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Introduccion
ot ESTADO MUNDIAL DEL RECURSO SUELO SE ENCUENTRA EN MALAS

CONDICTONES
A o INCREMENTO STGNTFICATIVO DE LA POBLACTON MUNDIAL AUMENTA LA
DEMANDA DE ALIMENTOS Y DE FERTILLZANTES QUEMICOS.
o L USO DE FERTILLZANTES QUIMICQS SOBREPASARA LAS 200 MILLONES DE
TONELADAS PARA L 2014

Esta tendencia puede revertirse siempre que los paises
tomen la iniciativa en el desarrollo de politicas encaminadas a
crear una agricultura sostenible.



Frijol (Phaseolus vulgaris)

Caracteristicas del grano

Tamano

Color

propiedades nutricionales

Proteinas

14-33%

carbohidratos

32-76 g/100 g frijol

Fibra

14-19 g/ 100 g frijol
crudo

Nutrientes

Calcio, hierro,
fésforo, magnesio y
zinc

Vitaminas

Tiamina, niacina y
acido félico

Lipidos

1.5-6.2g/100 g
frijol crudo




Frijol en Colombia
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TEMPLADD-FRIO
SUELOS PROFUNDOS, FERTILES CON BUEN
DRENAJE
PH.5-6.5.



Rizobacterias promotoras de crecimiento
en plantas (PGPR)

SIMBIOSTS PLANTA-BACTERIA

EXUDADOS RADICULARES
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Bacillus sp. como PGPR
MAS DE 100 ESPECLES

. subtilis
megaterium
licheniformis
circulans
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Bacillus subtilis subsp. spizizenii
ATCC 6633

http://www.normalesup.org/~adanchin/archives-REG-GGB/Microbes.html

El uso de Bacillus sp. en
procesos de biotecnologia, ha
ganado interés debido a que
forman esporas que les confiere
resistencia a condiciones
adversas como altas
temperaturas, desecacion vy
cambios de pH, y pueden
permanecer viables durante
periodos prolongados.



Pseudomonas sp. como PGPR.

P. aeruginosa control bioldgico contra patégenos bacterianos de plantas
P. corrugata proteccion y control del estrés abidtico y biotico y PCV
P. fluorescens produce compuestos de PCV y tiene capacidad de control

bioldgico contra patdogenos fungicos

P. vancouverensis capaz de aumentar la germinacion y la longitud radical de
plantulas de trigo.




Pseudomonas extremaustralis
CMPUJ U515

Crater La Olleta, Parque Nacional Natural
Los Nevados-Colombia.
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Auxinas

fitohormonas que promueven el crecimiento y desarrollo de las
plantas, pueden actuar a bajas concentraciones, promueven el

crecimiento de las raices aumentando el area superficial y la

absorcion de nutrientes

(—! ACIDO INDOLACETICO %

AUMENTO SUPERFLCTAL DE LA RALZ

sl ABSORCION DE NUTRIENTES

CRECIMIENTO DE LA PLANTA

N




Solubilizacidon de fosfatos
FOSFORO

factor limitante del desarrollo de las plantas, representa el segundo
nutriente inorganico mas importante, participa en procesos como la
fotosintesis, desarrollo radicular y floracion, y las plantas deben tomarlo del
suelo donde se encuentra en baja concentracion

ORGANICO G INORGANICO
fosfato de insosilol \

Rocas y
fosfoésteres

minerales prfmarios

mineralizacion
mediante enzimas
fosfatasas

solubilizacion
mediante acidos
organicos




Sideroforos

Moléculas de bajo peso molecular, que forman complejos
extracelulares de Fe3, el complejo es absorbido por transportadores
especificos de quelatos férricos. El Fe. ligado al sideroforo
experimenta una reduccion a Fe2: una forma soluble y asimilable.

La adquisicion de hierro dependiente de siderdforos puede ser
llevada a cabo por:

BACTERIAS, LEVADURAS Y PLANTAS
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https://bagginis.blogspot.com.co/2016/11/enterobacte
rias-parte-4.html



Fijacion de nitrogeno

El nitrogeno es un elemento esencial para mantener la vida en la
tierra, factor limitante de la produccion agricola mundial.

