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RESUMEN

Este proyecto tiene como objetivo evaluar el antagonismo entre distintas cepas de
rizobacterias aisladas de un suelo en proceso de restauracion ecoldgica en la localidad
de Usme autdctonas del Bosque Alto Andino. Se logré aislar 38 cepas de rizobacterias
PGPR por sus siglas en inglés (plant growth-promoting rhizobacteria). Para ello, se
aislaron las rizobacterias a partir de una muestra de suelo, por medio de cultivos
selectivos. Como criterios para la evaluacion de metabolitos, se empledé un modelo
descriptivo en donde se cuantificé la produccién de amonio y acido indol acético (AlA)

de las cepas aisladas.

Finalmente se realizé pruebas de antagonismo en los medios selectivos con las
condiciones de temperatura indicada para cada uno, usando controles positivos como
Pseudomonas aeruginosa y Azotobacter sp., verificando que la prueba fuera aceptada,
donde se midi6 el halo de inhibicidbn para determinar la competencia entre ellas. Se
realizd 27 enfrentamientos entre las cepas, donde 12 cepas no presentaron halo, 8
cepas presentaron un halo menor a 2 mm, y 7 cepas un halo mayor a 2 mm. Para la

evaluacion de viabilidad y pureza de las cepas se empleo caldo BHI y tincion de Gram.



Se escogieron cepas de rizobacterias con la mejor produccion de metabolitos tipo
amilasas, AlA, fijacion de amonio con y sin efecto antagénico entre ellas, haciéndolas
buenas candidatas para la elaboracién de un consorcio microbiano tipo poliinoculo para
poder emplearse en procesos de tipo restauracion ecologica, en donde habra
favorecimiento del crecimiento de especies nativas.
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INTRODUCCION

Las rizobacterias son un grupo de microorganismos pertenecientes a la rizosfera,
cumplen la funcién de promover el crecimiento de las plantas, principalmente de raices
y tallos, mientras incrementa su produccion de biomasa. Las rizobacterias han
demostrado ser capaces de mejorar las condiciones en la recuperacion de especies
forestales, como de incrementar el desarrollo de raices y captacion de nutrientes. El
crecimiento de las plantas esta dado por la produccion de fitohormonas, acido
giberélico, citoquininas y acido abscisico, ademas de la liberacién de fosfatos y la

captacion de nitrégeno’.

Actualmente, el Bosque Alto Andino en Usme ha sufrido diferentes disturbios en sus
suelos y vegetacion, lo que resulta una dificultad para el desarrollo de especies
nativas, lo cual afecta a su regeneracion y a los habitantes del sector que se benefician
de los servicios ambientales brindados por el bosque, por esta razon, las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal o rizobacterias pueden intervenir en este entorno
favoreciendo el establecimiento y crecimiento de las plantas, sin embargo, se deben
realizar diferentes estudios a estos microorganismos para conocer su potencial y las
interacciones entre ellas para el buen funcionamiento en el desarrollo de especies

vegetales.

Para emplear rizobacterias como PGPR no debe existir antagonismo entre ellas, para
gue cumplan con su funcion bioldgica. El antagonismo se caracteriza por inhibir el
crecimiento de otro microorganismo o incluso su muerte o por una relacion negativa
hacia la otra®, lo que no es adecuado en la interaccién entre las rizobacterias para la

produccion masiva de metabolitos favorables al crecimiento vegetal.

Este proyecto pretende el aislamiento, seleccion y caracterizacion de rizobacterias
mediante un modelo descriptivo en donde son extraidas del suelo de Usme

perteneciente al Bosque Alto Andino con el fin de realizar ensayos preliminares de un



in6culo microbiano por medio de pruebas de antagonismo y de produccion de
metabolitos determinando la capacidad que tienen las cepas como ayuda al

crecimiento vegetal.



