de un valor significativamente inferior, pues la determinacion

en ppm de la cepa ATCC fue igual a 30,61ppm.

Por ultimo, la cepa R11 correspondiente a la levadura Apiotrichum porosum, obtuvo la
concentracion mas baja de AlA con respecto a las otras 4 cepas en estudio, pues fue de 12,58

ppm; Pei-Feng S. et al. ™

, indican que tanto las bacterias como los hongos y levaduras tienen
la capacidad de promover el crecimiento vegetal, y al ser productores de AIA pueden llegar a
ser potenciales biofertilizantes. En este estudio evaltan la produccion de AlA en 12 cepas de
levadura, como las de las especies Aureobasidium pullulans con concentraciones de AlA de
147,4 £ 2,7 pg/mL, Sporisorium reilianum produjo 32,6 + 2,7 ug/mL., y Cryptococcus
flavus que produjo IAA en un rango de 38,6 + 1,7 a 103,.9 + 21,.2 pg/mL, las cuales fueron

significativamente superiores con respecto a la cepa R11.

Un proceso de antagonismo se hubiese evidenciado por medio de zonas sin crecimiento o
halos de inhibicion alrededor de los sensidiscos impregnados con cada cepa; por el contrario,
al crecer todas en conjunto, es posible gque exista interaccién natural entre ellas de forma

sinérgica y beneficiosa para la planta.

De las interacciones obtenidas es preciso decir que las cuatro cepas estudiadas en esta
investigacion comparten una relacién sinérgica propia de muchos microorganismos en
asociaciones ecoldgicas, principalmente en la rizosfera del suelo, en este sinergismo es propio
hablar de una cooperacién por distribucion equitativa de nutrientes, por lo que es preciso citar
entonces que dicha relacion es de gran importancia ya que, las plantas y los microorganismos

han co-evolucionado desarrollando diferentes tipos de interacciones, las cuales abarcan las
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antagonicas, las neutras y las sinérgicas. Dentro de estas Ultimas existen distintos grados de
asociacion, tales como las interacciones a nivel de la rizésfera, con bacterias enddéfitas o la
més estudiada interaccion endosimbidtica rizobio-leguminosa. Como resultado de las
interacciones sinérgicas, los microorganismos pueden ofrecer ventajas al desarrollo de las

plantas, promoviendo su crecimiento como lo menciona Ferrari en 2007 */.

Es importante la evaluacion de patogenicidad en semillas, pues la mayoria de los cultivos se
realizan a partir de estas. Los patdgenos en semillas traen consecuencias graves a nivel
productivo, y por supuesto a nivel epidemioldgico, pues las bacterias tienen la capacidad de
penetrar las membranas de las semillas y quedarse alli, para luego causar infeccion en la
planta, o simplemente producen infeccion superficial. En el caso de la papa y el tomate
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus es un claro ejemplo de infeccién a nivel
sistémico (Navarrete et al., 2014) . Otros ejemplos son el marchitamiento bacteriano
causado por Pseudomonas solanacearum o algunas enfermedades fungicas como moho gris
causado por Botrytis cinerea, observados en el norte de Uruguay en zonas en donde hubo

cultivos previos de papa (Bernal, 2010) ",

En este caso no se evidencia dafio alguno en la raiz de las semillas después de 15 dias de
crecimiento, sin embargo, Moreno et al., (2018) sefialan que la colonizacion de las semillas
por parte de las bacterias contribuye al control de patdgenos, pues crean una biopelicula
protectora, estimulando el crecimiento vegetal, y a su vez el sistema inmunitario de la planta,

pues estan en contacto directo con la raiz de las mismas’®.

El analisis del suelo usado en los ensayos (Anexo 13) demuestra la presencia de nitrogeno
mineralizado (88,8 ppm), el cual se genera a partir de la materia organica del suelo, pero este
no es directamente asimilable por las plantas; igualmente, hay nitrégeno en forma de amonio
(65,6 ppm) que en ocasiones es ligeramente asimilable, y nitrdgeno en forma de nitrato (23,2
ppm) que es la forma en que las plantas asimilan mejor el nitrégeno. Tanto el nitrégeno
mineral como el amonio sufren procesos de mineralizacion gracias a condiciones
atmosféricas, pero principalmente por accion de microorganismos del suelo que los

convierten en nitratos.

Si se hace una comparacion con la dosificacion propuesta por una casa comercial (Yara
Colombia S.A.) para cultivo de papa (Anexo 12), se puede observar que la concentracion de

nitrogeno en el suelo del ensayo es superior (8,7% mas), pero teniendo en cuenta que los
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productos comerciales no tienen nitrégeno mineralizado. Y mas alta ain que la dosificacion
propuesta por el Instituto Colombiano Agropecuario, resultado de diferentes experimentos
con papa (219,68% mas). Al realizar la comparacion con la solucién nutritiva de Hoagland
cuya formula determina la aplicacion de 210 ppm de nitrdégeno, que equivaldrian a 756 kg/ha,
es incluso mayor al nitrégeno presente en las muestras de suelo del ensayo (136,5% mas),
pero cabe destacar que la formulacién Hoagland es generalmente utilizada para cultivos

hidropdnicos y ensayos de laboratorio, mas no para aplicacién en campo.

El nitrégeno contribuye al desarrollo vegetativo, con lo cual se esperaria que, a mayor
cantidad de este elemento en forma asimilable en el suelo, las plantas adquieran mayor masa
vegetal, principalmente en la parte aérea, hecho que es evidente en los resultados presentados
en la tabla No. 10, donde se puede observar que hay mejor desarrollo vegetativo con el
control solucién nutritiva Hoagland completa con respecto a los tratamientos con las cepas
seleccionadas e incluso con la cepa PGPR. Sin embargo, la diferencia de desarrollo de la
parte aérea es ligeramente inferior con la cepa ATCC 14884 y con el co-in6culo, seguida con
valores cercanos por el efecto de las cepas QA44, R11 y QAS8, mientras que con la cepa
QAZ23 la ganancia de masa vegetal aérea es muy inferior con respecto al control. Con base en
estas observaciones, se puede inferir que la cepa ATCC 14884, el co-indculo y las cepas
QA44 y R11 podrian estar contribuyendo a la mineralizacion del nitrégeno presente en el
suelo o a la fijacién de nitrégeno atmosférico, contribuyendo asi a un buen desarrollo

vegetativo de las plantas de papa®.

