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Evaluación 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 América del Sur y para muchos 

núcleos familiares en la región, es base del sustento alimenticio y económico, pero sigue 

siendo un cultivo tradicional y poco tecnificado, lo que redunda en un bajo nivel de 

producción.  

El uso de productos químicos en el cultivo de papa es muy alto; en Colombia se estima que se 

usan tres veces más agroquímicos de lo que necesita un cultivo, lo cual se agrava con la 

intensificación de la producción, el aumento de la frontera agrícola y la producción en zonas 

inadecuadas.  

La aplicación de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, plant growth 

promoting rhizobacteria) ha aumentado el rendimiento de diversos cultivos, generando a su 

vez la disminución del uso de fertilizantes químicos. Por esta razón, en la presente 

investigación se realiza una aproximación a la caracterización 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 patógenas 

humanas y, se evaluaron in vitro algunos de los mecanismos que podrían 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 tenían la capacidad de promover el crecimiento 

de plantas de papa, sin necesidad de suplementar con nitrógeno o fósforo 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: Promoción 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. INTRODUCCIÓN 

 

La aplicación de bacterias PGPR es una alternativa importante al uso de fertilizantes de 

compuestos químicos que generan gran concentración de residuos tóxicos en el suelo. Esta 

alternativa busca, además, reducir el impacto económico que tiene la aplicación de altas 

cantidades de fertilizantes químicos, y que, a su vez, causan daño a los suelos, principalmente 

en cultivos de importancia económica para el país como lo son los cultivos de papa (Solanum 

tuberosum)
1
.  

 

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 órganos de las plantas y generar efectos benéficos, en ellas se destacan 

mecanismos de promoción directos propios de las bacterias, como la producción de 

fitohormonas, solubilización de compuestos fosfóricos y fijación del nitrógeno atmosférico y 

otros indirectos como el control biologico
1
 con lo cual se puede abrir una opción alternativa 

ecológica y reducir los costos de producción en los cultivos
2
. 

 

En Colombia, el cultivo de la papa se encuentra distribuido a lo largo del territorio en un área 

de más o menos de 160.000 hectáreas por año, los cultivos de papa (Solanum tuberosum) y 

papa criolla (Solanum phureja) hacen parte de los principales cultivos de solanáceas de 

importancia económica
2
, además. el cultivo comercial de esta planta se realiza entre los 2.000 

y 3.000 msnm, pero las zonas de óptima producción en función de calidad y cantidad de 

producto son a los 2500 msnm
3
. Con la finalidad de encontrar alternativas al uso excesivo de 

fertilizantes químicos y que además se mantenga y/o mejore la producción de papa, la 

presente investigación es una aproximación a la identificación y caracterización 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 así la producción 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 Específicos 

 

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 promoción de crecimiento vegetal como la 

degradación de fósforo insoluble, fijación de nitrógeno atmosférico o producción de ácido 

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 acumulación de 

compuestos químicos en los suelos, lo que hace necesario contemplar alternativas de mejora 

y remediación de suelos; un estudio  realizado por Mehta y Nautiyal en 2001 sugirió la 

evaluación de bacterias con capacidad solubilizadora de fosfato; en dicha investigación, se 

trata el tema de los fosfatos inorgánicos aplicados al suelo por medio de los fertilizantes, que 

al llegar al suelo quedan inmóviles y son incapaces de estar a disposición de las plantas, de 

manera que se menciona como mediante la microsolubilización en la rizosfera es posible 

poner nuevamente a disposición de las plantas este elemente, así como también se menciona 

la alternativa de inoculación de bacterias solubilizadoras de fosfatos inorgánicos del suelo 

para mejorar el rendimiento de los cultivos y mejorar este bioproceso
4
.
    

 

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 

características PGPR como fijación de nitrógeno atmosférico y la síntesis de altas 

concentraciones de ácido indolacétio, además 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 raíces. Determinaron que las bacterias realizan 

actividades simbióticas junto con las plantas en los manglares 
5
. 

 

La rizosfera es la región del suelo donde se encuentra una actividad microbiana muy activa y 

densa. Osorio et al.
6
 en su investigación en 2006 mencionan las rizobacterias promotoras del 

crecimiento de las plantas (PGPR) y los múltiples beneficios asociados a la nutrición de las 

plantas, destacando la fijación de nitrógeno en formas orgánicas que luego puede ser utilizado 

por las plantas, siendo las más 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 químicamente con 

fertilizantes se presenta un gran problema para cultivar, debido a la compactación, la 

infertilidad y la acidificación de los suelos. Además, cita los efectos de inoculación de la 

bacteria Enterobacter agglomerans que muestra un rendimiento de absorción de fósforo 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. 



17 
 

 

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 señal pertenecientes al grupo de las N - acil 

homoserina lactonas (AHLs), relacionadas con QS; de esta forma, Jafra et al.
7 

en el año 2006,
 

estudiaron la habilidad de bacterias aisladas de rizosfera de papa en la degradación 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 aplicación alternativa de biofertilizantes en el suelo, se ha visto de manera positiva por 

contribuir a la solubilización de elementos como el nitrógeno; en el año 2007 Kumar et al.
 8

 

encontraron que las asociaciones planta-microorganismo contribuyen en gran medida a la 

fijación de nitrógeno presente en el ambiente, la solubilización de fosfato y la producción de 

fitohormonas, por lo tanto, mejoran el crecimiento de las plantas, siendo la producción de 

exudados por parte de las raíces de las plantas un elemento importante, ya que influye en la 

estructuración de las comunidades bacterianas de la rizósfera. En el estudio se observaron 

mejores interacciones con plantas de algodón y trigo indicando un alto grado de adaptación 

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.
9 

(2009) 

mencionan cómo en las últimas décadas se han implementado estrategias de control en las 

cuales se ven involucrados métodos como los microbiológicos 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
10 

(2010), evaluaron diferentes métodos de biorremediación y 

fitorremediación de suelos contaminados con petróleo, donde establecieron un consorcio 

microbiano con dos bacterias y dos hongos donde el consorcio permitió una mayor 

degradación de petróleo con un 47%, mientras que con tan solo fertilización inorgánica no se 

obtuvo una diferencia significativa con un 49% de degradación de petróleo. De esta forma 

demostraron que la efectividad de los consorcios y la de fertilizantes químicos en cultivos de 

leguminosa Guaje es significativa en cuanto a la degradación de HTP (Hidrocarburo totales 
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de petróleo) en PN (Petróleo nuevo), además que se potencializa el crecimiento de las 

leguminosas; en cuanto al pasto variedad Egipto, observaron un buen porcentaje de 

degradación de PI (petróleo intemperizado). 

  

En 2010, Valenzuela et al. 
11 

en un trabajo en plantas de tomate inoculadas con una cepa de 

Bacillus subtilis aislada de plantas de papa, reportaron que la cepa utilizada promovió el 

crecimiento y generó una respuesta de resistencia sistémica inducida (ISR) contra Bemisia 

tabaco, resultado que fue evidente a las 3 semanas de inoculación.  

 

Patiño
12 

en su investigación del año 2010, hace una especial mención al fósforo como un 

elemento esencial para el desarrollo del metabolismo energético, y otros procesos como la 

señalización celular; además, trata la absorción microbiana del fósforo, mediada por la 

reserva en el suelo a través de su biomasa microbiana, donde los organismos del suelo 

permiten la solubilización del fósforo. La investigación arrojó que las plantas inoculadas con 

sólo BSP (bacterias solubilizadoras de fosfato), muestran en relación 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
-1

 para las plantas tratadas con Burkholderia lata y 2.64 mg kg
-1 

en el caso de las 

plantas inoculadas con Burkholderia ambifaria vs. 1.98 mg kg
-1

 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 identificó una mayor expresión de los 

genes involucrados en la formación de nódulos fijadores de nitrógeno, más que en cualquier 

otro microambiente; así mismo, se identificó la producción de enzimas como las lactonasas 

de acil-homoserina-lactona (AHLs) involucradas en la generación de quórum sensing 

bacteriano, implicado en la regulación de la formación de biopelículas
13

.
 

 

Se ha mencionado que el 80% de las rizobacterias aisladas del suelo tienen la capacidad para 

producir el regulador de crecimiento de plantas el ácido indol-3-acético (IAA), fitohormona 

tipo auxina, que es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Fisiológicamente 

se conoce por ser muy activa y permitir el aumento de células, que a su vez aumentan la 

rapidez de crecimiento en las plantas, así como también puede generar estados de respuesta a 

largo plazo (por ejemplo, división celular y diferenciación) en plantas (Shrivastava et al., 

2011)
 14

.  
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Es claro que el incremento de la población humana ha obligado a una mayor producción de 

alimentos, por lo tanto, para acelerar la producción a gran escala de los cultivos naturales se 

ha implementado la aplicación de compuestos químicos como fertilizantes y pesticidas que 

pueden llegar a ser tóxicos para los suelos. En un estudio realizado por Sánchez et al. en el 

año 2012 en Colombia, se emplearon cepas bacterianas del género Enterobacter sp., 

Pseudomonas sp. y Bacillus sp. para favorecer la solubilización de fosfatos en el suelo. Los 

resultados de dicha investigación demostraron la capacidad intrínseca de las cepas para 

solubilizar una fuente de fósforo poco soluble, donde la utilización de este elemento fue 

óptima en la presencia de estos microorganismos
15

. 

 

Igualmente, cabe destacar las endosimbiosis radiculares como un tipo común de interacción 

entre plantas y microorganismos en la tierra. Estas interacciones hacen contribuciones 

importantes a la nutrición de la planta huésped durante el desarrollo, en cuanto a la fijación 

de nitrógeno y la disponibilidad de fósforo en la micorriza arbuscular
15

; en las simbiosis 

fijadoras de nitrógeno, que consisten en nódulos de la raíz de la planta donde participan 

bacterias, son de gran importancia las del género Frankia actuando además como 

biofertilizantes con gran potencial en cultivos, como lo indica un estudio realizado por  

Sellstedt et al. en 2013
  16

.
  

La aplicación de bacterias diazótrofas como alternativa a 

fertilizantes, mostró, en un estudio realizado por Moreno et al. en 2013, una diferencia 

positiva al potencializar el crecimiento de plantas de maíz con diferentes cepas, algunas 

pertenecientes a la especie Stenotrophomonas maltophilia. En los ensayos con una de las cepas 

(M10-1) se evidenció notablemente, el aumento en la longitud de tallo (12,7 cm), hojas (0,42 

cm) y raíz (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 raíz
17

. 

 

Se reconoce que las bacterias promotoras de crecimiento benefician a las plantas a través de 

diferentes mecanismos como son: la fijación de N2, la producción de fitohormonas como el 

etileno, o de sideróforos, la solubilización de fosfato y la síntesis de enzimas que alteran los 

niveles de fitohormonas y, el biocontrol de los fitopatógenos. En este sentido, se han 

estudiado las PGPR del género Azospirillum, principalmente por su capacidad para fijar 

nitrógeno, la síntesis de fitohormonas y otros compuestos, incluyendo auxinas, citoquininas, 

giberelinas, ácido abscísico, etileno y ácido salicílico, que le confieren a las plantas tolerancia 

al estrés abiótico y biótico; también pueden solubilizar fósforo inorgánico haciéndolo más 

disponible para las plantas dando como resultado mayores rendimientos (Fukami, 2018) 
17
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4. MARCO TEÓRICO 

 

4.1 Importancia económica de los cultivos de (Solanum tuberosum) papa en el país. 

 

La papa, actualmente clasificada taxonómicamente 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 sección transversal, sobre el cual se disponen las hojas compuestas y dos 

tipos de tallos subterráneos: los rizomas y los tubérculos. La raíz tiene un sistema radical 

fibroso, ramificado y extendido más 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 radícula. Este es uno de los productos de mayor importancia económica 

para los campesinos de todas las regiones paperas de Colombia principalmente en Boyacá, 

Nariño y Cundinamarca. Su cultivo responde a diferentes aspectos ambientales importantes 

como: precipitación 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
19

. 

En Colombia, el sector agrícola es considerado indispensable para el crecimiento económico, 

además de necesario para obtención de materias primas para la industria y fuentes de 

alimento; al mismo tiempo es por excelencia el sector que más empleo genera, así como 

divisas por exportaciones, lo que le da un rango de máxima importancia en el crecimiento 

económico del país. En Colombia, este sector genera más del 20 % de empleo, y casi el 50 % 

de empleos en el sector rural 
20

. 

De la misma manera, es importante mencionar que según Cárdenas J y Vallejo L 
20

, el 

informe del Banco Mundial del año 2008 señala que el sector agrícola contribuye al 

desarrollo del país de tres modos: como actividad económica, como medio de subsistencia, 

como proveedor de servicios ambientales.  

Además, 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 mayoría de los hogares, lo que hace que en 

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

exportación en muchas de sus variedades y tipos 
20

. 