= Adicion de fertilizantes al suelo
CLOROFILA = compuestos nitrogenados de la degradacion de
- materia organica.
; PROTELNAS = Conversion de nitrogeno en compuastos
ACIDOS NUCLEICOS asimilables, por procesos naturales.
» Fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN).
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Raisman J, Gonzalez A. Nutricidn bacteriana [Internet]. Hipertextos del area de la Biologia. 1998 [cited
14 March 2018]. Available from: http://www.biologia.edu.ar/bacterias/nutric~2.htm



Proteasas

Las enzimas proteoliticas son capaces de degradar proteinas mediante
la hidrolisis de los enlaces peptidicos que las conforman, estas enzimas
se encuentran presentes en

MICROORGANISMOS, PLANTAS, Y EN EL HOMBRE
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MICROORGANISMOS



Catalasa

Cuando las plantas estan bajo condiciones de estres, como la
salinidad, son vulnerables a toxicidad ionica, estres osmaotico vy
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno

e /NIGN SUPEROXIDO 02 "
DROXILO-OH o——p  DAN( CELULAR

-'.'L|_ U

e PEROXIDO DEHIDROGENQ HXC

LY |J_I|.FJ_

b ;I iIFIJ.'._,-AIL |I

Para contrarrestar esta problematica las
plantas han desarrollado mecanismos como el
reclutamiento de enzimas antioxidantes y
compuestos que desintoxican

H20:2 + H202-> 2H20 + O



Motilidad

Es la capacidad que le permite a la célula alcanzar
distintas zonas de su entorno, y es fundamental para su
supervivencia, ya que puede significar la diferencia
entre la vida y la muerte.

https://pixabay.com/es/las-bacterias-icono-microbioma-icono-2316230/



Objetivos

GENERAL: Determinar los factores asociados a promocion de crecimiento vegetal en
Bacillus subtilis ATCC 6633 y Pseudomonas extremaustralis CMPUJ U515 y evaluar su
efecto en plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris).

ESPECIFICOS

* |Implementar el proceso de caracterizacion cualitativa de factores asociados a
promocion de crecimiento vegetal.

 Caracterizar las cepas bacterianas Bacillus subtilis ATCC 6633 y Pseudomonas
extremaustralis CMPUJ U515 para produccién de factores asociados a promocién de
crecimiento en plantas.

« Comprobar el efecto de Bacillus subtilis ATCC 6633 y Pseudomonas extremaustralis
CMPUJ U515 sobre crecimiento de plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris).



Metodologia

Caracterizacion cualitativa para AlA,
Solubilizacion de fosfatos, produccion de
sideréforos, fijacion de nitrogeno, proteasas,
catalasa y motilidad.

Ajuste de Inoculo bacteriano: una UFC en 100 ml de
caldo LB (peptona, NaCl, extracto de levadura), y se
incubd a 30°C, 150 rpm, se midid la absorbancia a 600nm
hasta DO~1.0, para establecer la concentracién adecuada
(UFC/ml), y posteriormente inocular las semillas de frijol.

Ensayo bioldgico: determinacién de los efectos de
la inoculacion de los microorganismos en
plantulas de frijol Cargamanto rojo. se realizo
segun el protocolo de Qiao et al 2017.




Caracterizacion cualitativa

Acido indolacético:

Inoculo en agar nutritivo +triptdfano durante 72 h. Se agrega sobre la colonia reactivo Salkowsky .
Viraje de color de la colonia a rosado después de 3 h de incubacién.

Solubilizacién de
fosfatos

Inoculo en medio SRS por 5 dias. formacion de halos de acidificaciéon (viraje a amarillo), y halo de
solubilizacién claro alrededor de las UFC es indicador de la utilizacién del fosfato tricalcico.

Sideroforos

El medio CAS se agrega sobre la colonia de 48 horas, y se revela después de 3 h de incubaciodn. El
medio vira de color.