Con respecto al fdsforo, segun el informe de fertilidad, este se encuentra en una
concentracion optima en el suelo en el que se realizaron los ensayos (109,8 kg/ha) pero no se
conoce si este esta en forma asimilable para las plantas. Sin embargo, esta concentracion de
fésforo es muy inferior a las dosificaciones sugeridas por la casa comercial (67% menos) o
por el ICA (70,93% menos). Con respecto a la solucién de Hoagland, su formulacion indica
la aplicacion de 31 ppm, que corresponderian a 111,6 kg/ha, valor mas cercano al del fosforo
presente en el suelo, pero se debe considerar que para el tratamiento T2 se adicion6 5,0 gr. de

fosfato tricalcico por matera.

El fosforo contribuye a los procesos energéticos de las plantas, principalmente en los

primeros estadios de estas, asi como para el crecimiento de la raiz y la formacion de
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tubérculos. Cuando hay deficiencia de fdésforo disponible en el suelo, las raices y los

estolones tienen tamafios reducidos™.

En cuanto al ensayo realizado en suelo estéril, las caracteristicas descritas por deficiencia de
fésforo no se observaron en la parte aérea de las plantas de papa (Tabla 11), aunque si se
observé menor desarrollo con respecto al tratamiento con la solucién Hoagland completa,
incluso con la cepa control ATCC 14884, sin embargo, en relacion al desarrollo de la raiz, se
destaca la masa vegetal adquirida con la cepa control, seguida de la cepa QA44, lo que
sugiere que estas dos cepas pueden estar facilitando la solubilizacion de fosfatos inorganicos,
permitiendo asi un mejor desarrollo de las raices en estados tempranos de desarrollo de las

plantas de papa.

La adquisicion de masa vegetal con el tratamiento T2 muestra que la raiz se desarrolla mucho
mejor con la aplicacion de la cepa ATCC 14884 seguida por la cepa QA44 con respecto al
control Hoagland solucién completa, mientras que la parte aérea parece desarrollarse mejor
con las cepas QA44 y QA23. Las plantas presentan mayor ganancia de masa vegetal de raiz
con el tratamiento T2 con las cepas ATCC 14884 y QA44 con respecto a T1, y menor
desarrollo con la cepa R11. Con relacion a la parte aérea, sobresale el desarrollo generado
con la cepa QA44, seguida por la cepa QA23, mientras que con el co-indculo y la cepa ATTC
14884 es muy inferior el desarrollo vegetativo con el tratamiento T2 comparado a T1, lo que
sugiere que las cepas seleccionadas pueden tener rasgos que permiten una mayor
disponibilidad del fosforo presente en el suelo para que las plantas lo puedan asimilar. Cabe
destacar la eficiencia de la cepa QA44 en cuanto a la ganancia de masa vegetal tanto en raiz

como en parte aérea respecto al control con adicion de solucion Hoagland completa

En ausencia de suplemento con nitrogeno al suelo, la masa vegetal obtenida por las plantas es
cercanamente similar a la adquirida con la cepa control ATCC 14884, y las cepas de estudio
QA8, QA44 y R11 respectivamente, mientras que, con el suelo suplementado con fosforo
insoluble, la cepa QA44 presenta mejor resultado frente a la cepa control, teniendo en cuenta

la masa vegetal adquirida tanto en raiz como en la parte aérea.

Cabe mencionar que, el efecto de adquisicién de masa vegetal que se observa en las raices de
las plantas tratadas con la cepa QA8 (129,4%) no parece estar correlacionada con la
obtencion de masa vegetal en la parte aérea (-11,0%) en el tratamiento T1 (sin adicion de

nitrégeno extra), sin embargo, al realizar el analisis con respecto a la masa adquirida en raiz
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con el tratamiento T2 (sin adicion de P soluble) se puede observar que la diferencia es
ligeramente inferior respecto al control con solucién nutritiva completa (-3,8%), y mucho

menor si se compara con la cepa ATCC 14884 (-36,99%).

Los microorganismos seleccionados mostraron un comportamiento variado relacionado con
su efecto sobre el crecimiento de las plantas de papa, representado por la ganancia de masa
vegetal; en general, mostraron rendimientos inferiores a los observados con la cepa de control
B. pumilus ATCC 14884, que parece proporcionar principalmente un buen desarrollo
radicular a las plantas de papa. Las cepas QA23, R11 y el co-in6culo, tienen una baja
eficiencia en cuanto a mejorar la disponibilidad del nitrogeno o el fésforo en el suelo,
mientras que la cepa QA8 proporciona principalmente un buen desarrollo radicular, y con la
cepa QA44 se observd un comportamiento similar al control con la solucién nutritiva
completa mas las cepas, lo que permite inferir que contribuye a la movilizacion de nutrientes
como nitrogeno o fosforo en el suelo, de modo tal que estos puedan transformarse en especies

quimicas asimilables por las plantas de papa.

En un estudio realizado por Pathak et al., en 2019 evaluaron el efecto de PGPR y hongos
micorrizales en plantas de papa en donde se aislaron un total de 300 bacterias de la rizéfora
en 3 diferentes variedades de papa, en el estudio se encontrd que la inoculacion de bacterias
diazotroficas nativas y Hongos de la micorriza pueden aumentar el crecimiento de plantulas
de papa, los aislamientos hallados en dicha investigaciéon incluyen bacterias del género
Azotobacter, Bacillus amyloliquifaciens, B. subtilis y Pseudomonas brassicacearum, y
hongos de género Glomus sp, aislados que se usaron como inoculas PGPR en ensayos in
vitro, durante el desarrollo del estudio, se encontr6 que las cepas son capaces de ralizar
algunos mecanismos como solubilizacién fosfato y produccion AIA. Se obtuvo un
rendimiento positivo por parte de las PGPR, pues incrementd la altura de la planta de
variedad Kufri sindhuri (29,7 £ 1,9 gr, control: 20,28 + 0,8 gr), al inocular Glomus
intraradices + Bacillus subtilis (PB3), en las otras dos variedades llamadas Kufri chipsona-3
(25.52 + 1.2 gr, control: 17.19 + 1.2 gr) y Kufri lauvkar (24.13 = 1.2 gr, control: 18.02 + 0.9
gr), este parametro se ve aumentado con el indculo de Glomus intraradices + Bacillus
subtilis(PB12). Glomus intraradices + Lysinibacillus boronitolerans (PB 10) mostro la
mayor longitud de raiz en la variedad Kufri sindhuri (14.54 + 0.6 gr, control: 9.84 £ 0.6 gr )
y Kufri chipsona-3 (13.47 £ 0.5 gr, control: 9.22 £ 0.6 gr) , en Kufri lauvkar (13.94 £ 0.8 gr,

control: 8.46 + 0.2 gr) fue Glomus intraradices + Bacillus subtilis(PB 12) %.
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Las cuatro especies (R11, QA44, QA 8, QA23) exhiben una serie de caracteristicas aptas para

su implementacion como PGPR u otras aplicaciones medioambientales.