1. ANTECEDENTES

Segun el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible®, la cuarta parte del territorio
de Colombia se encuentra deteriorado por la presion minera, demogréfica y de
especies invasoras que han transformado, degradado suelos y en general han
destruido los ecosistemas. Es por lo anterior que se propuso el Plan Nacional de
Restauracion Ecoldgica, Rehabilitacion y Recuperacion de Areas Degradadas (PNR), el
cual busca “orientar y promover procesos integrales de restauracion ecologica para
recuperar las condiciones de los ecosistemas como su estructura, su composicion o
sus funciones™. Dicha restauracion ecoldgica consiste en la reparacién de un
ecosistema, la cual debe procurar volver a las condiciones similares que se encontraba
antes de su conversion o antes de que ocurriese el disturbio con el objetivo de

conservar, reponer el recurso natural, y restituir sus servicios ecosistémicos®>

Ante la situacion planteada, la biotecnologia ambiental de la mano con la ingenieria y el
conocimiento cientifico, han propuesto la modificacion de materiales por mecanismo y
accion de agentes biologicos para generar multiples beneficios al entorno y a la
sociedad® Este este trabajo se realizé una blsqueda bibliogréfica extensa donde se
selecciond 30 articulos de investigacion pertenecientes a los Ultimos 15 afios para la
construccion de los antecedentes. Las bases de datos consultadas fueron: Science
Direct, Google Académico y Pubmed Central. Adicionalmente los criterios de busqueda
utilizados fueron: Caracterizacion de rizobacterias, Bacterias promotoras del

crecimiento vegetal y restauracion de suelos a partir de PGPR.

En el afio 2004 Garcia L. et al’ emplearon las rizobacterias para el crecimiento de
arboles como encina (Quercus ilex ssp. Ballota) y el pino (Pinus pinea), concluyendo
gue estos microorganismos interfieren con la rizésfera de la planta ayudando al
desarrollo de la especie vegetal. Ademas de ayudar a este desarrollo, aumenta las
posibilidades de que una especie en estado critico pueda volver a restablecerse en su

entorno nativo®



Las rizobacterias promotoras del crecimiento son capaces de producir una fitohormona
llamada &cido indol acético (AlA), la cual ha sido medida por técnicas tales como la
cromatografia liquida de alta eficacia, que experimentd Castillo G. et al® en el 2005, en
donde determinaron el “AlA presente en caldos de fermentacion obtenidos a partir de la
bacteria Rhyzobium sp”. El ensayo resulté ser bastante exacto y preciso, y a su vez
lineal y sensible en los intervalos de concentracion que se midieron, logrando
recuperaciones mayores al 70%, lo que permite que pueda combinarse con otros
principios activos de destino agricola. Ademas del AIA también se puede atribuir otras
caracteristicas favorables como la produccién de solubilizacion de fosforo vy

I*2 en el 2012 y Angulo

sideréforos'®™ Segun los autores Laslo E. et al*!, Dias k. et a
C.}, en el 2014, estas capacidades generan una mayor colonizacién de la rizésfera,

debido a su mayor adherencia y capacidad competitiva.

En el afio 2009, Costa C. et al'®, reportaron que las especies de B. megaterium, B.
pumillis y B. cereus fueron encontradas en la rizésfera del pasto braquiaria en donde
cumplian la funcibn de promotoras del crecimiento gracias a los metabolitos

producidos, tales como el &cido giberélico.

Sanchez D. et al**, determinaron que Pseudomonas tiene la capacidad de producir
indoles, sideréforos y solubiliza fésforo de fuentes muy poco solubles estimulando el
crecimiento de las plantas. Los metabolitos producidos no solo apoyan el crecimiento
vegetal sino al mejorar las condiciones del suelo a pesar de su estado deteriorado
como se reporta en el estudio de Sun H. et al*®> en 2014, donde evaluaron la capacidad
de las rizobacterias para mejorar la vegetacion de las dunas de la arena costera, area
afectada por la industrializacion, donde las rizobacterias en combinacion con resinas de

intercambio idnico ejercieron un efecto Gtil en el progreso ambiental.

Asi mismo, la deforestacion es una problematica ambiental que degrada el suelo

cambiando sus caracteristicas fisico quimicas siendo muy dificil que restablezca los

16
I

nutrientes y sus condiciones anteriores. Montiel R. et al™, evaluaron in6culos de

rizobacterias que aportaran las propiedades suficientes a las semillas del programa de



reforestacion para el desarrollo de las raices y la germinacion de las plantas
encontradas en “area natural Sierra de los Agustinos, Tarimoro, Guanajuato”. También
el crecimiento del hibrido de Eucalyptus nitens y Eucalyptus globulus en donde se
determind que el uso de las rizobacterias es una técnica biotecnoldgica efectiva para la

industria forestal*”