Por otra parte, los cultivos familiares son de gran importancia a nivel mundial y en Colombia, 

ya que según 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 desnutrición, ya que para muchos núcleos familiares en Latinoamérica, es base 

del sustento alimenticio y económico, pero sigue siendo un cultivo tradicional y poco 

tecnificado lo que redunda en un bajo nivel de producción. Adicional a esto, según la FAO, la 

papa se encuentra clasificada como uno de los cuatro cultivos más importantes del mundo, 

junto con el trigo, maíz y arroz, por su alto valor nutritivo, adaptabilidad a diversos climas y 

sistemas de cultivo, y es uno de los diez alimentos de mayor expansión productiva de países 

en vía de desarrollo 
21

.  

 

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

 

La producción de papa es de gran importancia económica en el país, entre los años 2002 y 

2009 (según el Anuario Estadístico del Sector Agropecuario y Pesquero), dentro de los 

cultivos que aumentaron su rendimiento se encuentran el fríjol, hortalizas, banano, papa, 

entre otros, y aquellos que representan mayor producción en toneladas son el maíz, la caña de 

azúcar, y la papa, entre otros
22

.  

Por otra parte, se sabe que una gran parte de los costos de producción en cultivos agrícolas es 

ocasionada por fertilizantes, que tienen como función suministrar nutrientes a la planta para 

su crecimiento y desarrollo, por lo tanto, a nivel comercial estos compuestos deben tener 

mínimo un elemento nutritivo; a nivel mundial los más utilizados son aquellos con nitrógeno, 

fósforo y potasio. En Colombia, el 90% de los fertilizantes son importados y el país es 

consumidor del 0,375% de estos a nivel mundial
22

.   

Según el informe de Gestión Anual de FEDEPAPA (2015), los costos en la producción de 

papa a nivel nacional son muy variados, pues depende de las condiciones ambientales, región 

y sistema de producción entre otros, lo cual dificulta el análisis de los costos por hectárea o 
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unitarios de producción. Para el año 2014, el 41% de los costos de producción fue ocupado 

por insumos, y de este porcentaje, el 53% estaba representado por enmiendas, abonos y 

fertilizantes, que en su mayoría son importados
23

.  

 

4.3 Alteración de suelos por uso de fertilizantes. 

 

Un estudio realizado en el año 2015, con respecto a la “identificación de alteraciones del 

suelo por la actividad agrícola debido a su uso inadecuado y la utilización de agroquímicos en 

la vereda de Siatame municipio de Sogamoso, departamento de Boyacá”
 24

, destaca que 

Sogamoso es uno de los municipios que más se ve beneficiado económicamente por la 

actividad agrícola para el suministro del mercado interno. Sin embargo, los procesos típicos 

en la agroindustria, el mal manejo de las tierras y el uso indiscriminado de agroquímicos han 

generado una suma total de situaciones que afectan los precios de los productos agrícolas y 

que con ello no se garantiza una productividad aceptable o suficiente que genere ingresos 

aceptables para los agricultores. 

 Además, 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 tóxicos para los seres humanos y para el 

ambiente. Sin embargo, es necesario aclarar que sin el uso de estos agroquímicos la 

producción alimenticia se perdería por el rápido deterioro, las plagas y las enfermedades en 

las plantas
24

. 

Chica et al., en el 2008,
 
mencionan que los agroquímicos y los fertilizantes, son un riesgo de 

contaminación sobre todo en zonas de alta precipitación como el trópico, donde estos 

productos suelen pasar casi directamente a través del suelo a las aguas subsuperfíciales-

acuíferos, debido a la poca retención de nutrientes en el suelo y, en gran medida, por el daño 

en el mismo suelo, convirtiéndose en fuente de contaminación hídrica, lo que a su vez es un 

riesgo para la seguridad alimentaria
25

. 



23 
 

Sin embargo, según Moreno et al, 2011, el descenso en la producción y la pérdida de 

fertilización de los suelos agrícolas se asocia al descuido en el abono con los elementos 

básicos (Nitrógeno, Fósforo, 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. 
26

 

 

4.4 Características de cepas PGPR 

 

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), son microorganismos que se 

encuentran en contacto con la raíz y generan beneficios en el crecimiento de las plantas, con 

grandes ventajas agrícolas que, según 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 patógenos 
5,6,9,27

. Algunas de las más conocidas como las de los 

géneros Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, Bradyrhizobium, entre otras,  tienen la 

capacidad de influenciar la tuberización de la papa, además de conferir mayor resistencia a 

los ambientes salinos y mejorar la síntesis de etileno.
27 

Este tipo de microorganismos se encuentran específicamente en una zona llamada rizósfera 

(descrito por primera vez en 1904 por Lorenz Hiltner), rica en una gran variedad de nutrientes 

beneficiosos para los procesos metabólicos de las bacterias. Esta zona está en contacto con la 

superficie de la raíz, 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
28

.  

Las PGPR, junto con otros microorganismos presentes en la rizósfera y en el resto de la 

planta, forman el fitomicrobioma, que tiene como función ayudar a la planta en la absorción 

de nutrientes al igual que cuando está bajo estrés por patógenos y otras condiciones. Estos 

microorganismos cumplen funciones específicas dependiendo de la estructura de la planta en 

la que se encuentre, pero así mismo, pueden trabajar en conjunto para el beneficio de las 

plantas, pues esta relación (fitomicrobioma-planta) forma un holobionte
29

. 

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

microorganismos presentes en la rizósfera (rizomicrobioma), "La planta también produce 
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compuestos señal que reclutan especies específicas y regulan sus actividades genéticas y 

bioquímicas". Estos microorganismos producen compuestos que generan una comunicación 

con la planta (quórum), y ésta, gracias a procesos de coevolución, puede generar una 

respuesta a estos compuestos y a la vez un control sobre su rizomicrobioma 
6,18,29

.   

 

4.5 Potencial de bacterias PGPR. 

 

Actualmente, se considera que los microorganismos representan una fuente de factores 

biológicos de gran utilidad en muchos campos de la actividad humana: salud humana y 

animal, agricultura, industria o medioambiente. Entre los más importantes descubrimientos 

de microorganismos con aplicaciones agro-biotecnológicas se encuentran los usados como 

biofertilizantes (Bacillus sp., Pseudomonas sp. o micorrizas)
30

. 

Por esta razón, las bacterias con capacidades biológicas dentro de su metabolismo como la 

solubilización de fosfatos, la fijación de nitrógeno atmosférico y la producción de 

metabolitos, hormonas y demás compuestos, representan la base de la formulación de 

biofertilizantes, y estos son insumos que reemplazan en gran medida a los fertilizantes 

químicos. Especialmente se ha descrito que para el cultivo de papa (Solanum tuberosum) se 

requiere disponibilidad de una gran cantidad de fósforo en el suelo para favorecer el buen 

desarrollo radicular y aéreo en la etapa de establecimiento de las plántulas
30

. 

Los fertilizantes biológicos son producidos gracias a la selección de microorganismos 

benéficos presentes en los suelos, conocidos como microorganismos promotores de 

crecimiento vegetal o PGPR, microorganismos que según Beltrán
30

 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 químicas.  

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 más 

eficiente fosfato, mediante la hidrólisis del fósforo transformándolo a su forma inorgánica 

soluble conocida como ortofosfatos y haciéndolo asimilable para la planta
31

.  
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Además de la fijación de nitrógeno y la solubilización de fosfato, las bacterias promotoras de 

crecimiento vegetal desarrollan otros mecanismos para cumplir su función, como lo es la 

solubilización de hierro a través de sideróforos, mejorando así la absorción de este elemento 

por parte de la planta. Además, algunos estudios dicen que al ser los sideróforos quelantes de 

hierro, inhiben el crecimiento de patógenos (por ejemplo, hongos), pues no lo dejan 

disponible en el medio
31

. 

Adicionalmente, se afirma que uno de los potenciales efectos destacados de dichos 

microorganismos asociados a la raíz de las plantas, es contribuir a la resistencia de las plantas 

a factores de estrés tanto de tipo biológico como no biológico empleando mecanismos que 

prometen ser una fuerte alternativa para la agricultura sostenible, dentro de los que se 

destacan: la retención de metales pesados, la degradación de xenobióticos y la producción de 

fitohormonas.
32 

Desde hace ya varios años, se ha buscado implementar las bacterias PGPR para contribuir 

especialmente al manejo de estrés abiótico en los cultivos, para garantizar la productividad de 

las plantas en diferentes condiciones. Etesami et al en 2017, afirman que la mayoría de las 

plantas requieren asociaciones microbianas para la supervivencia
 33

, lo que a su vez redunda 

en la importancia de las bacterias con múltiples beneficios como lo son las solubilizadoras de 

fósforo y potasio y las fijadoras de nitrógeno, implicadas también en mejorar la resistencia de 

las plantas en condiciones de estrés. 

 

4.6 Aplicación de cepas PGPR en cultivos de papa. 

 

Dawam et al. en el año 2013 se realizaron un estudio donde  aislaron bacterias relacionadas 

con la raíz de papa para evaluar su potencial como promotor de crecimiento vegetal, puesto 

que se alude a que los endófitos 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 evidenció un aumento significativo del crecimiento de la papa con 

respecto al control
31

; se aislaron 7 cepas bacterianas, las cuales obtuvieron un mejor 

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

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

Además, en 2014 Alvarado et al. 
34 

 evaluaron el efecto de bacterias promotoras del 

crecimiento vegetal en la obtención de mini tubérculos de papa en invernadero, donde se 

inocularon bacterias en la fase de enraizamiento de la papa para estimar la formación de los 

mini tubérculos, mostrando que a los 15 días de la inoculación las bacterias generaron un 

mayor crecimiento de las plantas con respecto a las plantas con fertilizantes; los pesos frescos 

de las plántulas después de la inoculación 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 demás plantas fue entre 60,38 g y 85,53 g, además, algunas cepas 

mostraron mayor capacidad para inducir la formación de tubérculos lo que permitió 

comprobar que la aplicación de bacterias promotoras del crecimiento vegetal es una fuerte 

alternativa para la obtención de mini tubérculos que disminuiría el uso de agroquímicos
34

. 

 

4.7 Bacillus pumilus cepa con potencial PGPR. 

 

Es importante mencionar que actualmente ya se encuentran cepas de referencia con 

características 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 mayoría de los suelos rizosféricos; las especies de estos dos 

géneros están involucradas en la solubilización del fósforo del suelo, la absorción de 

micronutrientes, fijación del nitrógeno atmosférico y la producción de fitohormonas entre 

otras
32

. Son muy pocas las bacterias reconocidas totalmente como promotoras de crecimiento, 

un ejemplo de estas es Bacillus pumilus reconocida por ejercer regulación en la estructura de 

la comunidad bacteriana del suelo y cuyas actividades metabólicas en la rizósfera estimulan 

el suministro de minerales y la absorción de nutrientes por las raíces de las plantas
35

.  
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5. DISEÑO METODOLÓGICO 

 

5.1 Tipo de investigación:  

 

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

descriptivo 

 

5.2 Población y muestra 

 

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

intervenidos de Quiba Alta, Ciudad Bolívar. Bogotá, Colombia 

 

5.3 Técnica e instrumentos 

 

 

Metodología
Recolección de 

muestras de suelo

Se aislaron 

un total de 95 

cepas 

microbianas

Aislamiento de 

microorganismos de la 

muestra de suelo y raices

Caracterización de la 

población microbiana 

Selección de 

microorganismos con 

potencial promotor de 

crecimiento

Evaluación de las cepas 

elegidas

Se selecciónaron 4 cepas 

microbianas

Pruebas de: Antagonismo, 

Solubilización de Fósforo 

insoluble y fijación de 

Nitrógeno atmosférico, 

Producción de AIA

Evaluación de 

patogenicidad de las 

cepas seleccionadas 

sobre semillas de 

tomate

Evaluación de las 

cepas sobre plantas 

de papa en 

condiciones de 

invernadero

Análisis de 

resultados

A las 4 cepas elegidas les 

realizó caracterización 

molecular 

 

 

Figura 1.Esquema de la metodología usada en el estudio 

 

5.3.1 Recolección de muestras de suelo de cultivo de papa (Quiba Alta). 
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Se realizó una excavación del suelo (15 a 20 cm de profundidad), se recogió suelo de seis 

diferentes puntos del terreno que estaba en contacto con las raíces de las plantas 

(rizósfera), y se guardó en bolsas plásticas, las muestras se transportaron en nevera de 

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

 

5.3.2 Recolección de muestras de raíces de cultivo de papa (Quiba Alta). 

 

Con ayuda de una pala, se sacó una planta de papa por completo del suelo, se sacudió 

con suavidad para quitar el exceso de tierra y con tijeras estériles se cortaron trozos de 

las zonas distales de las raíces más finas (10 cm de largo aproximadamente). Se 

guardaron las muestras en bolsas plásticas, se transportaron en neveras de icopor con 

pilas de hielo, y se almacenaron en cuarto frío (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 añadió 

1ml de cada dilución (10
-1

 – 10
-6

) en agar nutritivo, y se incubó durante 24 horas a 30°C 

para obtener el primer aislamiento microbiano (Silvia M, 2011)
 36

; de este aislamiento 

inicial se seleccionaron aquellas colonias cuyo aspecto de crecimiento es característico al 

desarrollado por las bacterias. 