Dawwam et al., en 2013, sefialan en su estudio que todos los aislamientos bacterianos que
obtuvieron a partir de raices de plantas de papa, fueron capaces de aumentar los parametros
evaluados en las plantas , tales como peso seco y peso frescose aislaron 7 cepas bacterianas,
las cuales obtuvieron un mejor rendimiento en ciertos parametros con respecto al control, el
peso fresco de las plantas se encontré entre 5,2 g y 7,6 g mientras que la planta control peso
2,9 g; en cuanto al peso seco, en la planta control fue de 0,041 g, y en las demas plantas esta
entre 0,047 g y 0,083 g*%.

Las levaduras son un grupo de hongos polifiléticos que pertenecen a la familia Ascomycota y
Basidiomycota, muchas de ellas son habitantes comunes del suelo, los géneros cominmente
aislados de ecosistemas agricolas son Rhodotorula, Lipomyces, Sporobolomyces,
Trichosporon,  Pichia, Saccharomyces, Debaryomyces, Candida, Cryptococcus,
Aureobasidium y Williopsis*. Algunas de las funciones de las levaduras del suelo
comprenden la descomposicion de la materia organica, promocion del crecimiento radicular,
agregacion del suelo, solubilizacion de fosfato y en algunos casos el biocontrol de los
patogenos de las raices. Ademas, se ha reconocido la capacidad promotora de crecimiento en
levaduras endéfitas por medio de la produccién de auxinas como el acido Indol acético™.
Diversidad de estudios han propuesto experimentos basados en los beneficios evidentes que
proporcionan las levaduras a las plantas mediante mecanismos de fijacion de nitrégeno,
produccién de fitohormonas y auxinas. Nassar A., et al., (2005) logré aislar la levadura
Williopsis saturnus de la raiz de plantas de maiz que fue capaz de producir acido indol-3-
acético y aumentar el peso seco de las raices™. Sarabia M et al., realizé aislamientos de la
rizosfera del suelo para evaluar diferentes caracteristicas en levaduras, encontrando algunas
cémo Candida railenensis, Clavispora lusitaniae,Cryptococcus flavus, Filobasidium
globisporum, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, Solicoccozyma aeria,
Symmetrospora coprosmae, cepas que tras un ensayo en medio NBRIP mostraron
solubilizacién positiva de fosfatos*®. Ademas este tipo de microorganismos ha sido probado
en cultivos de arroz y plantas carnivoras, mostrando resultados positivos respecto a hongos de
tipo micorriza>*. También Ignatova L., et al., (2015) realizo un aislamiento de 538 cepas de
levadura de las cuales 77 lograron demostrar tener la capacidad para produccion de AlA,

cepas que fueron probadas como promotoras de crecimiento, mostrando actividad promotora

64



del crecimiento a partir de las células (biomasa) y se observo que el estimulo de la levadura
podria detectarse en las primeras etapas de la planta®. Lo que, en contraste, permite
relacionar la cepa aislada R11 (Apiotrichum porosum) ya que ademéas de contar con la
capacidad de produccion de AlA en bajas concentraciones.

El Género de levadura Apiotrichum, esta descrito como basidiomiceto anamorfico, a él
pertenecen diferentes especies como Apiotrichum dulcitum , A. laibachii y A. loubieri,
asociadas al suelo, y algunas otras de importancia clinica como Apiotrichum domesticum y A.
montevideense asociadas a neumonitis por hipersensibilidad humana de verano. Apiotrichum
porosum, es otra especie que hace parte de este género, pero relativamente poco estudiada,
que comparte gran similitud genética con el género Trichosporon. Apiotrichum porosum fue
aislado originalmente en suelo, en Hamburgo, Alemania. Tiene la capacidad de formar

micelios de tipo artroconidos®,

Sin embargo, no se encontraron registros bibliograficos que hablen acerca de patogenicidad
de A. porosum en humanos, tampoco se encuentran registros sobre este genero asociados a

promocion de crecimiento vegetal.

Las bacterias del género Bacillus sp. son conocidas como potenciales promotores de
crecimiento en plantas, sin embargo, la especie B. simplex no ha sido ampliamente
reconocido como cepa PGPR, algunos estudios han revelado que al ser evaluado en conjunto
con otras cepas, tiene la capacidad de potenciar la formacién de tubérculos, producir
siderdforos y solubilizar fosfatos, ademas ha demostrado tener actividad anti fungica hacia
Fusarium>. Asi mismo, algunos estudios han revelado que ciertas cepas de B. simplex
promueven el crecimiento de kiwi, tomate y trigo, pero pocos estudios describen esta bacteria
como PGPR™.

Sin embargo, Hassen y Labuschagne . mencionan dentro de su investigacion que Bacillus
simplex aislado del rizoplano, es capaz de colonizar la raiz de plantas de tomate y trigo y
mostrar resultados positivos en el aumento de masa vegetal y calidad del grano en plantas de
maiz, ademas de aumentar el peso seco de la raiz y producir una concentracion deseable de
Acido Indol acético, promoviendo en gran medida el crecimiento en estas dos plantas™.
Ademas de esto, tiene capacidad reductora de quimicos en el suelo, en un casi 94% como lo
mencionan Erguven G y Yildirim N, en donde se encontr6 que fue capaz de ejercer un efecto

biorremediador en suelos contaminados con clorsulfuron®’.
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Por otra parte, Celandroni et al. >®

revelan que las cepas de B. simplex no son potenciales
patdgenos humanas, a pesar de ser resistente a la penicilina, es una cepa susceptible a muchos
otros antibi6ticos y también es aislada con muy minima frecuencia en pacientes con alguna

infeccion de tipo bacteriano.