18 en este estudio se

Igualmente, las rizobacterias fueron estudiadas por Uniyal N. et a
evidenci6 la solubilizacion de fosfato como un factor para el crecimiento vegetal y la
mejoria de la rizosfera. Por otra parte, se han empleado bioinoculantes en donde han
tenido diversos efectos. “Mientras que en algunas ocasiones los bioinoculantes han

tenido un impacto significativo en el aumento de la produccion vegetal, en otras
»19

ocasiones su impacto ha sido mas bien discreto o nulo

Con relacién a la restauracion del bosque alto andino en Colombia Montenegro A. et
al®® elaboraron una investigacion, en la cual se establecié el arbol como organismo
central para la recuperacion del bosque por su accidbn amortiguadora a las condiciones
ambientales y sus aportes al crecimiento de microorganismos favorecedores al suelo
del area, dichos arboles son: T. grossa, W. tomentosa, W. balbisiana, G. punctatum y
P. pulchella, dando como conclusién que los factores como condiciones ambientales y
disturbios intervienen en cémo y de qué manera se debe hacer una restauracion
ambiental dependiendo del terreno a estudio y reparacion ecoldégica. Uno de los
inconvenientes en la restauraciéon del bosque es la degradacion del suelo por su
pérdida de nutrientes lo que impide el aumento de especies vegetales, igualmente la
‘compactacion, toxicidad, baja fertilidad y capacidad de retencion de agua; disminucion
y desaparicién de los organismos del suelo”® dificultan la rehabilitacién del mismo. Asi
pues, el descenso de microorganismos en el suelo perjudica los procesos vitales en
este como “fijacion de nitrégeno, descomposicidon de materia organica, ciclado de

»21

nutrientes y aireacién” que a su vez perjudica el bienestar de las plantas.

Los parametros que favorecen a las plantas que son sometidas a tratamientos con

rizobacterias son: el fortalecimiento de las raices, “area foliar, longitud de la raiz y peso



seco”??, ademas de tener un caracter antagénico contra los fitopatégenos #* 2. A pesar

del interés creciente en éstas PGPR, surge como obstaculo su posible alteracion por
las condiciones ambientales a las que se enfrenta y por ende la inhibicion de su accién.
Para ésto, autores como Rheka et al®® (2007), Yanhui He et al*® (2016) y De Gregorio

et al*’

(2017) han evaluado la posibilidad de inmovilizar estas PGPR para proteger a las
células bacterianas al contacto con su entorno, mantener sus propiedades benéficas y
permitir una mejor colonizacion de la raiz. Ellos han concluido que si bien se vio
incrementado el crecimiento de las plantas por las rizobacterias, con la encapsulacién

éste proceso es mas lento debido a su liberacion lenta y controlada.



2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Restauracién ecologica

En los ultimos afios, el deterioro de los ecosistemas se ha incrementado debido a la
mano del hombre para beneficio propio®, sin tener en cuenta las consecuencias. Los
dafios provocados han llevado a la degradacion y/o destruccién del medio ambiente??,
por tanto se necesita crear planes de contencion, y es asi como se establece el
concepto de la restauracion ecoldgica, el cual se atribuye a las técnicas requeridas
para restituir las funciones y los componentes del ecosistema, en base a estudios y
previo conocimiento de la zona a tratar con el objetivo de reestablecer el area a las
condiciones precedentes al disturbio 0 a una aproximacién. Al mismo tiempo se debe
tener una idea clara sobre el entorno real para crear proyectos con diversas

posibilidades y comprendiendo hacia dénde se dirige el trabajo?!2.

De acuerdo al plan nacional de restauracion, sus objetivos son: 1. restauracion
ecoldgica, indica que después de la evolucidn del area tratada debe ser autosostenible
asegurando las condiciones aptas para la supervivencia de las especies y de los
servicios que ofrece. 2. Rehabilitacién ecoldgica, el proceso para mejorar la zona de
disturbio debe ser autosostenible, conservar algunas especies y suministrar algunos
servicios ambientales, por dltimo 3. Recuperacion ecolégica, se basa en redimir
algunos servicios ecoldgicos, el area tratada no debe ser autosostenible ni parecerse a

la zona previa al disturbio®.