 

5.3.4 Aislamiento a partir de raíces 

 

El aislamiento microbiano se realizó por medio de agitación de una porción de raíces en 

agua destilada estéril durante 30 minutos. Luego se realizaron diluciones seriadas en base 

10 (10
-1

, 10
-2

, 10
-3

,10
-4

,  10
-5

,  10
-6

), las cuales fueron sembradas en placas con medio de 

cultivo Rojo Congo (Mauricio, 2006)
37

 y Nfb (Baldani, 2014)
38

; se tomaron las colonias 
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que tenían 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 nitrógeno atmosférico.  

 

5.3.5 Caracterización microbiológica de las bacterias (Gram, MacConkey, King B, 

Cetrimide, EMB, Rojo Congo y TY). 

 

Los microorganismos aislados del suelo fueron caracterizados mediante coloración de 

Gram y crecimiento en medios selectivos diferenciales, finalmente se seleccionaron 

aquellos aislamientos que no fuesen posibles patógenos humanos, para realizar pruebas 

de mecanismos PGPR. 

 

5.3.6 Prueba de producción de ácidos y solubilización de fosfatos en medio NBRIP-

BPB sólido. 

 

De las cepas aisladas inicialmente, se seleccionaron algunas para evaluación de 

mecanismos PGPR como fijación de nitrógeno atmosférico con el método de Baldani, et. 

al., (2014)
38

 y/o solubilización de fosfatos, con el método de Nautiyal, et. al., (1999)
39

. 

Inicialmente mediante la revisión de literatura fue indispensable reconocer si dichos 

microorganismos eran capaces de fijar nitrógeno atmosférico y solubilizar compuestos 

como el fósforo insoluble del suelo, para lo cual se investigó 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. 

SOLUBILIZACIÓN DE FOSFATO: Se realizó la preparación 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 determinación de halos 

de solubilización en diámetros. En este medio se inocularon los microorganismos por 

punción y se incubaron durante un periodo de tiempo de 14 días a temperatura ambiente 
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de 19°C ± 2 y se monitoreó la formación de halos de solubilización por cada cepa a los 

cinco días de inoculación, posterior a esto cada dos días hasta completar el tiempo 

establecido (Nautiyal, CS., et. al., 1999)
39

. 

 

5.3.7. Prueba de fijación de nitrógeno atmosférico en medio NFb semisólido. 

 

FIJACIÓN ATMOSFÉRICA DE NITRÓGENO: Para este ensayo se utilizó el medio 

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

fijación de nitrógeno de los microorganismos. (Ver Anexo 2). Este medio permite el 

aislamiento y caracterización de organismos con capacidad enzimática de reducir el 

nitrógeno, 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 días a temperatura ambiente de 19°C ± 2, observando constantemente el 

progreso de cada cepa en el medio (cada dos días desde su inoculación) (Baldani, et. al., 

2014)
38

.  

 

5.3.8. Repetición de las pruebas en medios NBRIP-BPB, NFb y Rojo Congo-ácido 

málico 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, más la cepa control Bacillus pumilus ATCC 

14884, usando la misma técnica de siembra, temperatura y tiempo de incubación 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
35

. En un estudio realizado por Pereira et al. ( en 

Brasil en 2009) hicieron una caracterización de cepas endófitas, y encontraron que una 

bacteria de la especie B. pumilus, mostró una fuerte actividad antagonista inhibitoria 
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contra hongos, y es capaz de infectar benéficamente plantas de yuca; se encontró también 

bioactividad por parte de esta bacteria contra los fitopatógenos Rhizoctonia solani , 

Pythium aphanidermatum y Sclerotium rolfsii. Además 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 agrícola 
40

.
 

 

5.3.9. Ensayos de caracterización con pruebas específicas de producción de AIA.  

 

Para este ensayo se utilizó el método de Glickman y Dessaux (1995)
41

, el cual permite 

visualizar la producción de IAA 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 tomó una asada de colonias aisladas del cultivo y se  inocularon en caldo LB 

con adición de L-triptófano al 0,1%, se incubo durante 24 horas en completa oscuridad, 

se centrifugaron los tubos, se tomó 1 ml de sobrenadante y 1 ml de reactivo de 

Salkowski, esto se dejó reaccionar 30 minutos en total oscuridad, posteriormente se 

realizaron las lecturas  de D.O. (Densidad óptica) en un espectrofotómetro Genesys 20 

Thermo Scientific  a una longitud de onda de 540 nm. Se realizó una curva de referencia 

con los valores representados en la tabla 1. El coeficiente de correlación de esta recta 

patrón fue de 0,8191 y con base en esta se calculó la concentración de producción de 

AIA en cada cepa microbiana.  (En el Anexo 3 se muestra la imagen colorimétrica de 

patrones de AIA) 
42,43

. 

 

Tabla 1. Lectura de densidad óptica para ensayo de AIA. Concentraciones y absorbancias 

para curva patrón de AIA 

 

CONCENTRACIÓN ABS 

0 0 

0,5µg/ml 0,02 
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1 µg/ml 0,035 

2 µg/ml 0,063 

5 µg/ml 0,074 

10 µg/ml 0,145 

100 µg/ml 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 Río grande” de la empresa 

SEMICOL, las cuales pasaron por un proceso de lavado y desinfección (Protocolo en 

Anexo 4), posteriormente se dejaron en cámara húmeda durante 15 días para estimular su 

germinación; una vez empezaron a germinar se realizó el montaje de estas en medio 

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

Cada microorganismo creció 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 más agar y Ashby), QA 8, QA23 Y QA44 y R11:  

 

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

 

 

Condición Descripción 

1. Caldo más 

Hoagland (C+H) 

 

Se inocularon las semillas con el 

sobrenadante obtenido del caldo con inóculo 

microbiano, posterior a la centrifugación de 

las células microbianas 

2. Bacterias más 

medio Hoagland 

(B+H) 

Se inocularon las semillas con las células 

microbianas lavadas y luego se colocaron en 

el medio Hoagland. 

3. Bacteria más 

Hoagland más 

vitaminas 

(B+H+V) 

Se inocularon las semillas con las células 

microbianas lavadas, previamente al medio 

Hoagland se le agregó en la superficie una 

solución preparada de vitaminas y sobre este 

se colocaron las semillas 
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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, además 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 tomó una asada 

de cada cepa microbiana por aparte y se sembró en caldo LB con una escala de referencia 

a una concentración de 0,5 McFarland que corresponde a 1,5 x 10
8 

células, se incubó a 

19°C ± 2 durante 24 horas, posteriormente en 4 placas de Petri con agar nutritivo se 

añadió una gota de cada cultivo líquido, se realizó una siembra masiva con hisopos 

estériles en cada placa. Se impregnaron discos de papel estéril en cada solución 

microbiana de la misma concentración 0,5 McFarland y posterior a esto fueron colocados 

sobre los cultivos en placa para así determinar el antagonismo entre ellas; se incubaron 

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

 

Figura 2.Representación gráfica de la prueba de antagonismo microbiano. 
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5.3.12. Determinación del efecto promotor de crecimiento en plantas de papa 

 

 Se realizó un montaje con semillas de papa en suelo, en invernadero ubicado en el 

laboratorio de ingeniería ambiental de la Universidad Antonio Nariño sede Circunvalar - 

Bogotá, bajo diferentes tratamientos. Para este ensayo, en primer lugar, se utilizó suelo 

que fue esterilizado dos veces y al cual se le realizó un análisis de fertilidad en el centro 

de biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (Anexo 13). Para el montaje se 

limpió el invernadero con toallas absorbentes húmedas y luego con etanol 70%, se 

lavaron las materas con agua y jabón, y desinfectadas con hipoclorito 0,5%; estas últimas 

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 cumplió el 

tiempo, se realizaron 3 tratamientos: (i) el control con solución Hoagland al 100%, (ii) 

tratamiento 1 (T1) con solución Hoagland 100% sin adición del nitrógeno en forma de 

nitrato de amonio NH4NO3 y, (iii) tratamiento con solución Hoagland 100% sin adición 

de fósforo soluble en forma de KH2PO4, pero con adición de fosfato tricálcico Ca3(PO4)2 

(T2) (Anexo 7).  

Para los ensayos en suelo se usaron dos controles: como se realiza una comparación del 

comportamiento de las cepas seleccionadas con una cepa PGPR, se consideró como 

control  positivo a los tratamientos T1 y T2 con la cepa Bacillus pumilus ATCC 14884; 

como control negativo se utilizó el tratamiento con solución de Hoagland completa más 

cada una de las cepas, ya que se pretende determinar que sin aplicación adicional de 

nutrientes mayores como nitrógeno o fósforo, 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 último control, se considerará que no hay efecto promotor de crecimiento por 

parte de las cepas, mientras que, si el desarrollo vegetal es igual o mayor, se podrían 

atribuir propiedades PGPR a las mismas. 

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

retención de agua del suelo, en cada matera se agregaron 200 ml de la solución Hoagland 
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correspondiente a cada ensayo; adicionalmente, una semana después se agregaron los 

inóculos microbianos correspondientes a cada ensayo; los inóculos fueron preparados a 

una concentración de 1,5 x 10
8
 ufc/ml, según escala de 0,5 Mcfarland (protocolo en 

Anexo 8). 

Posteriormente a la quinta semana de desarrollo de las plantas se realizó una nueva 

suplementación con las soluciones Hoagland de cada tratamiento y control, y a la sexta 

se repitió la inoculación con los microorganismos. En cada matera se cultivaron 3 

semillas de papa, y cada uno de los ensayos tenía tres repeticiones de cada 

microorganismo utilizado, además de un co-inóculo que contenía las cuatro cepas, de 

modo tal que cada tratamiento contaba con 9 plantas por cepa analizada. Igualmente, 

hacia la sexta semana se adicionó suelo estéril a cada matera, para cubrir por completo la 

raíz de las plantas de papa. 

 Después de que las plantas cumplieron 12 semanas de crecimiento, se procedió a realizar 

el peso fresco de estas, para lo cual las raíces se lavaron de manera muy cuidadosa 

intentando extraer el exceso de tierra; así mismo, se cortaron los tallos junto con las 

hojas, y se procedió a hacer la determinación de peso fresco. Luego, para poder 

determinar el peso seco, tanto raíces 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 raíces, 

separadas por tratamiento. Se sometieron a un proceso de secado durante 4 días 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 estableció como masa vegetal adquirida por 

las plantas. Estos resultados fueron tabulados para su posterior análisis. 

 

 

 

 

B A C 
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Figura 3.Preparación 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. Caracterización molecular de cepas seleccionadas 

 

Inicialmente se realizó una reactivación de las cepas microbianas para lo cual se usaron 

cultivos frescos en agar nutritivo, incubados por 24 horas, luego se realizó una nueva siembra 

en 2 ml de caldo LB y se incubó por otras 16-18 horas. Se utilizó el kit GeneJET Genomic 

DNA Purification de Thermo Fisher Scientific, siguiendo el protocolo del fabricante para 

purificación de DNA genómico de bacterias Gram-negativas. 

 

Se realizó amplificación por PCR del gen que codifica para rRNA 16S para identificar 

molecularmente las cepas QA8 y QA23 mediante la secuenciación y su comparación con 

bases de datos y para verificar la calidad del DNA de la cepa QA44, cuyo genoma completo 

sería secuenciado. Mediante espectrofotometría se confirmó la concentración y pureza del 

ADN obtenido. Finalmente, el ADN genómico de la cepa bacteriana QA44 fue enviado para 

secuenciación a BGI Genomics, y los productos de PCR de las cepas, QA8 y QA23 fueron 

secuenciados por Corpogen.  

 

Las condiciones de PCR para la amplificación 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 

TGA TCM TGG CTC AG 3') y olas cepas QA 8 y QA23 usando los cebadores cebadores 337F, 518F, 

200R y 1100R, se describen a continuación en las tablas 3 y 4. 

 

 

Tabla 3.Condiciones de PCR para la amplificación del gen rRNA 16S. A Mezcla de PCR 

para las cepas QA44, QA23 y QA8. B. Condiciones de amplificación del gen rRNA 16S. 

 

 

A. 

 

Reactivos Volumen final= 25 µl Concentración final 

PCR-buffer
 
+ MgCl 5X 5 µl 1x 

dNTPs 10x (2 mM de cada uno) 0.5 µl 0.2 Mm 
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Pimer F 100 uM 0.125 µl 0.5 Um 

Primer R100 uM 0.125 µl 0.5 Um 

Taq-polimerasa
 
(3-5 U/ µl) 0.25 µl 1.25 U/reacción 

H2O PCR, hasta 25 µl 19 µl  

ADN molde 2 µl  

Volumen final 25 µl  

 

B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con relación a la levadura (cepa R11), para la extracción de ADN genómico se usó 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') según las instrucciones del fabricante, y las 

condiciones para la amplificación por PCR implementadas están descritas en la tabla 5. El 

producto de amplificación fue secuenciado por Macrogen (USA) 

 

Tabla 4. Condiciones de PCR para la región ITS1-ITS4 de la lavadura R11. A. Mezcla 

para la cepa R11 B. Condiciones de Amplificación para la región ITS. 

 

A.  