Pseudomonas sp. es un género de bacilos Gram negativos, aerobios, no fermentadores de
glucosa, asociado a infecciones en el ser humano por parte de algunas especies™. Este género
se encuentra en distintos ambientes naturales, especialmente en la rizdsfera, cumpliendo
funciones de biorremediacién, control bioldgico y promocién de crecimiento vegetal®.

Se ha demostrado que este género es capaz de aumentar la longitud de las raices en las
plantas, al igual que la masa vegetal, esto se ve reflejado en el peso fresco. Otra caracteristica
importante es su cualidad como controlador biolégico por medio de dos mecanismos:
produccién de compuestos antimicrobianos y competencia. Dentro de las especies mas
conocidas como promotoras de crecimiento vegetal es posible encontrar Pseudomonas
fluorescens, quienes tienen la capacidad de colonizar la rizésfera, y la semilla de la planta,
formando asi una capa protectora en la raiz, ademas tiene una alta capacidad de union al

hierro®.

8. CONCLUSIONES

- A partir de suelos naturales poco intervenidos de rizosfera y raiz de papa se aislaron 95
cepas, de las cuales se seleccionaron inicialmente 22 para los estudios de promocion del

crecimiento vegetal.

- De las 22 cepas microbianas, se seleccionaron tres cepas bacterianas (QA8, QA23 y QA44)
y una levadura (R11), que en condiciones de laboratorio, demostraron capacidad para
mineralizar el nitrégeno, solubilizar fésforo inorganico y producir fitohormonas tipo acido

indol acético.

- Las cepas estudiadas fueron identificadas molecularmente como QA8 Bacillus simplex,

QA23 Pseudomonas poae, QA44 Pseudomonas fluorescens y R11 Apiotrichum porosum.
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- Las cepas QA44, QA8 y QA23 demuestran una rapida mineralizacion del nitrégeno, asi

como solubilizacién de fosfato de forma eficiente en condiciones in vitro.

- Las cepas QA23 y QA44 producen mayor cantidad de &cido indol acético, con respecto a la
cepa control B. pumilus ATCC 14884, en condiciones in vitro.

- Ninguna de las cuatro cepas estudiadas ocasiona efectos nocivos sobre semillas de tomate y

permiten su germinacion.

- Las cepas QA23 y R11, y el co-indculo tienen una baja eficiencia en cuanto a mejorar la
disponibilidad del nitrégeno o el fésforo en el suelo.

- La cepa QA8 proporciona principalmente un buen desarrollo radicular de las plantas de

papa, al igual que la cepa control B. pumilus ATCC 14884.

- La cepa QA44 P. fluorescens permite la adquisicion de masa vegetal similar en suelos sin
adicion de nitrogeno o de fésforo soluble, similar a la que las plantas adquieren con una

solucion nutritiva completa.

9. RECOMENDACIONES

Los resultados preliminares demuestran que 3 de las cepas estudiadas (QA8, QA23 y QA44)
presentan rasgos que inducen a realizar estudios mas amplios con estas, para determinar si

verdaderamente son rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Dentro de estos estudios proponemos ensayos con sustrato inerte con dosificacion de
nutrientes mas controlada, de modo que permita ver si efectivamente contribuyen a convertir
el nitrogeno y el fésforo en formas mas asimilables por las plantas de papa. Asi mismo,
consideramos importante determinar los factores que inducen a estas cepas a producir
auxinas, y si estas fitohormonas tienen la capacidad de ejercer un efecto directo sobre el

desarrollo de las plantas de papa.

Por otra parte, se ha de tener en cuenta que en condiciones naturales los microorganismos

sufren la influencia de diversos factores ambientales, quimicos y biologicos, ejercidos por la
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presencia de otros microorganismos de la rizosfera, por lo cual, se deben realizar ensayos en
campo para determinar la accion de las cepas seleccionadas. Asi como determinar la

dosificacién més adecuada para la inoculacion del suelo con estas cepas.

Con respecto a la cepa R11, si bien no present6 un efecto positivo sobre el desarrollo de las
plantas de papa, si es importante determinar que aplicaciones puede tener este

microorganismo y enfocar estudios futuros a su posible aprovechamiento biotecnologico.

Es importante realizar los ensayos en suelo, adicionando un control sin microorganismos.
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ANEXOS

Anexo 1. PROTOCOLO PREPARACION MEDIO NBRIP-BPS (Nautiyal, CS., et. al.,
1999)

Adicionar los siguientes reactivos en estricto orden para evitar precipitacion de reactivos. Para 1 litro (National
Botanical Research Institute's phosphate growth medium (NBRIP))

- HO-d 800 mL

—  Glucosa 10g

— MgCl.6H,O 5¢g

—  (NH,),SO, 01g

— NaCl 0,2¢
— MgSO,7H,O 0.25¢
- KCI 0.2g¢

— Azul de bromofenol (0,025 mg/mL) 2,5 mL (de stock 10 mg/mL)

Cas(PO,). 59

Agar  (segun casa comercial)

Ir mezclando los componentes en agitacion.

Completar a 1000 mL

Ajustarel pHa 7.0

Esterilizar y servir con el medio caliente, manteniendo el medio en agitacién ya que el calcio estara
precipitado y debe quedar homogéneo en cada placa.

vVVVYyl

Incubar a 20 grados. Medir halos el dia 5, y luego cada 2 dias hasta 14 dias.

Anexo 2. PROTOCOLO PREPARACION MEDIO NFb (Baldani, JI., et. al., 2014)

Adicionar los siguientes reactivos en estricto orden para evitar precipitacion de reactivos. Para 1 litro:

- HO-d 800 mL

— Acido mélico 59

- KyHPO, 05g

—  MgS0,4.7H,0 0,29

- NaCl 0,1g

— CaCl,.2H,0 0,02¢

—  Solucién de micronutrientes 2 mL (ver preparacién mas adelante)
—  Azul de bromotimol (5 g/L) 2 mL (ver preparacién mas adelante)
— Fe-EDTA (16,4 g/L) 4 mL (ver preparacion mas adelante)
— Solucién de vitaminas 1 mL (ver preparacion mas adelante)

- KOH 45¢g

Completar con agua destilada a 1000 mL.