Fijacion de Inoculacién en medio NFb (nitrogen free bromothymol blue). Se evidencia cambio de color del
nitrégeno medio a azul o amarillo.
Inoculacién en medio Skim milk + agar, se incuba por 3 dias. Formacidn de halo transparente
Proteasas .
alrededor de la zona inoculada
Catalasa Se afladen 2 gotas de perdxido de hidrogeno a la colonia. Se evidencia aparicion de burbujas en los
primeros 20 segundos.
Motilidad Medio LB semisélido, se sembré por puncidn centrada con asa recta a una profundidadde 1.5 cm y

se incubo por 24 h a 37°C. formacién de turbidez.




Ensayo biologico

4 N\ [ )
Inoculacion Siembra en
de las L.
. suelo estéril
semillas
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Determinacion A
Analisis
de las L.
. estadistico
variables
g J L J

longitud de raiz
longitud del tallo
peso humedo total
peso humedo raiz
peso seco tallo
peso seco raiz

Prueba de comparacion
de medias con ANOVA vy
se determiné el mejor
tratamiento con la prueba
de TUKEY (p<0.05).




Resultados

P. extremaustralis B. subtilis Control

Determinacion cualitativa
de produccion de acido
indolacético

Determinacion cualitativa
de capacidad
solubilizadora de fosfatos




Determinacion cualitativa de
produccion de sideroforos

Determinacion cualitativa de
capacidad de fijar nitrégeno

Determinacion cualitativa de
produccion de proteasas
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o 7w s WA 0 g el

: l

~ ISR B T

T 1 s g e S

Produccion Produccion Solubilizacion  Fijacion de Produccion Produccion .
;i . . Motilidad
de AlA de siderdforos de fosfatos nitrogeno de proteasas de catalasa
F extremaustralis ++ + ++ ++ - +++ +++
B. subtilis - - +++ - +++ +++ +
F. aeruginosa
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PAC 1

+: Débil ++: Moderado +++: Fuerte -: Negativo



Peso en gramos (g)

Ensayo biologico

Peso humedo en plantulas de frijol

4,65 [CEEN 5,49

Peso hiumedo total Peso humedo raiz
variables

m P.extremaustralis
P.aeruginosa
W B.subtilis

H control

I
(Wis 0,97 | 0,97




Longitud (cm)
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Ensayo biologico

Longitud de las plantulas de frijol

E3
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L
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Longitud del Tallo Longitud de la raiz

variables

W P.extremaustralis
P.aeruginosa
® B.subtilis

H control




peso (g)

0,6

0,5

0,4

0,2

0,1

Analisis estadistico

Peso seco en plantulas de frijol

0,33 [ofEyAl 0,53 | 0,44 0,09 [N 0,13 | 0,12

Peso seco del tallo Peso seco de la raiz

variables

W P.extremaustralis
P.aeruginosa
m B.subtilis

H control




1.

Conclusiones

B. subtilis ATCC 6633 fue positivo para actividad solubilizadora de fosfatos, proteasas,
catalasa y motilidad. P. extremaustralis CMPUJ U515 fue positiva para todos los

factores asociados a promocion de crecimiento vegetal, excepto para proteasas.

La inoculacion de B. subtilis ATCC 6633 en plantulas de frijol fue similar al control, sin
embargo el tratamiento con este microorganismo generd aumento significativo
(p<0.05) en longitud de tallo y raiz. Con P. extremaustralis CMPUJ U515 se generd

aumento significativo del peso himedo y longitud de la raiz.



Conclusiones

Este es el primer estudio donde se evalua a B. subtilis ATCC 6633 en promocion
de crecimiento en frijol, y es la primera vez que se evalua a P. extremaustralis

CMPUJ U515 para promocion de crecimiento vegetal.

Estos resultados permiten entrever el potencial de B. subtilis y P.
extremaustralis para uso en procesos agricolas, por su efecto en el desarrollo
del frijol en el caso de B. subitilis, y capacidad de favorecer el progreso de raices

posiblemente a bajas temperaturas en P. extremaustralis.
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