5’ a 94 
o
C 1 ciclo 

60’’a 94 
o
C 

35 ciclos 45’’a 64 
o
C 

45’’a 72ºC 

5’a 72 ºC 1 ciclo 

Reactivos Volumen final= 50 

µl 

OneTaq Quick-Load 2X 25 µl 

ITS 1 1 µl 



38 
 

 

 

 

B. 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS 

 

6.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN MICROBIANOS 

 

Las muestras de suelo fueron tomadas en la localidad de Ciudad Bolívar, en la Vereda Quiba 

Alta, la cual tiene un área aproximada de 896,80 hectáreas donde cerca de un 50% 

corresponde a zonas del Páramo 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 mínima de 

9°C y una máxima de 19°C. Las coordenadas geográficas de la localidad son: 4°32′10″ N, 

74°8′20″ W. Dentro de los cultivos reportados se encuentran papa, cebolla y cilantro
43

. Los 

resultados del análisis fisicoquímico dan cuenta de un tipo de suelo franco arenoso, con un 

porcentaje alto de Nitrógeno total y fósforo disponible (0,76% y 42,3 mg/Kg 

respectivamente),  (Anexo 13). 

ITS 4 1 µl 

ADN 3 µl 

H2O PCR, hasta 50 µl 20 µl 

Volumen final 50 µl 

45’ a 95ºC 1 ciclo 

50’’a 95ºC 

30 ciclos 1’a 55ºC 

45’’a 68ºC 

  

5’a 68 ºC 1 ciclo 
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Figura 4.Ubicación geográfica de la Vereda de Quiba Alta, Localidad de Ciudad 

Bolivar 
44

. 

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 raíz 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 morfológicas macroscópicas (Figura 6). 

 

 

 

 

 

Figura 5. Aislamiento primario de muestras de suelo y raíz 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. 

 

 

 

 
A 

 

 B 
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Se realizó tinción de Gram y caracterización bioquímica de las cepas aisladas para su 

identificación (Figuras 7, 8 y 9) que permitieron orientar la determinación de aquellas 

bacterias con metabolismos similares a las bacterias patógenas humanas, encontrando algunas 

de los géneros Klebsiella, Escherichia y Pseudomonas, las cuales fueron resembradas en 

medios selectivos/diferenciales confirmando que estas cepas pertenecían a estos tres géneros 

y fueron retiradas del estudio las identificadas en los géneros Klebsiella y Escherichia. Se 

continuó con la selección de aquellas que no fuesen potencialmente patógenas y aquellas de 

interés específico de esta investigación (Anexo 8). De esta forma se analizaron 95 cepas 

microbianas, de las cuales se seleccionaron 22 cepas para análisis posteriores, mientras las 

restantes que podrían ser patógenas según los análisis bioquímicos 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 crecían bien en cuarto frío, a 6°C ± 2. 

 

Figura7.Caracterización microscópica e las cepas aisladas mediante tinción de Gram. A. 

QA8: Bacilos Gram positivos, B. QA23: Bacilos Gram negativos, C QA44: Bacilos Gram 

negativos, D R11: Estructuras correspondientes a una levadura. 

 Figura 8. Caracterización en medios especiales selectivos/ 

diferenciales Cultivos bacterianos en Agar MacConkey 
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6.2 DETERMINACIÓN DE MECANISMOS PGPR 

 

Para la determinación cualitativa de los procesos bioquímicos 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 detección de fijación de nitrógeno 

atmosférico, y NBRIP-BPB para la detección de solubilización de fósforo inorgánico. Los 

resultados obtenidos se resumen en la tabla 5 

Tabla 5. Mecanismos PGPR de las 22 cepas seleccionadas. Fijación de N2 y 

solubilización de fosfato.  

 

CEPA NFb NBRIP 

QA 1 ++ Negativo 

QA 4 - Negativo 

QA 5 + Negativo 

QA 7 ++ Positivo 

QA 8 ++ Positivo 

QA 9 + Negativo 

QA 13 + Negativo 

QA 15 ++ Positivo 

QA 17 - Negativo 

QA 23 LISA ++ Positivo 

QA 23 

PUNTOS 

++ Positivo 

QA 24 ++ Positivo 

QA 27 -  

QA 28 + Positivo 

QA 31 + Negativo 

QA 42 ++ Positivo 

QA 43 - Positivo 

Figura 9.Caracterización en medios especiales 

selectivos/ diferenciales Cultivos bacterianos en 

Agar King B 
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QA 44 ++ Positivo 

R1 ++ // 

R2 ++ // 

R11 ++ // 

R15 ++ // 

Interpretación de medio NFb expresado en cruces: (++): Azul 

fuerte, (+): Azul claro, (-): Verde. QA: cepas aisladas de suelo 

rizosférico; R: cepas aisladas de raíz de papa. * Las fotografías 

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 fijación de nitrógeno, ya que 

este proceso genera amoniaco (NH3) 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 coloración 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 relación a las cepas QA5, QA9, QA13, QA28 y QA31 es más leve 

el cambio de color. Las cepas QA4, QA17, QA27 y QA43 no registraron variación de color 

en el medio. Con relación a la formación de película, la cual indica un crecimiento positivo 

en el medio, además de la fijación de nitrógeno de las cepas, no fue observable luego de 14 

días de incubación. 
38,45 

Con respecto a los resultados en medio NBRIP, con el cual se puede determinar la capacidad 

de solubilización de fosfatos inorgánicos por parte de los microorganismos, se puede 

observar que 10 de las cepas podían 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 sólido, pero no se realizó prueba de fosfatos para estas.  

Por otra parte, con relación a las cepas QA23L y QA23P, cuya morfología en medio agar 

nutritivo sólido parecía ser diferente, se pudo confirmar que se trataba de la misma cepa, ya 

que al repetir las diferentes pruebas bioquímicas, daban resultados idénticos, razón por la cual 

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

Con base en los mejores resultados obtenidos en cuanto a fijación de nitrógeno, 

solubilización de fosfatos y, cuya caracterización bioquímica las excluía como posibles 

patógenos humanos, se eligieron cuatro cepas microbianas: QA8, QA23, QA44 y R11.  
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Las diferentes pruebas se repitieron dos veces más con las cuatro cepas seleccionada con el 

fin de corroborar y confirmar las reacciones inicialmente obtenidas previamente. Inicialmente 

se evaluó la solubilización de fosfato y la fijación de nitrógeno atmosférico. En los ensayos 

en medio Nfb se evidenció que las cuatro cepas seleccionadas generaron viraje de color del 

medio, lo que indica la conversión del nitrógeno en forma amoniacal a nitrato. Por otra parte, 

no se observó una película blanquecina de las cepas bajo la superficie del medio, lo que 

puede estar indicando que no fijan el nitrógeno atmosférico. Sin embargo, se continuó con los 

ensayos con estas cepas por su potencialidad para hacer disponible el nitrógeno para las 

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

6.2.1 ENSAYOS DE CARACTERIZACIÓN CON PRUEBAS ESPECÍFICAS DE 

FIJACIÓN DE NITRÓGENO ATMOSFÉRICO. 

 

Tabla 6.  Observaciones por día de resultados para Fijación de Nitrógeno atmosférico 

en medio NFb. 

 

Día 1 INOCULACIÓN 

Día 3 

CONTROL - - 

R11 - - 

QA44 + + 

QA23 + + 

QA8 + + 

Día 5 

CONTROL - + 

R11 + - 

QA44 ++ ++ 

QA23 ++ ++ 

QA8 ++ ++ 

Día 7 

CONTROL + + 

R11 + - 

QA44 ++ ++ 

QA23 ++ ++ 

QA8 ++ ++ 

Día 9 

CONTROL + + 

R11 ++ ++ 

QA44 ++ ++ 

QA23 ++ ++ 

QA8 ++ ++ 

Día 12 

CONTROL + + 

R11 ++ ++ 

QA44 ++ ++ 

QA23 ++ ++ 

QA8 ++ ++ 

Día 14 
CONTROL + + 

R11 ++ ++ 
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En la evaluación in vitro de la capacidad de los microorganismos para fijación de nitrógeno 

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

producto de la conversión del nitrógeno a nitratos por el efecto de las cepas, mientras que se 

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

producción de amonio.  

 

 

 

 

 

 

QA44 ++ ++ 

QA23 ++ ++ 

QA8 ++ ++ 
Resultados obtenidos durante 14 días de observación en medio 

NFb en donde el control corresponde a la cepa de Bacillus 

pumilus ATCC 14884. 

Figura 11. Caracterización en medios 

especiales selectivos/ diferenciales Cultivos 

bacterianos en Agar MacConkey 

 

Figura 10. Lectura final de medios NFb (14 

días después de la inoculación) 
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6.2.2 ENSAYOS DE CARACTERIZACIÓN CON PRUEBAS ESPECÍFICAS DE 

SOLUBILIZACIÓN DE FOSFATOS. 

 

 

Tabla 7.Pruebas de solubilización de fosfatos en medio NBRIP. El control corresponde 

a la cepa de Bacillus pumilus ATCC 14884 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fue posible evidenciar de forma cualitativa la capacidad de las cepas seleccionadas para 

solubilizar el fosfato por medio de la formación de un halo claro alrededor de las colonias en 

medio NBRIP-BPB (Figura 12). Para este ensayo, se determinó también el diámetro del halo 

de solubilización con el fin de evaluar progresivamente la formación de este por 14 días. Los 

resultados de esta prueba pueden observarse en la tabla 7. Luego de los 14 días 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. 

NBRIP (halo formado medido en cm) 

Día 1 INOCULACIÓN 
 

 

Día 5 

CONTROL 0,6 0,2 

R11 Sin halo Sin halo 

QA44 0,7 0,8 

QA23 1 0,8 

QA8 0,8 0,5 

Día 7 

CONTROL 0,6 0,3 

R11 Sin halo Sin halo 

QA44 0,8 0,9 

QA23 1 1,1 

QA8 1 0,5 

Día 9 

CONTROL 0,8 0,5 

R11 Sin halo Sin halo 

QA44 0,8 1,2 

QA23 1,1 1,2 

QA8 1 0,5 

Día 11 

CONTROL 1,6 0,9 

R11 Sin halo Sin halo 

QA44 0,9 1,6 

QA23 1,2 1,3 

QA8 1,1 0,6 

Día 14 

CONTROL 1,7 1,1 

R11 Sin halo Sin halo 

QA44 1,1 1,7 

QA23 1,3 1,3 

QA8 1,2 0,7 
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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 comparación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura12.Pruebas de solubilización de fosfatos en el medio NBRIP- BPB. Se observan 

reacciones positivas de las cepas QA8, QA23 y QA44. 

 

En cuanto a la capacidad de solubilización de fosfato por parte de las cepas microbianas, 

midiendo el diámetro del halo de inhibición que se forma alrededor de las colonias en medio 

NBRIP, se observó que el diámetro de las cepas control ATCC y QA44 oscila entre 1,1 y 1,7 

cm, la cepa QA23 presenta un halo de 1,3 cm, y por último el diámetro de la cepa QA8 oscila 

entre 0,7 cm y 1,2 cm.   

 

6.2.3 ENSAYOS DE CARACTERIZACIÓN CON PRUEBAS ESPECÍFICAS DE 

PRODUCCIÓN DE ÁCIDO INDOL ACÉTICO O AIA. 

 

La recta estándar realizada para la determinación de la concentración de AIA arrojó un 

coeficiente de correlación (R) de 0,818, por lo cual se estimó la concentración de AIA de las 

cepas seleccionadas con la fórmula de dicha recta patrón. 

 

Los datos muestran que la cepa QA23 produce la mayor cantidad de AIA, seguida por la cepa 

QA44, las cuales producen más que la cepa control. Así mismo, las concentraciones de AIA 

producidas por las cepas R11 y QA8 son más bajas que dicha cepa control (tabla 8, figura 

13). 
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Tabla 8. Producción de AIA. Lectura de D.O en medio LB más 

L-Triptófano 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 había algún tipo de 

competencia natural. Luego de la incubación 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 inhibición de crecimiento entre ellas, ya que fueron capaces de crecer en conjunto 

sin problemas o limitaciones del crecimiento, deterioro o muerte por competencia entre ellas 

(figura 14). 

 

Figura 14. Prueba de Antagonismo microbiano mediante el método de sensidisco 

 

CEPA µg/ml o PPM 

R11 12,58 

QA8 17,55 

QA23 90,92 

QA44 61,07 

*Control 30,61 
*Control: Bacillus pumillus ATCC 14884 

 
Figura13. Producción de AIA. Apartir del 

sobrenadante de medio LB más L-Triptófano 

con reactivo de Salkowski 
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6.4 DETERMINACIÓN DE PATOGENICIDAD EN SEMILLAS DE TOMATE 

 

Con esta prueba se pretendía determinar de manera cualitativa si alguna de las cepas 

seleccionadas podría causar daño a las semillas, y se realizó con semillas de tomate teniendo 

en cuenta la celeridad con que estas germinan (ya que su germinación es más rápida 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 daños en las semillas de tomate podrían 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
44

. 

En el ensayo se inocularon semillas de tomate con las cepas QA8, QA23, QA44 y R11. 