Ajustar el pH a 6,5

Si se requiere medio semisolido agregar 1,6 g a 1,8 g de agar.
Si se requiere medio sélido agregar 15 g de agar.

Esterilizar en autoclave.

VVVYVVYVY

SOLUCION DE MICRONUTRIENTRES PARA MEDIO NFb
Para 1000 mL de solucién, agregar los siguientes reactivos, en el mismo orden expuesto:

~ H,0-d 800 mL
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— CuS0,4.5H20 0,049

— ZnS0,.7H,0 0,12 g
— H3BO; 1,40 g
~  NaMo0,.2H,0 1g

—  MnS0O4.H,0 1,175¢

» Completar a 1000 mL. Esterilizar en autoclave.
» Almacenar a unos 25°C para evitar precipitacion.

SOLUCION DE AZUL DE BROMOTIMOL

Preparar KOH 0,2N y disolver el colorante a una concentracion final de 5 gramos por litro.
— Pesar 0,5 g de colorante y disolverlo en 100 mL de KOH 0,2N.
— Almacenar en frasco oscuro.
—  Esterilizar en autoclave.

SOLUCION DE VITAMINAS
— Biotina 10 mg
— Piridoxal HCL 20 mg
Revisar en que se disuelven cada uno de los componentes.
Para 100 mL:
Disolver en bafio de agua caliente.
Esterilizar por filtracion (0,22 pm).
Almacenar en frasco oscuro.

SOLUCION Fe-EDTA (16,4 g/L) 200 mL
1. Solucién EDTA
—  Preparar 100 mL de KOH 1N en un vaso de precipitados de al menos 250 mL.
— Colocarlo en la plancha con poco calor.
— Cuando la solucién este templada, adicionar 3,28 g de EDTA.
— Agitar hasta que el reactivo se disuelva.

2. HCI 1IN
A 50 mL de agua, adicionar 405 pL de HCI concentrado.

3. Solucioén Fe
—  Preparar 50 mL de HCI 1N (Sol. 2)
— Adicionar 0,4264* g de FeSO4.7H20
— Mezclar hasta disolver el reactivo

*En teoria el EDTA secuestra hasta un 13% de Fe 16,4 g/L de Fe-EDTA total, entonces el 13% ¢cuanto es?

4. Fe-EDTA

— Adicionar 1,33 mL de la solucién Fe (3) a la solucion EDTA (1) (o hasta generar un color amarillo

ocre, sin precipitado)
—  Completar a unos 180 mL con agua

— Dejar esta mezcla en agitacion y oscuridad unas 12 horas (el pH variara en este tiempo)

— Ajustar el pHa 5,5 (HCI 0 KOH)

Anexo 3. PATRONES COLORIMETRICOS DE CONCENTRACION DE AIA

Patrones de AIA para curva estandar




Anexo 4. PROTOCOLO LAVADO DE SEMILLAS DE TOMATE

1. Se sumergen las semillas a utilizar en hipoclorito al 1% por 60 min cubiertas por el filtro (malla o gasa estéril)
para evitar la pérdida de éstas, todo se realiza en cabina de flujo laminar o0 en meson limpio junto al mechero.

2. se sumergen en agua destilada estéril para quitar los residuos de hipoclorito.
3. Se pasan por etanol al 70% por 5 minutos.
4. Se realizan tres lavados con agua destilada estéril para eliminar el compuesto quimico.

5. Se dejan 15 dias en cAmara himeda, es decir en una caja de Petri con un papel absorbente estéril himedo con
agua y previamente sellado.

Anexo 5. PROTOCOLO LAVADO DE CELULAS

1. Dejar en crecimiento por 24 horas en tubos falcon los microorganismos, en caldo LB

2. Centrifugar tubos a 5000 rpm durante 10minutos

3. Sacar sobrenadante.

4. Adicionar 1m de NaCl 0,9% y resuspender

5. Centrifugar nuevamente y eliminar sobrenadante, resuspender nuevamente en 2 ml de NaOH
6. Remojar 30 semillas en cada tubo durante 15 minutos.

7. Una vez se cumpla el tiempo, dejar secar las semillas en papel absorbente estéril.

Anexo 6. PREPARACION DE SOLUCION NUTRITIVA HOAGLAND

CONCSET'\'OTSQC'ON COMPUESTO 1L 100% | 1L 5% (mL) 500(2::)5% 100(m::)5%
1000x micronutrientes 500 pl 25 12,5 2,5
1M Ca(NOs3),.4H,0 4 mL 200 100 20
1M KNO; 6,5 mL 325 162,5 32,5
0,25M MgSQO,.7H,0 8 mL 400 200 80
0,25M KH,PO, 400 pl 20 10 4
0,25M KCI 200 pl 10 5 2
0,146M Fe Fe-EDTA 308 pl 15,4 7,7 3,1
Agua-d allL alL a 500 mL a 100 mL
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Anexo7 PROTOCOLO PARA SOLUCIONES NUTRITIVAS DE ENSAYO DE
PAPA

Para cada materia adicionar 200 ml de cada solucion, por lo tanto, se deben preparar 3,6 litros de cada
una de estas.

Ensayo 1 ATCC |QA8 QA23 QA44 R11 CO-INOC
Suelo coNi3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat
poco
nitrégeno ATCC - N |QA8-N QA23-N |QA44-N |R11-N COINOC - N
Hoagland sin notrogeno
CONCT
STOCK COMPUESTO 1L 100%
1000x micronutrientes 500 microL
M Ca(NOs),.4H,0 4 mL
0,25M MgSQO,.7H,0 8 mL
0,25M KH,PO, 400 microL
0,25M KCI 200 microL
0,146M Fe Fe-EDTA 308 microL
Agua-d a 1L
Ensayo 2 ATCC QA8 QA23 QA44 R11 CO-INOC
Suelo sin fésforo
soluble pero con 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat
Ca,PO,
(insoluble) ATCC- P QA8-P QA23-P |QA44-P |R11-P COINOC - P
Hoagland fosforo insoluble
CONCT STOCK COMPUESTO 1L 100%
1000x micronutrientes 500 microL
1M Ca(NO3),.4H,0 4 mL
1M KNO; 6,5 mL
0,25M MgSO,.7H,0 8 mL
Como es insoluble
Caz(POy), en agua, se deben
adicionar 5 gr
De polvo por matera
0,25M KCI 200 microL
0,146M Fe Fe-EDTA 308 microL
Agua-d all
Control ATCC QA8 QA23 QA44 R11 CO-INOC
Suelo conl3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat
Hoagland ATCC QA23 QA44 R11 COINOC
100 % control QAB8 control [control control control control
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Hoagland para el control