Para iniciar un proceso de restauracién se contemplan los factores sociales y naturales,
entorno a un plan, el cual sera diferente para cada caso dependiendo el disturbio
generador, ya sea por sector agropecuario en laderas y rios, dafio del suelo por
agricultura y/o pecuaria, deforestacion por sistemas ganaderos y agricolas, explotacion

de minerales, cultivos ilicitos , las infraestructuras vertimientos, incendios forestales



tormentas, sequias, erosion, huracanes, entre otros; cada uno tiene una estrategia

diferente para llevar a cabo®.

Al mismo tiempo, se debe establecer parametros especificos de estudio para
caracterizar la zona, entre ellos cual es la vegetacion que se desarrolla, su distribucion
geografica, su funcion; la disposicién de la poblacion, las comunidades incluyendo la
variedad de especies, interacciones con otras especies, dimension que ocupa, la
produccién primaria, el ecosistema y el paisaje en el que interviene la frecuencia e
intensidad de los disturbios, la tendencia, la oscilacion, Es importante tener las
competencias cientifico técnicas para abordar la problematica y dar la mejor respuesta

posible al problema planteado lograr los mejores resultados que se esperan®.

Ademas, es fundamental poner en practica las estrategias de restauracibn mas
frecuentes, viables y econdmicas entre ellas: la rescision de los disturbios, la seleccion
de especies, la produccién de micrositios y reparacion de suelo. En efecto, la sucesion
del restablecimiento del suelo inicia con la remocion de especies no nativas, la
incorporacion de fertilizantes para sustituir nutrientes faltantes, remover el suelo a sitios
no afectados por los disturbios aprovechando las semillas para la creacion de un

banco, (til, el uso de endomicorrizas para el abastecimiento de energia o carbono?.

Para entender el proceso de restauracion ecoldgica, es indispensable entender ciertos
conceptos que abarcan este tema, como habitat: sitio que cumple con las condiciones
necesarias para que un organismo pueda vivir; ecosistema natural: lugar que se
sustenta a si mismo sin intervenciones externas, a diferencia de un ecosistema cultural
donde el hombre participa; degradacion: cambios que disminuyen el bienestar
ecoldgico; dafio, transformacion notable en el ecosistema; transformacion, cambio del
ecosistema a otro; ecosistema de referencia, es un prototipo que se usa en un proyecto
de restauracion ecolodgica; biodiversidad: variedad de especies que habitan el mismo

lugar; antigénico, capacidad del ecosistema para renovarse™’.



SegUn Vargas?, para iniciar un proceso de restauracién ecoldgica se debe seguir trece
pasos descritos en la guia metodolégica para la restauracion del Bosque Alto Andino, el
primero es delimitar el ecosistema de referencia, completando la informacion acerca de
los sucesos ocurridos en aquel lugar, desde sus especies nativas hasta su
transformacion. Se continua con la valoracion de la zona, para la construccion de los
objetivos y la instauracion de las escalas, siguiendo este orden se debe clasificar el
evento entre las categorias de disturbios que existen como disturbios antropicos,
directos, indirectos, predecible o natural. Es importante la participacion de las
comunidades que residan a los alrededores del ecosistema para que aporten sus ideas
y Su conocimiento sobre las especies o la historia del lugar, asi se establece una mejor
proyeccién sobre la restauracién al mismo tiempo que se genera educacién ambiental,
con la informacién suministrada sobre las especies se puede evaluar la regeneracion
de estas dependiendo su ubicacién y la etapa en la que se encuentra. Con los datos

recolectados hasta ese punto se puede determinar los limitantes del proyecto?.

En la fase experimental, lo primero es seleccionar la especies con ayuda de la
informacion obtenida tanto de la comunidad como de expertos en el tema, con las
especies previamente seleccionadas se procede a la siembra de las semillas en el area
o en viveros dependiendo la disponibilidad de recursos del proyecto, a su vez se opta
por el sitio a restaurar segun el estado del suelo y su nivel de alteracién. Por otra parte
es importante ejecutar técnicas para rebasar los limitantes. Es fundamental hacer un
seguimiento del proceso para que especies exéticas no invadan el area de restauracion
de especies nativas evitando a toda costa su asentamiento. Por Gltimo, se consolida el
proceso, ratificando un cambio éptimo en el area trabajada donde se puede observar la

recuperacion de las especies y/o el establecimiento de los servicios ambientales®.