Luego de 15 días de incubación, se observó que las semillas germinaron a pesar de la 

presencia de los microorganismos a su alrededor, y no mostraron ningún tipo de podredumbre 

húmeda, manchas o pecas, signos característicos de daño por patogenicidad en semillas y 

raíces.  

 La Figura 15 permite evidenciar los resultados obtenidos en el ensayo, donde se observa 

germinación 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 quería 

determinar si los microorganismos seleccionados producían efectos adversos sobre el 

crecimiento de las raíces, mas no tasa de germinación en sí. 

Figura 15. Prueba de patogenicidad en semillas de tomate infectadas con los microorganismos 

seleccionados. Semillas con raíz en medio Hoagland más agar infectadas con microorganismos 

seleccionados 
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6.5 DETERMINACIÓN DEL EFECTO PROMOTOR DE CRECIMIENTO EN 

PLANTAS DE PAPA EN CONDICIONES DE INVERNADERO 

 

Con este ensayo se buscó determinar si la adición de los microorganismos seleccionados 

influye en el crecimiento de plantas de papa cultivadas en suelo y si la suplementación extra 

de macroelementos como nitrógeno y fósforo 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 solución nutritiva Hoagland al 100% para el tratamiento control 

(C), además de realizar un tratamiento (T1) con solución Hoagland 100% sin adición del 

nitrógeno, y otro tratamiento con solución Hoagland 100% sin adición de fósforo soluble, 

pero con adición de fosfato tricálcico (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 nitrógeno (T1); C: Suelo sin fósforo soluble (T2). 

 

Además, se realizó el análisis del suelo usado en estos ensayos (Anexo 14) que mostró la 

presencia de nitrógeno mineralizado (88,8 ppm), nitrógeno en forma de amonio (65,6 ppm) y 

nitrógeno en forma de nitrato (23,2 ppm), y la de fósforo en una concentración de 109,8 

kg/ha, aunque no se conoce si este está en forma asimilable para las plantas. 
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6.5.2 ADQUISICIÓN DE MASA VEGETAL SIN SUPLEMENTACIÓN EXTRA DE 

NITRÓGENO O FÓSFORO SOLUBLE 

 

A lo largo de 12 semanas de crecimiento de las plantas de papa, se realizaron 2 aplicaciones 

tanto de solución nutritiva Hoagland (en la semana 3 y 8) y 2 aplicaciones de dilución 

bacteriana (semanas en las semanas 4 y 9). 

Al finalizar este periodo, en la semana 13, se evalúo la adquisición de masa vegetal, para lo 

cual se realizó la determinación de peso fresco y peso seco, y  el porcentaje de obtención de 

masa vegetal, con respecto al control de tratamiento con solución nutritiva completa (SNC) 

Hoagland 100% más las cepas, y  por otra parte, con respecto a la cepa control. Estas 

estimaciones se realizaron tanto de la parte aérea como de las raíces de las plantas, con los 

diferentes tratamientos (T1 y T2), y se describen a continuación. 

Al realizar la comparación de la masa vegetal adquirida por las plantas de papa, entre los 

suelos suplementados con solución nutritiva Hoagland 100% (control) y el efecto que podría 

tener la adición al suelo de ciertas cepas microbianas para permitir la asimilación de 

nitrógeno o fósforo disponible, se encontró que, con el tratamiento 1 (sin adición de 

nitrógeno), la raíz de las plantas suplementadas con la cepa QA8 adquieren más 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 

QA23 y el co-inóculo es incluso inferior al control (Tabla 9).  

Con relación a la parte aérea, y con el tratamiento T1, ninguna de las cepas promueve la 

adquisición de masa vegetal superior o igual a la obtenida con el suplemento de solución 

nutritiva completa, sin embargo, con la cepa control, el co-inóculo, y la cepa QA44, 

respectivamente, se observó que la adquisición de masa vegetal es ligeramente inferior.  
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Tablas 9 y 10. Comparación de masa vegetal adquirida por el efecto de las cepas QA8, 

QA23, QA44 y R11.   

 

 

En el tratamiento T2 (sin adición de fósforo soluble, tabla 10), es posible observar que la 

ganancia de masa vegetal de la raíz 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-inóculo el efecto es similar al control. Con las 

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

En cuanto a la masa vegetal de la parte aérea obtenida en el tratamiento T2, se adquirió 

menos con respecto al control con el co-inóculo 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 ADQUISICIÓN DE MASA VEGETAL – CEPA PGPR VS. CEPAS 

SELECCIONADAS 

 

Los resultados muestran que con el tratamiento T1, la masa vegetal adquirida en la raíz de la 

cepa QA8 es superior a la cepa control, así como a las otras cepas. Por otra parte, también se 

Tabla 9. Adquisición masa vegetal 

(%): Tratamiento bajo en nitrógeno 

(T1) vs. SNC 

CEPA 
RAÍZ 

(%)* 

PARTE 

AÉREA (%)* 

QA 8  129,4 -11,0 

QA23 -31,0 -37,6 

QA44 3,5 -7,4 

R11 7,5 -9,7 

Co-inóculo -24,9 -3,9 

ATCC 30,9 -3,7 
SNC: solución nutritiva Hoagland 100%. *Donde el 

100% es el valor del control 

Tabla 10. Adquisición masa vegetal 

(%): Tratamiento sin fósforo soluble 

(T2) vs. SNC 

CEPA 
RAÍZ 

(%)* 

PARTE 

AÉREA (%)* 

QA 8  -3,8 0,0 

QA23 -26,8 11,5 

QA44 16,8 24,1 

R11 -10,5 -13,7 

Co-inóculo 0,2 -33,6 

ATCC 74,1 -20,9 
SNC: solución nutritiva Hoagland 100%. *Donde el 100% 

es el valor del control 
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puede observar que ninguna de las otras cepas adquiere un valor igual o más 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-inóculo 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 relación a los resultados con el tratamiento T2, se puede observar que la masa vegetal 

adquirida en la raíz 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. Así mismo, este valor es ligeramente superior para la cepa R11, y 

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

 

Tablas 11 y 12. Comparación de masa vegetal adquirida por el efecto de las cepas 

seleccionadas y la cepa control B. pumilus ATCC 14884. (*) El porcentaje esta dado según la 

relación 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 

relación a la cepa control, a pesar del desarrollo inferior de las raíces. 

Tabla 12. Adquisición masa vegetal (%): 

Tratamiento sin fósforo soluble (T2) vs. 

cepa B. pumilus ATCC 14884 

CEPA RAÍZ (%) 
PARTE 

AÉREA (%) 

QA 8  -36,99 33,22 

QA23 -40,21 44,31 

QA44 -20,86 50,71 

R11 -44,04 15,17 

Co-inóculo -19,14 -8,03 

ATCC 0,00 0,00 

 

Tabla 11. Adquisición masa vegetal 

(%): Tratamiento bajo nitrógeno (T1) 

vs. cepa B. pumilus ATCC 14884 

CEPA RAÍZ (%) 
PARTE 

AÉREA (%) 

QA 8  99,92 -2,54 

QA23 -25,08 -33,67 

QA44 -6,72 -7,64 

R11 -10,55 -0,96 

Co-inóculo -19,41 9,30 

ATCC 0,00 0,00 
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6.6 IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE LAS CEPAS AISLADAS 

 

De los aislamientos inicialmente obtenidos, se seleccionaron cuatro para identificación 

molecular por sus características como promotoras del crecimiento vegetal. La amplificación 

de los productos de PCR de la región 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 región ITS del ADN de la levadura 

R11 se obtuvo un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases, se realizó también un 

corrido electroforético para el ADN de la cepa QA44 y productos de PCR de la cepa R11 ( 

ver Anexo 14). 

Con relación a la cepa QA44, el genoma fue secuenciado usando el sistema Illumina HiSeq 

4000 en el Instituto de Genómica de Beijing (Shenzhen, China). Las lecturas (reads) 

secuenciadas fueron ensambladas usando el software SOAPdenovo v1.05. Con base en el 

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

En la tabla 13 se puede observar el análisis 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
 

Tabla 13. Identificación molecular de las cepas seleccionadas. Se muestran los resultados 

del análisis por BLASTN, relacionando el número de acceso del organismo con el cual hay 

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

 

 

 

 

 

 

AISLAMIENTO 
IDENTIDAD EN 

GenBank 
No. de acceso 

Tamaño 

fragmento 

(pb)/cobertura 

(%) 

Porcentaje de 

identidad 

Valor 

e 

QA8 (primer 337F) 
Bacillus simplex – genoma 

completo 
CP017704.1 1222/90 99.55% 0.0 

QA8 (primer 518F) 
Bacillus simplex – genoma 

completo 
CP017704.1 1031/91 99.36% 0.0 

QA8 (primer 800R) 
Bacillus simplex – genoma 

completo 
CP017704.1 830/91 99.87% 0.0 

QA8 (primer 1100R) 
Bacillus simplex – genoma 

completo 
CP017704.1 1157/91% 99.62% 0.0 

 

QA23 (primer 337F) 
Pseudomonas poae – 

secuencia parcial 
NR_028986.1 1252/90 97.88% 0.0 

QA23 (primer 518F) 

Pseudomonas tolaasii – 

secuencia parcial 
NR_117823.1 1076/88 99.05% 0.0 

Pseudomonas poae – 

secuencia parcial 
NR_028986.1 1076/88 98.95% 0.0 

QA23 (primer 800R) 

Pseudomonas 

extremaustralis – 

ensamblaje de genoma 

LT629689.1 812/91 99.19% 0.0 

Pseudomonas poae – 

secuencia parcial 
NR_028986.1 812/90 99.18% 0.0 

QA23 (primer 

1100R) 

Pseudomonas trivialis – 

secuencia parcial 
AJ492831.1 1349/76 99.13% 0.0 

Pseudomonas poae – 

secuencia parcial 
NR_028986.1 1349/76 99.12% 0.0 

 

QA44 secuencia 

genómica completa 

(6,821,050 pb) 

Pseudomonas fluorescens TaxID 294[UID] 4.938.104/79.82 95.70%  

 

R11 (primer ITS1) 
Apiotrichum porosum – 

región ITS 
NR_073209.1 500/98% 99.19% 0.0 

Linaje 
Eukaryota; Opisthokonta; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agaricomycotina; 

Tremellomycetes; Trichosporonales; Trichosporonaceae; Apiotrichum 

 



55 
 

7. DISCUSIÓN 

 

La práctica de inocular plantas con microorganismos benéficos como las bacterias 

promotoras de crecimiento vegetal se remonta a siglos atrás. Los campesinos conocían de 

manera empírica 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 habían crecido 

previament. Fue solo hasta finales del siglo XIX que se dio inicio a la inoculación 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.
65

  

Hoy en día, los biofertilizantes de naturaleza bacteriana, que incluyen bacterias como 

Rhizobium, Pseudomonas, Azospirillum, Acinetobacter o Chromobacterium, representan una 

herramienta biotecnológica sistémica por lo que a su vez los microorganismos son capaces de 

mejorar el proceso de nutrición de las plantas, su vitalidad, vigor y la resistencia a diversas 

plagas y enfermedades; además las bacterias PGPR capaces de solubilizar fósforo insoluble y 

fijar el nitrógeno atmosférico, resultan una alternativa fácil de emplear y económicamente 

viable, siendo amigable con el medio ambiente y favoreciendo la salud del consumidor, 

disminuyendo el contacto con compuestos tóxicos a largo plazo
76

.   

Sin embargo, en la mayoría de los países en desarrollo de Centroamérica y Suramérica la 

tecnología de inoculantes biológicos no ha tenido mayor impacto sobre la productividad de 

cosechas y cultivos familiares, debido a las costumbres heredadas de forma familiar y la 

implementación de fertilizantes químicos comunes, lo que conlleva a que la mayoría de las 

familias no consideren en su práctica los biofertilizantes para incrementar la productividad y 

conservación de suelos. 

Por otra parte, en Colombia el cultivo de papa cumple un papel de gran importancia 

económica, que se ratifica en la alta demanda de esta, y en cuanto a los costos de producción 

de papa, a nivel nacional son muy variados pues depende de las condiciones ambientales, 

sistemas de producción y regiones; estos son mayoritariamente invertidos en fertilizantes 

químicos que tienen como función suministrar nutrientes a la planta para su crecimiento y 

desarrollo
26

.  
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En la agricultura uno de los principales nutrientes es el nitrógeno, indispensable para el 

crecimiento de las plantas, y en el caso de la papa, importante para la tuberización de la 

misma; sin embargo, “en suelos carentes de nitrógeno 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 aplicación (por 

medio de erosión, lixiviación y volatilización), pueden ocasionar problemas graves de 

contaminación en los suelos” lo que en consecuencia se relaciona con la salinización y 

variación en condiciones de pH del suelo disminuyendo a su vez la biomasa bacteriana 

contribuyente a la fijación de nitrógeno en los agrosistemas
62

.  