CONCT STOCK COMPUESTO 1L 100%
1000x micronutrientes 500 microL
1M Ca(NO,),.4H,0 4 mL
1M KNO; 6,5 mL
0,25M MgS0,.7H,0 8 mL
0,25M KH,PO, 400 microL
0,25M KCI 200 microL
0,146M Fe Fe-EDTA 308 microL
Agua-d a 1L

Anexo 8. PROTOCOLO PARA PREPARACION DE INOCULOS MICROBIANOS

ATCC EscaLa McFARLAND
N° BaCl. H.SO, vf N? Células
3 mat 0,048M ml | 0,36M ml ml
4 0,5 0,05 9,95 10 1,5- 108
Suelo con poco nitrogeno | ATCC-N - 5.1 59 o 108
2 0,2 9,8 10 6 - 108
3 0,3 9,7 10 9.108
H A 4 0,4 9,6 10 12 - 108
Suelo sin fosforo soluble, |3 mat - 05 5’5 5 T
7 0,7 9,3 10 21 - 108
3 mat 8 0,8 9,2 10 24 - 108
9 0,9 9,1 10 27 - 108
ATCC 10 1 9 10 30 - 108
Suelo con Hoagland 100% | control

Para los indculos debemos infectar 9 materas por cada cepa y coindculo. Entonces el procedimiento para
preparar estas bacterias sera:

1. Tener una placa fresca de cada cepa.

2. En Falcon de 15 mL inocular 6 ml de medio liquido con cada cepa (hacer 2 tubos de cada cepa) incubar a
temperatura adecuada y en agitacion horizontal a 200 rpm para que los medios se aireen de forma adecuada y
permitan un mayor crecimiento.

3. En Erlenmeyer de 500 mL preparar en cada uno 100 mL de medio liquido estéril. Adicionar 5 mL del cultivo
descrito en el punto 2. Para los coindculos adicionar 3mL de cada cultivo crecido en un mismo Erlenmeyer.
incubar a temperatura adecuada y en agitacion de 200 rpm para que los medios se aireen de forma adecuada y
permitan un mayor crecimiento.

4. Centrifugar y eliminar el caldo. Hacer 2 lavados con NaCl 0,9 — 0,85%. Con agua destilada llevar las células a
una concentracion de 0,5 escala McFarland, y repartir la solucion final en 9, para adicionar a cada matera, segin
el tratamiento.
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Anexo 9. A Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de cepas bacterianas

CEPA CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS GRAM
QA1 Colonia pequefia, color crema (Clara), Brillante, Borde liso, sin | Bacilos Gram negativos,
desplazamiento en Agar medianos
QA5 Colonia Grande color crema (claro), brillante, borde liso. Sin | Bacilos Gram negativos
desplazamiento aparente cortos
QA7 Colonia pequefia, color crema- amarilla, Translicida, brillante, borde | Bacilos Gram negativos
liso, sin desplazamiento pequefios
QA8 Colonia Grande color crema (claro), brillante, borde liso. Sin | Bacilos Gram negativos
desplazamiento aparente pequefios
QA9 Colonia pequefia, color crema (Clara), Brillante, Borde liso, sin | Bacilos Gram negativos
desplazamiento en el medio pequefios
QAl0 Colonia pequefia, Color crema amarilla, ligeramente traslicida. Donde | Bacilos Gram negativos
hay més densidad de bacterias se observa fenémeno de swarming. medianos
QA 13 Colonias similares a QA5 Y QA8 Bacilos Gram negativos
medianos y gruesos
QA 14 Similar a QA7 Bacilos Gram negativos
pequefios
QA 15 Crecimiento extendido no se observan colonias aisladas, las colonias | Bacilos Gram negativos,
observadas son color crema- amarillo, translicido, bordes del | pequefios
crecimiento con pequefias proyecciones
QA 17 Colonias muy pequefias, con tono amarillo-naranja, translicidas, borde | Bacilos Gram negativos,
del crecimiento festoneada pequefios
QA 23 Ay | Colonia pequefios amarillo claro translicida, brillante. Donde hay mayor | Bacilos Gram negativos
B densidad la bacteria se extiende sobre la placa. A medida que disminuye | pequefios y estructuras
la densidad, forma estructuras filamentosas de desplazamiento. A menor | Gram positivas
densidad no hay desplazamiento
QA 24 Similar a QA23, SALVO: porque las colonias individuales son un poco | Bacilos Gram negativos,
mas grandes y el borde no parece ser uniforme. También se observa que | medianos
a mayor densidad de bacterias esta NO se extiende sobre la placa sino
que se desplaza de forma filamentosa
QA 27 Colonias color crema claro, poco brillantes, rugosas a mayor densidad. | Bacilos Gram positivos,
las colonias tienen tamafio mediano, No son transllcidas, con borde | largos, delgados
Festoneado
QA28 Colonias muy pequefias, color crema- amarillo claro, brillantes y | Bacilos Gram negativos
transllcidas cortos
QA 29 Crecimiento sin colonias aisladas, colonias pequefias, escasas, brillantes, | Bacilos Gram negativos,
no son translicidas, con desplazamiento aparente, tono color Naranja cortos
QA 31 Crecimiento similar a QA15 Bacilos Gram negativos,
pequefios
QA 34 Crecimiento similar a QA 29 con tono naranja Cocobacilos Gram
negativos
QA 42 Crecimiento con fendmeno de swarming: la colonia crece formando | Bacilos Gram negativos
ligeras proyecciones; los espacios se van llenando y las zonas centrales | medianos
es mas densa que los bordes del crecimiento. Es color claro brillante
QA 43 Colonia color crema con desplazamiento en swarming Bacilos Gram positivos,
largos y delgados
QA 44 Colonias color crema claro con desplazamiento en fenémeno de | Bacilos Gram negativos,

swarming

cortos
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Anexo 9 B Crecimiento en Agar MacConkey y Agar King B