2.2 Disturbios en los ecosistemas: Bosque Alto Andino a nivel de dafios

ecologicos



Los ecosistemas son susceptibles a los disturbios, dependiendo la procedencia del
disturbio se puede clasificar en disturbio natural o antrépico. El disturbio natural ocurre
sin la intervencién de la mano del hombre, se da naturalmente como las inundaciones,
incendios forestales, huracanes, deslizamiento de tierra, entre otros; mientras que en
los disturbios antropicos el hombre es la causa, por ejemplo, la tala, extraccion de
materiales, uso agricola o pecuario, descarga de contaminantes y construcciones

urbanas?.

El Bosque Alto Andino ha sido afectado por disturbios antropicos por la utilizacion de
recursos naturales, los mas comunes son quemas, plantaciones de especies exoticas,
extraccion de especies forestales, pastoreo, agricultura, lo que genera en el suelo
pérdida de nutrientes, erosién y degradacién® En el 2007 Vargas® estudio los
alrededores del embalse de Chisaca que corresponde al Bosque Alto Andino,
predominado por “encenillos o Weinmannia tomentosa” y gran parte constituido por
pastizales y cultivos de papa, arveja y haba, solo el 10% se encuentra cubierto por
vegetacion diferente a pastizales, la mayor parte del 10% eran especies nativas.
También, se encuentran especies exoticas como “fragmentos de pino, ciprés, eucalipto
y retamo”. Se determiné que la zona estudiada habia sido sometida a explotacién
desde aproximadamente 150 afos, fue utilizado de acuerdo a las necesidades

econdmicas de la zona.

En las plantaciones de especies exoéticas se ha encontra “Pinus patula, Cupressus
lusitanica y Pinus radiata” con diferentes niveles de representatividad, alrededor de las
plantaciones también se encuentra especies nativas: “Miconia ligustrina, Miconia
elaeoides, Hesperomeles goudotiana y Myrcianthes leucoxyla, entre otros” y en baja
proporcion “Eucalyptus globulus y Acacia decurrens” las especies exoticas se han dado

por disturbios como el pastoreo, extraccion de madera y la caida de arboles®.

El banco de semillas germinables del embalse de Chisacd esta constituido en su
mayoria por especies herbaceas, no siendo aptas para la remocién de especies

exoticas ni para el pastizal, debido a que el ingreso de la semilla en el suelo se ve



dificultada por estas especies que impiden la germinaciéon de la semilla y el
establecimiento de especies arbodreas, lo que reduce el proceso de restauracion
ecoldgica. Sin embargo, cuando el banco de semillas estd compuesto por especies
pioneras, logra su objetivo de progresion de restauracion, sobre todo en areas que han

sufrido algin tipo de disturbio, como zonas perjudicadas por potreros>2.

2.3 PGPR y aplicaciones (cultivos agricolas, cultivos forestales, revegetalizacion
y restauracion de coberturas vegetales).

Para responder a ambientes con condiciones abiéticas extremas, las plantas y los
microorganismos han  co-evolucionado desarrollando interacciones planta-
microorganismo que suelen ocurrir principalmente en tres lugares de la planta: filosfera,
endosfera y rizésfera. La filosfera se relaciona con las partes aéreas (tallo, hojas y
flores o frutos) y la endosfera con el sistema de transporte®, la rizésfera se define
como la zona del suelo que rodea las raices de la planta, donde las caracteristicas

quimicas y biolégicas del suelo son influenciadas por las raices®.

En la rizosfera, las interacciones dadas entre planta y microorganismo pueden ser
beneficiosas, perjudiciales o neutras para las plantas, de acuerdo a las condiciones del
suelo®®. Aqui se hard énfasis en las interacciones benéficas, aquellas que son
consideradas simbidticas y se pueden categorizar en dos tipos: la primera es una
interaccidbn mutualista, que corresponde a interacciones intimas y en su mayoria
obligadas entre microorganismos y un rango restringido de plantas huéspedes
compatibles, la segunda es una cooperacion, también conocida como simbiosis
asociativa, y corresponde a una interaccion especifica y menos obligada la cual
involucra a aquellas bacterias capaces de colonizar la superficie del sistema de raices y

estimular el crecimiento y la salud de la planta®.