Para el desarrollo inicial de esta investigación fue necesario seleccionar y catalogar de forma 

exhaustiva microorganismos aislados de suelos sin mayor uso agrológico, mediante 

identificación bioquímica para evitar, en primera instancia, usar bacterias con potencial de 

generar enfermedad en los seres humanos, ya que durante los últimos años, el número de 

infecciones humanas causadas por patógenos oportunistas ha aumentado significativamente, 

y el suelo, especialmente la rizósfera, es un reservorio muy amplio y significativo, en donde 

podemos encontrar incluso, microorganismos antagonistas y con genes de resistencia a los 

antibióticos, lo que en consecuencia, conduce a evitar el uso de microorganismos patógenos 

en investigaciones de tipo ambiental
50

. Las diferentes pruebas bioquímicas 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), 

características que, junto al hecho de desarrollarse mejor en temperaturas entre 28
o
C y 33

o
C, 

les proporcionan un sello distintivo como microorganismos ambientales ya que a lo largo de 

la investigación mostraron que la temperatura óptima 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 mostró que los microorganismos mesófilos 

aerobios son viables en temperaturas entre 30 y 35 ° C 
63

, siendo este, un rango de 

temperatura indicador de cepas con características patógenas
64

.  

En el presente estudio se realizó una comparación del desarrollo de plantas de papa, en 

condiciones de invernadero, sin la adición extra de nitrógeno 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 características como la 
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tolerancia a metales pesados, producción de fitohormonas, resistencia a estrés térmico 

ambiental y formación de biopelículas
32

.  

Las cepas usadas en este trabajo de investigación fueron identificadas molecularmente como: 

QA8 Bacillus simplex, QA23 Pseudomonas poae, QA44 Pseudomonas fluorescens y la cepa 

R11 que se identificó como una levadura, Apiotrichum porosum; estas especies son propias 

del ambiente del suelo.  

Diferentes estudios demuestran que especies como las identificadas en esta investigación 

tienen potencial PGPR, tanto por tener la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico como por 

solubilizar fosfato inorgánico. Según Holguín et al.
5 

la fijación de nitrógeno en organismos 

aislados del suelo no solo es una característica de las bacterias del género Azospirillum, sino 

también de otros microorganismos de la rizósfera. Algunas de ellas son endófitas y tienen 

distintas capacidades, los géneros más conocidos según una gran cantidad de estudios son 

Bacillus, Pseudomonas, Serratía, Enterobacter, Klebsiella, Rhizobium, Acetobacter y 

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

Arthrobacter, Agromyces, Corynebacterium, Mycobacterium, Micromonospora, 

Propionibacteria y Streptomyces, todas estas con capacidad de fijación de nitrógeno. Esto 

también es válido para Frankia que fija nitrógeno tanto en condiciones de vida libre como 

simbióticas
64

. Así mismo, Orozco y Martinez (2009) aislaron cepas microbianas fijadoras de 

nitrógeno, entre estas, especies de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. provenientes del suelo de 

Pinus patula, llegando a la conclusión que al inocular bacterias con esta capacidad se 

estimula el crecimiento longitudinal y se mejora la nutrición en esta planta
67

. 

Así mismo, la caracterización de las cepas capaces de solubilizar fosfatos permite contrastar 

los planteamientos de Arai et al.
 
 (2007) con respecto a la solubilización de fosfatos 

insolubles en el suelo, ya que para los ensayos in vitro, la prueba en medio NBRIP-BPB 

demostró una capacidad innata de las cepas para realizar esta actividad, mostrando así que es 

posible la descontaminación de fósforo retenido en el suelo por medio de la inoculación de 

cepas con actividad solubilizadora 
75

. Para el caso de este mecanismo, cabe resaltar que las 

especies bacterianas más 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 fósforo (P) es uno de los 17 

nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas, este se incorpora a compuestos 
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orgánicos como ácidos nucleicos (ADN y ARN), fosfoproteínas, fosfolípidos, enzimas, entre 

otros 
68

.  

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 metabólicos como la fotosíntesis, este 

nutriente es absorbido por las raíces y gracias a eso permite la elongación de estas; también 

estimula la formación de semillas y da vigor a las plantas
69

. Beltrán (2014) evaluó la 

capacidad como solubilizadoras de fosfatos de 21, empleando P. fluorescens (IBUN Pfl095) 

como control, obteniendo un halo de solubilización con un diámetro de 1,3 mm, el cuál es 

inferior con respecto al diámetro de la cepa QA44 de este estudio. Los diámetros de las 

demás cepas aisladas en dicho estudio oscilan entre 1,3 mm y 9,3 mm, en su mayoría, 

inferiores con respecto a las cepas manejada en este estudio
30.

 

Con relación a la producción de fitohormonas, muchos de los microorganismos considerados 

PGPR tienen la capacidad de producir auxinas como AIA, que benefician a la planta 

mediante la formación y elongación de la raíz, y muchas de las bacterias producen esta 

auxina, tanto en ausencia como en presencia de L-triptófano. Un claro ejemplo de esto es P. 

fluorescens productora de esta fitohormona en presencia de L-triptófano 
70

. 

En la presente investigación, se evalúo la producción de AIA por parte de dos cepas 

pertenecientes al género Pseudomonas, las cepas QA44 y QA23, con concentraciones de AIA 

de 61,07 g mL1 y 90,92 g mL1 respectivamente, siendo los resultados más altos con 

respecto a la cepa control ATCC 14884 (30,61 g mL1), y las cepas R11(12,58 g mL1) y 

QA8 (17,55 g mL
1

). Un estudio realizado por Florez J. (2017)
71

, determinó la 

concentración de esta auxina en cepas del género Pseudomonas, obteniendo concentraciones 

entre 7,62 y 25,6 g mL
1

, concentraciones mucho más bajas con respecto a las obtenidas con 

las cepas QA44 y QA23. Otro estudio realizado por Deepak y Satyavir .
72

, mostró la cantidad 

significativa de AIA que producen cepas de este mismo género, aisladas de rizósfera de Cicer 

arietinum L y Vigna radiata, que crecieron en caldo LB suplementado con L-triptófano, 

obteniendo valores que oscilaban entre 10,2 a 31,2 μg ml
-1

, los cuales aumentaron conforme 

pasaban los días de incubación bacteriana, teniendo valores entre 22,2 μg mL
-1

 a 40,6 μg mL
-

1
 de IAA posteriores a 4 días de incubación, sin embargo siguen siendo inferiores con 

respecto a las concentraciones obtenidas con las cepas QA44 y QA23 a las cuales se les 

determinó la producción de esta auxina igualmente, luego de 4 días de incubación. 
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Las bacterias del género Bacillus sp. son ampliamente reconocidas como PGPR, además de 

ser productoras de fitohormonas, sideróforos y auxinas, en esta investigación fue posible 

determinar que la cantidad en ppm (partes por millón) de AIA producida por la cepa QA8 

correspondiente a Bacillus simplex, fue de 17,55 ppm, lo que en comparación con los datos 

del estudio realizado  por  Hassen A y Labuschagne en 2010
55

,  quienes determinaron que 

para un aislado de esta misma especie, la producción de AIA fue de 28,0 ppm, producción 

significativamente alta con respecto a la cepa aislada en este estudio, sin embargo, en otro 

estudio realizado por Zuñiga O 
73

, 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 comparación con la cepa control ATCC 14884 de Bacillus pumilus, usada 

en la presente investigación es de un valor significativamente inferior, pues la determinación 

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

Por último, la cepa R11 correspondiente a la levadura Apiotrichum porosum, obtuvo la 

concentración más baja de AIA con respecto a las otras 4 cepas en estudio, pues fue de 12,58 

ppm; Pei-Feng S. et al. 
74

, 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 evalúan la producción de AIA en 12 cepas de 

levadura, como las de las especies Aureobasidium pullulans con concentraciones de AIA de 

147,4 ± 2,7 µg/mL, Sporisorium  reilianum  produjo 32,6 ± 2,7 µg/mL., y Cryptococcus  

flavus que produjo IAA en un rango de 38,6 ± 1,7 a 103,.9 ± 21,.2 µg/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 inhibición alrededor de los sensidiscos impregnados con cada cepa; por el contrario, 

al crecer todas en conjunto, es posible que exista interacción 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 

investigación comparten una relación sinérgica propia de muchos microorganismos en 

asociaciones ecológicas, principalmente en la rizosfera del suelo, en este sinergismo es propio 

hablar de una cooperación por distribución equitativa de nutrientes, por lo que es preciso citar 

entonces que dicha relación 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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antagónicas, las neutras y las sinérgicas. Dentro de estas últimas existen distintos grados de 

asociación, tales como las interacciones a nivel de la rizósfera, con bacterias endófitas o la 

más estudiada interacción endosimbiótica 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 
47

.
 

Es importante la evaluación de patogenicidad en semillas, pues la mayoría de los cultivos se 

realizan a partir de estas. Los patógenos en semillas traen consecuencias graves a nivel 

productivo, y por supuesto a nivel epidemiológico, pues las bacterias tienen la capacidad de 

penetrar las membranas de las semillas y quedarse allí, para luego causar infección en la 

planta, o simplemente producen infección superficial. En el caso de la papa y el tomate 

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus es un claro ejemplo de infección a nivel 

sistémico (Navarrete et al., 2014) 
77

. Otros ejemplos son el marchitamiento bacteriano 

causado por Pseudomonas solanacearum o algunas enfermedades fúngicas como moho gris 

causado por Botrytis cinerea, observados en el norte de Uruguay en zonas en donde hubo 

cultivos previos de papa (Bernal, 2010) 
78

.  

En este caso no se evidencia daño alguno en la raíz de las semillas después de 15 días de 

crecimiento, sin embargo, Moreno et al., (2018) señalan que la colonización de las semillas 

por parte de las bacterias contribuye al control de patógenos, pues crean una biopelícula 

protectora, estimulando el crecimiento vegetal, y a su vez el sistema inmunitario de la planta, 

pues están en contacto directo con la raíz de las mismas
79

. 

El análisis del suelo usado en los ensayos (Anexo 13) demuestra la presencia de nitrógeno 

mineralizado (88,8 ppm), el cual se genera a partir de la materia orgánica del suelo, pero este 

no es directamente asimilable por las plantas; igualmente, hay nitrógeno en forma de amonio 

(65,6 ppm) que en ocasiones es ligeramente asimilable, y nitrógeno en forma de nitrato (23,2 

ppm) que es la forma en que las plantas asimilan mejor el nitrógeno. Tanto el nitrógeno 

mineral como el amonio sufren procesos de mineralización gracias a condiciones 

atmosféricas, pero principalmente por acción de microorganismos del suelo que los 

convierten en nitratos. 

Si se hace una comparación con la dosificación propuesta por una casa comercial (Yara 

Colombia S.A.) para cultivo de papa (Anexo 12), se puede observar que la concentración de 

nitrógeno en el suelo del ensayo es superior (8,7% más), pero teniendo en cuenta que los 
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productos comerciales no tienen nitrógeno mineralizado. Y más alta aún que la dosificación 

propuesta por el Instituto Colombiano Agropecuario, resultado de diferentes experimentos 

con papa (219,68% más). Al realizar la comparación con la solución nutritiva de Hoagland 

cuya fórmula determina la aplicación de 210 ppm de nitrógeno, que equivaldrían a 756 kg/ha, 

es incluso mayor al nitrógeno presente en las muestras de suelo del ensayo (136,5% más), 

pero cabe destacar que la formulación Hoagland es generalmente utilizada para cultivos 

hidropónicos y ensayos de laboratorio, mas no para aplicación en campo. 

El nitrógeno contribuye al desarrollo vegetativo, con lo cual se esperaría 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 solución 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-inóculo, seguida con 

valores cercanos por el efecto de las cepas QA44, R11 y QA8, mientras que con la cepa 

QA23 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-inóculo y las cepas 

QA44 y R11 podrían estar contribuyendo a la mineralización del nitrógeno presente en el 

suelo o a la fijación de nitrógeno atmosférico, contribuyendo así a un buen desarrollo 

vegetativo de las plantas de papa
48

. 

 

Con respecto al fósforo, según el informe de fertilidad, este se encuentra en una 

concentración óptima en el suelo en el que se realizaron los ensayos (109,8 kg/ha) pero no se 

conoce si este está en forma asimilable para las plantas. Sin embargo, esta concentración de 

fósforo es muy inferior a las dosificaciones sugeridas por la casa comercial (67% menos) o 

por el ICA (70,93% menos). Con respecto a la solución de Hoagland, su formulación indica 

la aplicación de 31 ppm, que corresponderían a 111,6 kg/ha, valor más cercano al del fósforo 

presente en el suelo, pero se debe considerar que para el tratamiento T2 se adicionó 5,0 gr. de 

fosfato tricálcico por matera. 

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

primeros estadios de estas, así como para el crecimiento de la raíz y la formación de 
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tubérculos. Cuando hay deficiencia de fósforo disponible en el suelo, las raíces y los 

estolones tienen tamaños reducidos
48

. 

En cuanto al ensayo realizado en suelo estéril, las características descritas por deficiencia de 

fósforo no se observaron en la parte aérea de las plantas de papa (Tabla 11), aunque si se 

observó menor desarrollo con respecto al tratamiento con la solución Hoagland completa, 

incluso con la cepa control ATCC 14884, sin embargo, en relación al desarrollo de la raíz, 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 solubilización de fosfatos inorgánicos, 

permitiendo así un mejor desarrollo de las raíces en estados tempranos de desarrollo de las 

plantas de papa. 