Cepa Agar MacConkey Agar King B

QA1 Crecimiento, fermentacion Crecimiento, sin
fluorescencia

QA5 Crecimiento, sin fermentacion de lactosa Crecimiento, sin
fluorescencia

QA7 Crecimiento, fermentacion de lactosa Crecimiento, sin
fluorescencia

QA8 Crecimiento, sin fermentacion de lactosa No hubo crecimiento

QA9 Crecimiento, sin fermentacion de lactosa Crecimiento, sin
fluorescencia

QA 13 Crecimiento, fermentacion de lactosa

QA 14 Crecimiento, fermentacion de lactosa

QA 15 Crecimiento, fermentacion de lactosa Crecimiento  (masivo, la
bacteria se extendi6)

QA 17 No hubo crecimiento Crecimiento, sin
fluorescencia

QA 23 Ay | Lisa: Crecimiento, sin fermentacion de lactosa, Pelitos: No hubo crecimiento

B

QA 24 Crecimiento, fermentacion de lactosa Crecimiento, fluorescencia

QA 27 No hubo crecimiento Crecimiento (masivo), sin
fluorescencia

QA 28 Crecimiento, sin fermentacion de lactosa Crecimiento, sin
fluorescencia

QA 29 No hubo crecimiento Crecimiento, sin
fluorescencia

QA3l Crecimiento, fermentacidon de lactosa Crecimiento, sin
fluorescencia

QA 34 No hubo crecimiento Crecimiento , sin
fluorescencia

QA 42 Crecimiento, fermentacion de lactosa Crecimiento, sin
fluorescencia

QA 43 Crecimiento, sin
fluorescencia

QA 44 Crecimiento, sin fermentacion de lactosa Crecimiento, sin

fluorescencia

Anexo 9 C Crecimiento en Agar cetrimide

Cepa Agar Cetrimide

QA1 No hubo crecimiento

QA5 No hubo crecimiento

QA7 No hubo crecimiento

QA8 Crecimiento, sin fluorescencia
QA9 No hubo crecimiento

QA10

QA 13 Crecimiento escaso

QA 14 Crecimiento, sin fluorescencia
QA 15 No hubo crecimiento

QA 17 No hubo crecimiento

QA 23 Ay | Lisa: Crecimiento muy escaso, Puntos: Crecimiento con fluorescencia
B
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QA 24 Crecimiento, fluorescencia

QA 27 No hubo crecimiento

QA 28 No hubo crecimiento

QA 29 No hubo crecimiento

QA 31 Crecimiento, fluorescencia

QA 34 Crecimiento muy escaso, sin fluorescencia
QA 42 Crecimiento, sin fluorescencia

QA 43 No hubo crecimiento

QA 44 Crecimiento, con fluorescencia

Anexo 10. REGISTRO FOTOGRAFICO DE LOS RESULTADOS INICIALES NE
MEDIO NFb Y NBRIP

RESULTADOS NFb y NBRIP




Anexo 11 TABLAS DIFERENCIAS ENTRE LOS PESOS FRESCOS Y SECOS EN
GRAMOS DE MASA VEGETAL Y RAIZ OBTENIDOS APARTIR DE LOS
TRATAMIENTOS EN SUELO.

(A) POCO NITROGENO (T1) (B)FOSFORO INSOLUBLE (T2) (C) HOAGLAND 100%

BACTERIA | RAIZ | AEREA | BACTERIA |RAIZ| AEREA BACTERIA |RAIZ |AEREA
QA8 13,79gr | 23,90gr QA8  |578gr| 26,84gr QA8 6,01gr | 26,85gr
QAZ3 s.17gr | 16.27gr QA23  |549gr| 29,08gr QA23 7.49gr | 26,08gr
QA44 6,44gr | 22,650r QA44  |726gr| 30,37gr QA44 6,22gr | 24,47gr

R11 6,17gr | 24,29gr R11 514gr| 23,21gr R11 5,74gr | 26,89gr

Co-inéculo 5,56gr | 26,81gr Co-inéeulo | 7,42gr 18,53gr Co-inéculo 741gr | 27,90gr

ATCC 6,90gr | 24,53gr ATCC  |g18gr| 20.15gr ATCC 5,27gr | 25,48gr

ANEXO 12. NUTRIENTES DEL SUELO DEL ENSAYO Y DOSIFICACIONES

RECOMENDADAS
ANALISIS DE FERTILIDAD PRODUCTO COMERCIAL RECOMENDACION ICA 1992
DEL SUELO USADO PARA Cantidad Cantidad
LOS ENSAYOS Nutriente recomendada Nutriente recomendada
Nutriente Cantidad kg/ha kg/ha kg/ha
Amonio 236,16 N 294 Paramos de Cundinamarca y
nitrato 83,52 P,0Os 334 Boyaca
N-mineral 319,68 K,0 316 N 100 a 150
Fésforo 109,8 CaOo 52,35 P,03 <40 ppm 375 a 450
Relacién ppm a kg/ha segun: MgO 39,92 Altiplano Cundi-boyacense
https://www.smart- S 56,92 N 50 a 100
fertilizer.com/es/articles/ppm-in- Zn 56,4 P,0; < 40 ppm 300a 375
soil/ B 680,6 Fuente: Libro técnico
Fuente: manual para cultivo de Fertilizacion de cultivos en clima
papa. Yara Colombia S.A. frio
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Anexo 13. Analisis 1 de suelos de Quiba Alta