Es importante sefialar que para que exista esta simbiosis asociativa, las raices de las

plantas secretan compuestos quimicos que atraen a un vasto nimero de comunidades



microbianas activamente metabolicas y heterégenas, dichos compuestos se conocen
como exudados de raiz, y contienen un amplio espectro de compuestos quimicos que
modifican quimica y fisicamente las propiedades del suelo, regulando la estructura de
las comunidades microbianas. Adicionalmente, se les atribuye a dichos exudados ser
fuentes de varias moléculas de sefializacion ***’. Las PGPR son rizobacterias que
competiran por estos metabolitos y por el sitio que ocupan sobre la raiz de la planta,
siendo las uniones entre las células epidérmicas y el area donde emerge la raiz los

sitios mas poblados®.

Las rizobacterias que actian en esta simbiosis asociativa, o PGPR, han sido
estudiadas y aplicadas para fortalecer la productividad del suelo, ya que son la fuerza
dominante en el reciclaje de nutrientes y, consecuentemente, seran importantes en la
fertilidad del mismo. Pueden actuar en dos lugares, dentro de las plantas donde
intercambian metabolitos, a lo que se le conocera como PGPR intracelular (iPGPR) o

viviendo como rizobacterias libres, PGPR extracelular (ePGPR) 3%,

2.4 Rizobacterias fijadoras de nitrégeno (ciclo del nitrégeno, géneros, especies)

El nitr6geno, es un elemento limitado en la nutricion de las plantas en los ecosistemas
terrestres de nitrégeno usado por las plantas es el dinitrégeno atmosférico al ser
convertido en una forma biol6gicamente disponible, que utilizaran las plantas y daran
origen a amidas y aminas que constituyen la forma organica del nitrégeno en el suelo
principal, siendo los compuestos aromaticos nitrogenados una menor parte. El
nitrégeno en el suelo proviene principalmente de tres procesos: El primero es la fijacion
biologica del nitrogeno, aqui, las bacterias y archeas reducen el gas N, a NH3 utilizando
un complejo enzimatico llamado nitrogenasa, este complejo esta compuesto de
enzimas conservadas como la dinitrogenasa reductasa y una dinitrogenasa, esto se
puede llevar a cabo de forma independiente o mediante una relacion mutualista con
varias plantas leguminosas y no leguminosas. El segundo proceso es el de fijacion del

nitrégeno industrial se logra haciendo reaccionar el N, con H en presencia de Hierro a



alta presion y temperatura, se conoce también como el proceso Haber-Bosch, y puede
generar al final NHz, producto que puede ser usado directamente como fertilizante o en
la manufactura de otros productos fertilizantes. El ultimo proceso es la fijacion del
nitrégeno proveniente de la atmdsfera, que contiene pequefias cantidades de NHj3 y
gases de oOxidos de Nitrogeno que provienen de emisiones de suelos, océanos,
desperdicios y combustibles fosiles, y son capaces de entrar al suelo gracias a la lluvia,

nieve, polvo o por absorcién gaseosa 3°°.

Para las plantas, la forma en la que consiguen la mayor parte del nitrdgeno es a través
de la fijacion biologica, un 83% del nitrégeno fijado proviene de las asociaciones
simbidticas entre la planta y un microorganismo, estos ultimos pueden ser PGPR y se
conoce que los géneros que pueden hacer este tipo de asociaciones son: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Sinorhizobium, y Mesorhizobium. La otra fuente de nitrégeno fijado la
pueden producir microorganismos de vida libre, es decir, bacterias que no realizan
simbiosis y que también se catalogan como PGPR, los géneros mas conocidos son:
Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Diazotrophicus,

Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas y Cyanobacteria®.

2.5 Rizobacterias solubilizadoras de fosforo (ciclo del fésforo, géneros, especies)

El fosforo es un macronutriente necesario para el crecimiento de las plantas, la
disponibilidad que tienen las plantas para captarlo depende de la concentracién en
disolucion que posea el suelo, en suelos tropicales y subtropicales el fésforo es escaso,
por lo que es afiadido a través de fertilizantes, en estos casos las plantas incrementan
el desarrollo de las raices para la exploracién de una mayor superficie*’. Al mismo
tiempo, las plantas que tienen disponible el fosforo lo obtienen en forma H,PO,", si el
suelo esta en pH acido y HPO4* si est4 en pH alcalino. Al momento de la absorcién del
fosforo este cambia a complejos insolubles, dependiendo la acidez o alcalinidad del
suelo se convierte en fosfatos de Fe, Al o Mn o fosfatos de Ca o Mg, respectivamente®?.