La adquisición de masa vegetal con el tratamiento T2 muestra que la raíz se desarrolla mucho 

mejor con la aplicación de la cepa ATCC 14884 seguida por la cepa QA44 con respecto al 

control Hoagland solución completa, mientras que la parte aérea parece desarrollarse mejor 

con las cepas QA44 y QA23. Las plantas presentan mayor ganancia de masa vegetal de raíz 

con el tratamiento T2 con las cepas ATCC 14884 y QA44 con respecto a T1, y menor 

desarrollo con la cepa R11. Con relación a la parte aérea, sobresale el desarrollo generado 

con la cepa QA44, seguida por la cepa QA23, mientras que con el co-inóculo 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 fósforo 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 raíz 

como en parte aérea respecto al control con adición de solución Hoagland completa 

En ausencia de suplemento con nitrógeno 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 fósforo 

insoluble, la cepa QA44 presenta mejor resultado frente a la cepa control, teniendo en cuenta 

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

Cabe mencionar que, el efecto de adquisición de masa vegetal que se observa en las raíces de 

las plantas tratadas con la cepa QA8 (129,4%) no parece estar correlacionada con la 

obtención de masa vegetal en la parte aérea (-11,0%) en el tratamiento T1 (sin adición de 

nitrógeno extra), sin embargo, al realizar el análisis con respecto a la masa adquirida en raíz 
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con el tratamiento T2 (sin adición de P soluble) se puede observar que la diferencia es 

ligeramente inferior respecto al control con solución 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-inóculo, tienen una baja 

eficiencia en cuanto a mejorar la disponibilidad del nitrógeno o el fósforo en el suelo, 

mientras que la cepa QA8 proporciona principalmente un buen desarrollo radicular, y con la 

cepa QA44 se observó un comportamiento similar al control con la solución nutritiva 

completa más las cepas, lo que permite inferir que contribuye a la movilización de nutrientes 

como nitrógeno o fosforo en el suelo, de modo tal que estos puedan transformarse en especies 

químicas 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 rizófora 

en 3 diferentes variedades de papa, en el estudio se encontró que la inoculación de bacterias 

diazotróficas nativas y Hongos de la micorriza pueden aumentar el crecimiento de plántulas 

de papa, los aislamientos hallados en dicha investigación 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 encontró que las cepas son capaces de ralizar 

algunos mecanismos como solubilización fosfato y producción AIA. Se  obtuvo un 

rendimiento positivo por parte de las PGPR, pues incrementó 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 parámetro se ve aumentado con el inóculo de Glomus intraradices + Bacillus 

subtilis(PB12).  Glomus intraradices + Lysinibacillus boronitolerans (PB 10)  mostró la 

mayor longitud de raíz 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) 
80

. 
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Las cuatro especies (R11, QA44, QA 8, QA23) exhiben una serie de características aptas para 

su implementación como PGPR u otras aplicaciones medioambientales. 

Dawwam et al., en 2013, señalan en su estudio que todos los aislamientos bacterianos que 

obtuvieron a partir de raíces de plantas de papa, fueron capaces de aumentar los parámetros 

evaluados en las plantas , tales como peso seco y peso frescose aislaron 7 cepas bacterianas, 

las cuales obtuvieron un mejor rendimiento en ciertos  parámetros con respecto al control, el 

peso fresco de las plantas se encontró entre 5,2 g y 7,6 g mientras que la planta control pesó 

2,9 g; en cuanto al peso seco, en la planta control fue de 0,041 g, y en las demás plantas está 

entre 0,047 g y 0,083 g
31

.   

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 comúnmente 

aislados de ecosistemas agrícolas son Rhodotorula, Lipomyces, Sporobolomyces, 

Trichosporon, Pichia, Saccharomyces, Debaryomyces, Candida, Cryptococcus, 

Aureobasidium y Williopsis
49

. Algunas de las funciones de las levaduras del suelo 

comprenden la descomposición de la materia orgánica, promoción del crecimiento radicular, 

agregación del suelo, solubilización de fosfato y en algunos casos el biocontrol de los 

patógenos de las raíces. Además, se ha reconocido la capacidad promotora de crecimiento en 

levaduras endófitas por medio de la producción de auxinas como el ácido Indol acético
50

. 

Diversidad de estudios han propuesto experimentos basados en los beneficios evidentes que 

proporcionan las levaduras a las plantas mediante mecanismos de fijación de nitrógeno, 

producción de fitohormonas y auxinas. Nassar A., et al.,  (2005) logró aislar la levadura 

Williopsis saturnus de la raíz de plantas de maíz que fue capaz de producir ácido indol-3-

acético y aumentar el peso seco de las raíces
50

. Sarabia M et al., realizó aislamientos de la 

rizósfera del suelo para evaluar diferentes características en levaduras, encontrando algunas 

cómo 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 

solubilización positiva de fosfatos
49

. Además este tipo de microorganismos ha sido probado 

en cultivos de arroz y plantas carnívoras, mostrando resultados positivos respecto a hongos de 

tipo micorriza
51

. También Ignatova L., et al., (2015) realizo un aislamiento de 538 cepas de 

levadura de las cuales 77 lograron demostrar tener la capacidad para producción de AIA, 

cepas que fueron probadas como promotoras de crecimiento, mostrando actividad promotora 
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del crecimiento a partir de las células (biomasa) y se observó que el estímulo de la levadura 

podría detectarse en las primeras etapas de la planta
52

. Lo que, en contraste, permite 

relacionar la cepa aislada R11 (Apiotrichum porosum) ya que además de contar con la 

capacidad de producción de AIA en bajas concentraciones. 

El Género de levadura Apiotrichum, está descrito como basidiomiceto anamórfico, a él 

pertenecen diferentes especies como Apiotrichum dulcitum , A. laibachii y A. loubieri, 

asociadas al suelo, y algunas otras de importancia clínica 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
53

. 

Sin embargo, no se encontraron registros bibliográficos que hablen acerca de patogenicidad 

de A. porosum en humanos, tampoco se encuentran registros sobre este género asociados a 

promoción 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 formación de tubérculos, producir 

sideróforos y solubilizar fosfatos, además ha demostrado tener actividad anti fúngica hacia 

Fusarium
54

. Así 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
55

.  

Sin embargo, Hassen  y Labuschagne . mencionan dentro de su investigación que Bacillus 

simplex aislado del rizoplano, es capaz de colonizar la raíz de plantas de tomate y trigo y 

mostrar resultados positivos en el aumento de masa vegetal y calidad del grano en plantas de 

maíz, además de aumentar el peso seco de la raíz y producir una concentración deseable de 

Ácido Indol acético, promoviendo en gran medida el crecimiento en estas dos plantas
56

. 

Además de esto, tiene capacidad reductora de químicos en el suelo, en un casi 94% como lo 

mencionan Erguven G y Yildirim N, en donde se encontró que fue capaz de ejercer un efecto 

biorremediador en suelos contaminados con clorsulfuron
57

.  
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Por otra parte, Celandroni et al. 
58

 revelan que las cepas de B. simplex no son potenciales 

patógenos humanas, a pesar de ser resistente a la penicilina, es una cepa susceptible a muchos 

otros antibióticos y también es aislada con muy mínima frecuencia en pacientes con alguna 

infección 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
59

. Este género 

se encuentra en distintos ambientes naturales, especialmente en la rizósfera, cumpliendo 

funciones de biorremediación, control biológico y promoción de crecimiento vegetal
60

. 

Se ha demostrado que este género es capaz de aumentar la longitud de las raíces en las 

plantas, al igual que la masa vegetal, esto se ve reflejado en el peso fresco. Otra característica 

importante es su cualidad como controlador biológico por medio de dos mecanismos: 

producción de compuestos antimicrobianos y competencia. Dentro de las especies más 

conocidas como promotoras de crecimiento vegetal es posible encontrar Pseudomonas 

fluorescens, quienes tienen la capacidad de colonizar la rizósfera, y la semilla de la planta, 

formando así una capa protectora en la raíz, además tiene una alta capacidad de unión al 

hierro
61

. 

 

8. CONCLUSIONES 

 

- A partir de suelos naturales poco intervenidos de rizosfera y raíz de papa se aislaron 95 

cepas, de las cuales se seleccionaron inicialmente 22 para los estudios de promoción 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 nitrógeno, solubilizar fósforo inorgánico y producir fitohormonas tipo ácido 

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 rápida mineralización del nitrógeno, así 

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

- Las cepas QA23 y QA44 producen mayor cantidad de ácido 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 germinación. 

- Las cepas QA23 y R11, y el co-inóculo tienen una baja eficiencia en cuanto a mejorar la 

disponibilidad del nitrógeno o el fósforo 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 adquisición de masa vegetal similar en suelos sin 

adición de nitrógeno o de fósforo soluble, similar a la que las plantas adquieren con una 

solución 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 más amplios con estas, para determinar si 

verdaderamente son rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. 

Dentro de estos estudios proponemos ensayos con sustrato inerte con dosificación de 

nutrientes más controlada, de modo que permita ver si efectivamente contribuyen a convertir 

el nitrógeno y el fósforo en formas más asimilables por las plantas de papa. Así 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, químicos y biológicos, ejercidos por la 
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presencia de otros microorganismos de la rizósfera, por lo cual, se deben realizar ensayos en 

campo para determinar la acción de las cepas seleccionadas. Así como determinar la 

dosificación más adecuada para la inoculación del suelo con estas cepas. 

Con respecto a la cepa R11, si bien no presentó 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 biotecnológico. 

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

Anexo 1. PROTOCOLO PREPARACIÓN MEDIO NBRIP-BPS (Nautiyal, CS., et. al., 

1999) 
 

Adicionar los siguientes reactivos en estricto orden para evitar precipitación de reactivos. Para 1 litro (National 

Botanical Research Institute's phosphate growth medium (NBRIP))  

 H2O-d  800 mL 

 Glucosa 10 g  

 MgCl2.6H2O 5 g  

 (NH4)2SO4 0.1 g 

 NaCl  0,2 g 

 MgSO4.7H2O 0.25 g  

 KCl 0.2 g  

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

 Ca3(PO4)2 5 g 

 Agar (según casa comercial) 

 Ir mezclando los componentes en agitación. 

 Completar a 1000 mL 

 Ajustar el pH a 7.0 

 Esterilizar y servir con el medio caliente, manteniendo el medio en agitación ya que el calcio estará 

precipitado y debe quedar homogéneo en cada placa. 

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

 

 

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

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

 

 H2O-d   800 mL 

 Acido málico  5 g 

 K2HPO4  0,5 g 

 MgSO4.7H2O  0,2 g 

 NaCl   0,1 g 

 CaCl2.2H2O  0,02 g 

 Solución de micronutrientes 2 mL (ver preparación más adelante) 

 Azul de bromotimol (5 g/L) 2 mL (ver preparación más adelante) 

 Fe-EDTA (16,4 g/L)  4 mL (ver preparación más adelante) 

 Solución de vitaminas 1 mL (ver preparación más adelante) 

 KOH   4,5 g 

 

 Completar con agua destilada a 1000 mL. 

 Ajustar el pH a 6,5 

 Si se requiere medio semisólido agregar 1,6 g a 1,8 g de agar. 

 Si se requiere medio sólido agregar 15 g de agar. 

 Esterilizar en autoclave. 

 

SOLUCIÓN DE MICRONUTRIENTRES PARA MEDIO NFb 

Para 1000 mL de solución, agregar los siguientes reactivos, en el mismo orden expuesto: 

 

 H20-d   800 mL 
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 CuSO4.5H2O  0,04 g 

 ZnSO4.7H2O  0,12 g 

 H3BO3   1,40 g 

 NaMoO4.2H2O  1 g 

 MnSO4.H20  1,175 g 

 

 Completar a 1000 mL. Esterilizar en autoclave. 

 Almacenar a unos 25°C para evitar precipitación. 

 

SOLUCIÓN DE AZUL DE BROMOTIMOL 

Preparar KOH 0,2N y disolver el colorante a una concentración 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. 

 

SOLUCIÓN DE VITAMINAS 

 Biotina 10 mg 

 Piridoxal HCL 20 mg 

Revisar en que se disuelven cada uno de los componentes. 

Para 100 mL: 

Disolver en baño de agua caliente. 

Esterilizar por filtración (0,22 µm). 

Almacenar en frasco oscuro. 

 

SOLUCIÓN Fe-EDTA (16,4 g/L) 200 mL 

1. Solución 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 solución este templada, adicionar 3,28 g de EDTA. 

 Agitar hasta que el reactivo se disuelva. 

 

2. HCl 1N 

A 50 mL de agua, adicionar 405 µL de HCl concentrado. 

 

3. Solución Fe 

 Preparar 50 mL de HCl 1N (Sol. 2) 

 Adicionar 0,4264* g de FeSO4.7H2O 

 Mezclar hasta disolver el reactivo 

*En teoría el EDTA secuestra hasta un 13% de Fe 16,4 g/L de Fe-EDTA total, entonces el 13% ¿cuánto es? 