T UNIVERSIDAD

REPORTE DE ANALISIS DE SUELO No. 180-2018 1 ‘3’;5 NAC[ONAL
- L 7 DE COLOMBIA
Paginaldel 2 SEDE VT A
LABORATORIO DE SUELOS FACULTAD DE CIENCIAS AGRARLAS
FCA-L-FT-10.002.007
Remitente: Nancy Castillo Finca: Auiba Alta Lote: 1
E-mail: nancastillo@uan. edu.co Propietario:  No reporta Recibido: 2018-02-20
Direccion: No reporta Municipio: No reporta Reportado:
Teléfono: No reporta Dpto: No reporta Recibo No.: IaEEa
Ciudad: Bogotd Cultivo: No reporta
RESULTADOS
" CE co | N ca | kK | mg [ nNa | AT | cicE | cIc
i ds/m % meq / 100g
5,4 ns g87 | 076 | 700 [ 003 | 1,03 ] 014 [ 1,17 [ 113 | ng
ns: no solicitado
P | s | cu | Fe [ Mn [ zn | B ar | L] A
Textura
mg / kg %
423 | ns | ns | ms | ms | ns | ms 13 | 24 | s2 FA
Los resultados corresponden dnicamente a las muestras suministradas por el usuario y analizadas en el labaratorio
£l
PARAMETRO METODOS DE ANALISIS VALORACION
pH Suspension sueloiagwa. (relacion pespivnlimen 1:1) Prtencipmetrica
CE: Conductividad eléctrica Extracto de la pasta de saturacién imetn
CO: Carbono organico oxidable Walklgx-Black Colorimétrica
N: Mitrogeno total Estimade a partir del CO (factor empleado 0,0862)
Ca, K, Mg, Na: Bases intercambiables Extraccién con MHs -Acetato 1M pH 7 Absorcidn Atdmica
CIC: Capacidad de intercambio satignicn Desplazamiento del NHa intercambiado con [§ag] volumétrica
CICE: CIC Efectiva Estimadeo por suma de bases y acidez intercambiables |
Al: Acidez intercambiable Extraccicn con KCL 1M Volumétrica
P: Fosforo dispenible Bray I Colorimeétrica
S: Azufre disponible Extraccién con fosfate moneedlsisa. Turbidimétrica
Cu, Fe, Mn, Zn: Migreslementes Extraccién con DTPA Absorcidn Atdmica
B: Boro Extraccicn con fosfate mannedlgico Colorimétrica
Arcilla (Ar), limo (L), arena (A) Bougruars. dispersidn con Na-Hexametafesfate Densimatrica
Textura Tridngulo de clasificacién textural USDA

NIVELES GENERALES DE REFERENCIA

Elemento Clima Alto Medio Bajo Elemento Alto Medio Bajo
Frio =0.50 0.25-0.50 =0.25 P =40 20-40 =20
M Medio =0.25 0.15-0.25 <0.15 K =0.35 0.15-0.35 <0.15
Calido =0.20 0.10-0.20 <0.10 Ca »6 3,0-6,0 <3
Mg =2.5 1.5-2.5 =1.5
Coordinadora: “¢¥ @ e Cffccmy™

RECUERDE: El plan de fertilizacian es mas eficiente silld.consulta con el profesional de Asistencia Técnica de su localidad

Laboratorio de Aguas y Suelos. Facultad de Agronomia. Edificic 500 Cuarto Piso
Conmutador 316 5000 Extensiones 10088 & 10049; Telefax 316 5408

Correo electrénico: labsuelo fagbog@unal.edu.co
Bogota, Colombia
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Anexo 14. Andlisis de suelo utilizado para los ensayos en invernadero

P
UTADEO

CEINTRO DE BIO-SISTEMAS

FUNDACION UNIVERSIDAD DE BOGOTA JORGE TADEOLOZANO
CENTRO DE BIO-SISTEMAS

Autopista Norte Km10 Via Bogota -Bricefio Chia (Cundinamarca)

Teléfono 2427030 Ext 2430/2431

LABORATORIODE SUELOS Y AGUAS
ANALISIS FERTILIDAD EN SUELOS

| MOestfa unente [FInca
Mo.Muestra: 000062 Nombre: MARIA FERNANDAMORENO LONDORO Mombre: SUELOESTERIL
Identificacién: SUELOESTERIL Direccién: CR75 150-50
000084 Municipio: BOGOTA Municipio:
Ordende Trabajo No.: 03-eb.50 Teléfono: 3112079961 Fax: Departamento:
Fecha de Solicitud : el . .
E-Mail: mfernandamoreno@unicolmayor.edu.co
Fecha de Impresion : 17-1e0-20 @ Y
Cultivo: '°"" Solicitante: MARIA FERNANDA MORENC LONDORO
Elementos Mayores (mg * I(g'1 6 ppm) Elementos Menores (mg* kg 16 ppm)
ELEMENTO| pH CE. [ N-NHT N-NOT N-Min.[ P K Ca Mg Na Al S CI- Fe Mn Cu Zn B
ANALIZADO ds/m Amonio | Nitrsto | Nlirégeno) Fésforo Patasio Calcio Magnesio Sodic | Acidezlpl  Azufre Cllorure Hiemo | Manganesqd Cobre Zinc Baro
RESULTADO | 5g | 185 | 65.6| 23.2| 88.8 | 30.5 | 607 | 3547 | 300 | 119 2388 | NA | 647 | 347 | 07 | 47 | 0.25
DEL ANALISIS
Resultadoe_ljll 1.55 17.70 247 052 | 0.00
cmel kg
INTERPRETACION Bajo Exceso Exceso Optimo Alto Optimo Bajo Exceso Optimo Exceso Exceso | Deficientd Optimo Bajp
BAJO [§ 0.56 20 20 265 3440 423 45 15.0 13 11 34 0.34
OoPTIMg  6.25 074 25 30 37 4763 582 60 20.0 15.0 15 45 045
ALTO 6.5 0.9z 20 40 476 GOE6 T41 Th 106.5 250 18.8 149 56 0.56
Metodologia: Otros Analisis y Parametros de la Muestra Relaciones Cationicas.
pHenagua (1:1), Capacidad de Infercambio Cafionico. - camM calk Ma/K
(CIC) y bases de intercambio en acetato de amonio Porcentaje |Porcentaje de ac CICe L L (CazMa)K
{1:20), elementos menoresen DTPA(1:2), boroy C.E B Saturacion 717 1141 159 43.00
extracto de saturacién. Acidez Intercambiable s6lo Pw % Ps % (cmol * kg™ : : : :
CUANA0 PH < 2.2; 5 POT IURIANMETIA; N-Mineral en 5., G _ - ) Ooti
(1N)- gg‘g;ggg;_ p il 08 116.9 529 299 Interpretacion| exceso Bsjo | Deficiente| Optimo
Valores Optimos|  3-5 12-18 4-6 12-20
Metodo Fosforo (P):  Bray !l e
f;;}—’_'cuft(_,_f =2 :7 =
i iana Mireya 5.
Jefe Laboratoriode Suelos y Aguas
Sede Chia
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Anexo 14. Corrido electroforético de cepas QA44 Y R11
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