 

4. Fe-EDTA 

 Adicionar 1,33 mL de la solución Fe (3) a la solución EDTA (1) (o hasta generar un color amarillo 

ocre, sin precipitado) 

 Completar a unos 180 mL con agua 

 Dejar esta mezcla en agitación y oscuridad unas 12 horas (el pH variará en este tiempo) 

 Ajustar el pH a 5,5 (HCl o KOH) 

 

Anexo 3. PATRONES COLORIMETRICOS DE CONCENTRACIÓN DE AIA 

 

 

 

 

 

Patrones de AIA para curva estándar 

 

Blanco 0.05 ug 0.10 ug 0.20 ug 0.50 ug 10 ug 100 ug 
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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 o en mesón 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 químico. 

5. Se dejan 15 días en cámara húmeda, es decir en una caja de Petri con un papel absorbente estéril húmedo con 

agua y previamente sellado. 

 

Anexo 5. PROTOCOLO LAVADO DE CÉLULAS 

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. PREPARACIÓN DE SOLUCIÓN NUTRITIVA HOAGLAND  

CONCENTRACION 

STOCK 
COMPUESTO 1L 100% 1L 5% (mL) 

500 mL 5%  

(mL) 

100 mL 5%  

(mL) 

1000x micronutrientes 500 µl 25 12,5 2,5 

1M Ca(NO3)2.4H2O 4 mL 200 100 20 

1M KNO3 6,5 mL 325 162,5 32,5 

0,25M MgSO4.7H2O 8 mL 400 200 80 

0,25M KH2PO4 400 µl 20 10 4 

0,25M KCl 200 µl 10 5 2 

0,146M Fe Fe-EDTA 308 µl 15,4 7,7 3,1 

  Agua-d a 1L a 1L a 500 mL a 100 mL 
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Anexo 7     PROTOCOLO PARA SOLUCIONES NUTRITIVAS DE ENSAYO DE 

PAPA 

 

Para cada materia adicionar 200 ml de cada solución, por lo tanto, se deben preparar 3,6 litros de cada 

una de estas. 

 

Ensayo 1 ATCC QA8 QA23 QA44 R11 CO-INOC 

Suelo con 

poco 

nitrógeno 

3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 

ATCC - N QA8-N QA23 - N QA44 - N R11-N COINOC - N 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo 2 ATCC QA8 QA23 QA44 R11 CO-INOC 

Suelo sin fósforo 

soluble pero con 

Ca2PO4 

(insoluble) 

3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 

ATCC- P QA8-P QA23 - P QA44 - P R11-P COINOC - P 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hoagland sin notrogeno 

CONCT 

STOCK COMPUESTO 1L 100% 

   1000x micronutrientes 500 microL 

1M Ca(NO3)2.4H2O 4 mL 

   0,25M MgSO4.7H2O 8 mL 

0,25M KH2PO4 400 microL 

0,25M KCl 200 microL 

0,146M Fe Fe-EDTA 308 microL 

 

Agua-d a 1L 

Hoagland fosforo insoluble 

CONCT STOCK COMPUESTO 1L 100% 

1000x micronutrientes 500 microL 

1M Ca(NO3)2.4H2O 4 mL 

1M KNO3 6,5 mL 

0,25M MgSO4.7H2O 8 mL 

 

Ca3(PO4)2 

Como es insoluble 

en agua, se deben 

adicionar 5 gr 

De polvo por matera 

0,25M KCl 200 microL 

0,146M Fe Fe-EDTA 308 microL 

 

Agua-d a 1L 

Control ATCC QA8 QA23 QA44 R11 CO-INOC 

Suelo con 

Hoagland 

100 % 

3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 3 mat 

ATCC 

control QA8 control 

QA23 

control 

QA44 

control 

R11 

control 

COINOC 

control 
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Anexo 8. PROTOCOLO PARA PREPARACIÓN DE INÓCULOS MICROBIANOS 
 

 

 

Para los inóculos debemos infectar 9 materas por cada cepa y coinóculo. Entonces el procedimiento para 

preparar estas bacterias será: 

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 agitación 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 líquido estéril. Adicionar 5 mL del cultivo 

descrito en el punto 2. Para los coinóculos adicionar 3mL de cada cultivo crecido en un mismo Erlenmeyer. 

incubar a temperatura adecuada y en agitación 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 concentración de 0,5 escala McFarland, y repartir la solución final en 9, para adicionar a cada matera, según 

el tratamiento. 

 

  

Hoagland para el control 

CONCT STOCK COMPUESTO 1L 100% 

      

1000x micronutrientes 500 microL 

1M Ca(NO3)2.4H2O 4 mL 

1M KNO3 6,5 mL 

0,25M MgSO4.7H2O 8 mL 

0,25M KH2PO4 400 microL 

0,25M KCl 200 microL 

0,146M Fe Fe-EDTA 308 microL 

  Agua-d a 1L 

  ATCC 

Suelo con poco nitrógeno 

3 mat 

ATCC - N 

Suelo sin fósforo soluble, 

pero con Ca2PO4 

3 mat 

ATCC - P 

Suelo con Hoagland 100% 

3 mat 

ATCC 

control 
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Anexo 9. A Características macroscópicas y microscópicas de cepas bacterianas 

CEPA CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS GRAM 

QA1 Colonia pequeña, color crema (Clara), Brillante, Borde liso, sin 

desplazamiento en Agar  

Bacilos Gram negativos, 

medianos 

QA 5 Colonia Grande color crema (claro), brillante, borde liso. Sin 

desplazamiento aparente 

Bacilos Gram negativos 

cortos 

QA 7 Colonia pequeña, color crema- amarilla, Translúcida, brillante, borde 

liso, sin desplazamiento 

Bacilos Gram negativos 

pequeños 

QA 8 Colonia Grande color crema (claro), brillante, borde liso. Sin 

desplazamiento aparente 

Bacilos Gram negativos 

pequeños 

QA 9 Colonia pequeña, color crema (Clara), Brillante, Borde liso, sin 

desplazamiento en el medio 

Bacilos Gram negativos 

pequeños 

QA10 Colonia pequeña, Color crema amarilla, ligeramente traslúcida. Donde 

hay más densidad de bacterias se observa fenómeno de swarming. 

Bacilos Gram negativos 

medianos 

QA 13 Colonias similares a QA5 Y QA8 Bacilos Gram negativos 

medianos y gruesos 

QA 14 Similar a QA7 Bacilos Gram negativos 

pequeños 

QA 15 Crecimiento extendido no se observan colonias aisladas, las colonias 

observadas son color crema- amarillo, translúcido, bordes del 

crecimiento con pequeñas proyecciones  

Bacilos Gram negativos, 

pequeños 

QA 17 Colonias muy pequeñas, con tono amarillo-naranja, translúcidas, borde 

del crecimiento festoneada 

Bacilos Gram negativos, 

pequeños 

QA 23 A y 

B 

Colonia pequeños amarillo claro translúcida, brillante. Donde hay mayor 

densidad la bacteria se extiende sobre la placa. A medida que disminuye 

la densidad, forma estructuras filamentosas de desplazamiento. A menor 

densidad no hay desplazamiento 

Bacilos Gram negativos 

pequeños y estructuras 

Gram positivas 

QA 24 Similar a QA23, SALVO: porque las colonias individuales son un poco 

más grandes y el borde no parece ser uniforme. También se observa que 

a mayor densidad de bacterias esta NO se extiende sobre la placa sino 

que se desplaza de forma filamentosa 

Bacilos Gram negativos, 

medianos 

QA 27 Colonias color crema claro, poco brillantes, rugosas a mayor densidad. 

las colonias tienen tamaño mediano, No son translúcidas, con borde 

Festoneado 

Bacilos Gram positivos, 

largos, delgados 

QA 28 Colonias muy pequeñas, color crema- amarillo claro, brillantes y 

translúcidas 

Bacilos Gram negativos 

cortos 

QA 29 Crecimiento sin colonias aisladas, colonias pequeñas, escasas, brillantes, 

no son translúcidas, con desplazamiento aparente, tono color Naranja 

Bacilos Gram negativos, 

cortos 

QA 31 Crecimiento similar a QA15 Bacilos Gram negativos, 

pequeños 

QA 34 Crecimiento similar a QA 29 con tono naranja Cocobacilos Gram 

negativos 

QA 42 Crecimiento con fenómeno de swarming: la colonia crece formando 

ligeras proyecciones; los espacios se van llenando y las zonas centrales 

es más densa que los bordes del crecimiento. Es color claro brillante 

Bacilos Gram negativos 

medianos 

QA 43 Colonia color crema con desplazamiento en swarming Bacilos Gram positivos, 

largos y delgados 

QA 44 Colonias color crema claro con desplazamiento en fenómeno de 

swarming 

Bacilos Gram negativos, 

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

Cepa Agar MacConkey  Agar King B 

QA1 Crecimiento, fermentación Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 5 Crecimiento, sin fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 7 Crecimiento,  fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 8 Crecimiento, sin fermentación de lactosa No hubo crecimiento 

QA 9 Crecimiento, sin fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 13 Crecimiento, fermentación de lactosa 

QA 14 Crecimiento, fermentación de lactosa 

QA 15 Crecimiento, fermentación de lactosa Crecimiento  (masivo, la 

bacteria se extendió) 

QA 17 No hubo crecimiento Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 23 A y 

B 

Lisa: Crecimiento, sin fermentación de lactosa, Pelitos: No hubo crecimiento 

QA 24 Crecimiento, fermentación de lactosa Crecimiento, fluorescencia 

QA 27 No hubo crecimiento Crecimiento (masivo), sin 

fluorescencia 

QA 28 Crecimiento, sin fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 29 No hubo crecimiento Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 31 Crecimiento, fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 34 No hubo crecimiento Crecimiento , sin 

fluorescencia 

QA 42 Crecimiento, fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 43   Crecimiento, sin 

fluorescencia 

QA 44 Crecimiento, sin fermentación de lactosa Crecimiento, sin 

fluorescencia 

Anexo 9 C Crecimiento en Agar cetrimide 

Cepa Agar Cetrimide 

QA1 No hubo crecimiento 

QA 5 No hubo crecimiento 

QA 7 No hubo crecimiento 

QA 8 Crecimiento, sin fluorescencia 

QA 9 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 A y 

B 

Lisa: Crecimiento muy escaso, Puntos: Crecimiento con fluorescencia 
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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 
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Anexo 11 TABLAS DIFERENCIAS ENTRE LOS PESOS FRESCOS Y SECOS EN 

GRAMOS DE MASA VEGETAL Y RAIZ OBTENIDOS APARTIR DE LOS 

TRATAMIENTOS EN SUELO. 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 12 

 

 

 

ANEXO 12. NUTRIENTES DEL SUELO DEL ENSAYO Y DOSIFICACIONES 

RECOMENDADAS 
 

 

 

  

(B)FOSFORO INSOLUBLE (T2) 

BACTERIA RAIZ AÉREA 

QA 8 5,78gr 26,84gr 

QA23 5,49gr 29,08gr 

QA44 7,26gr 30,37gr 

R11 5,14gr 23,21gr 

Co-inóculo 7,42gr 18,53gr 

ATCC 9,18gr 20,15gr 

 

(C) HOAGLAND 100%  

BACTERIA RAIZ AÉREA 

QA 8 6,01gr 26,85gr 

QA23 7,49gr 26,08gr 

QA44 6,22gr 24,47gr 

R11 5,74gr 26,89gr 

Co-inóculo 7,41gr 27,90gr 

ATCC 5,27gr 25,48gr 

 

(A) POCO NITRÓGENO (T1) 

 BACTERIA RAÍZ AÉREA 

QA 8 13,79gr 23,90gr 

QA23 5,17gr 16,27gr 

QA44 6,44gr 22,65gr 

R11 6,17gr 24,29gr 

Co-inóculo 5,56gr 26,81gr 

ATCC 6,90gr 24,53gr 

 

 

ANÁLISIS DE FERTILIDAD 

DEL SUELO USADO PARA 

LOS ENSAYOS 

Nutriente Cantidad kg/ha 

Amonio 236,16 

nitrato 83,52 

N-mineral 319,68 

Fósforo 109,8 

Relación ppm a kg/ha según: 

https://www.smart-

fertilizer.com/es/articles/ppm-in-

soil/ 

 

PRODUCTO COMERCIAL 

Nutriente 

Cantidad 

recomendada 

kg/ha 

N 294 

P2O5 334 

K2O 316 

CaO 52,35 

MgO 39,92 

S 56,92 

Zn 56,4 

B 680,6 

Fuente: manual para cultivo de 

papa. Yara Colombia S.A. 

 

RECOMENDACIÓN ICA 1992 

Nutriente 

Cantidad 

recomendada 

kg/ha 

Páramos de Cundinamarca y 

Boyacá 

N 100 a 150 

P2O3 < 40 ppm 375 a 450 

Altiplano Cundi-boyacense 

N 50 a 100 

P2O3 < 40 ppm 300 a 375 

Fuente: Libro técnico  

Fertilización de cultivos en clima 

frio 
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Anexo 13. Análisis 1 de suelos de Quiba Alta 
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Anexo 14. Análisis de suelo utilizado para los ensayos en invernadero 
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Anexo 14. Corrido electroforético de cepas QA44 Y R11 

                               A                                                     B 

 

 

 

 

PPM  MX 
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