El fosforo dispuesto en el suelo tiene tres formas: el organico, el inorganico en



disolucién y el inorganico relacionado con particulas minerales, de estos el fosfato

inorgénico en disolucién es el que puede utilizar la planta®.

En relacién con la disponibilidad de fésforo para las plantas, existen microorganismos
en el suelo con la capacidad de modificar el fosfato insoluble en formas aptas para las
plantas, se les denomina bacterias solubilizadoras de fésforo. Varios estudios han
descritos los siguientes géneros bacterianos: “Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter,
Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Pantoea y Erwinia” ***,
Estas bacterias tienen la capacidad de adaptarse y desarrollarse en el suelo,
ubicdndose en la rizosfera de la planta para promover su crecimiento (PGPR). Las
PGPRs son capaces de solubilizar el fosfato inorganico a partir de compuestos tales
como fosfato bicalcico, fosfato tricalcico y rocas fosféricas, el acido gluconico producido
por Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia y Burkholderia cepacia es considerado el
agente mas usual en la solubilizacion de fosfato; por medio de acidos orgénicos se
puede dar la solubilizacién de fosfato de dos formas diferentes, por intercambio de
acido y por la constitucion de complejos con iones de metales originario de la roca

fosforica®.

Por otro lado, el aislamiento de bacterias solubilizadoras de fésforo se han
documentado varios medios especiales como el Pikovskaya o medio Sperber que
contiene fosfato de calcio, util para la seleccion de bacterias del suelo, raices o en
general, la rizosfera*®. Otro medio es el medio NBRIP util para microorganismos que
solubilizan fésforo inorganico. Estos medios deben estar suplementados para mejorar
el aislamiento de las bacterias segun el origen de los microorganismos, si provienen de
suelos alcalinos es recomendable la adicibn de compuestos carbonatos de calcio,
incluido la roca fosforica, asi mismo, para suelos acidos se debe suplementar con

fosfatos de aluminio y de hierro*.

Las bacterias utilizan mecanismos directos e indirectos para la transformacion de

fosfato insoluble en soluble, por medio de la produccion de acidos organicos, la



guelacion de elementos que impiden la solubilizacién y la asimilacion directa del
fosfato. Aunque algunas bacterias también tienen la accién de solubilizar sin tener
acidos orgénicos, siendo el mecanismo de solubilizacién la produccion de protones en

la aceptacion de NH4+ o por su actividad respiratoria®.

El fésforo se encuentra en los depdsitos de fosfato natural sometido a procesos para
ser liberado como la erosion, la lixiviacion, la meteorizacion y en algunos casos en la
extraccion industrial Gtil como fertilizante, una vez el fosfato esta libre, las plantas lo
pueden acoger, integrandose con la materia organica del suelo y vuelve a
sedimentarse en minerales insolubles®®. Ademas, el fosforo inorganico se encuentra
ligado en forma de fosfatos a otros elementos por ejemplo, calcio, hierro, magnesio y
aluminio; la mayoria de este elemento esté localizado en el suelo del cual entre el 15%
y el 80% esta en su forma organica, encontrado en residuos de plantas, animales y
microorganismos que libran elementos como acidos nucleicos, fosfolipidos y ésteres,
el proceso de mineralizacion los restituye a fosfatos inorganicos, permitiendo que

regresen a la biota, donde son dtiles para los organismos heterétrofos y autotrofos*.

Ademas, el empleo del suelo y la alteracion de la vegetacion de pastizales a bosques
predominantes de coniferas intervienen en la disponibilidad del fésforo, no obstante
estos cambios se relacionan con la reduccion de la fertilidad en cuanto a la actividad
fosfatasa, biomasa y el aumento de la tasa metabdlica. Por otra parte, una de las
aportaciones que fortalece el ciclo del fésforo en el suelo, es el recambio en los
mecanismos de mineralizacion-inmovilizacion por parte de los microorganismos, en los
gue participa el tipo de suelo, especies vegetales y distintos factores ambientales; los
microorganismos pueden liberar acidos organicos aumentando la solubilizacion del
fésforo y enzimas de actividad fosfatasa que pueden hidrolizar mono, di y tri ésteres de
fosfato. Entre los microorganismos con capacidad de promover el crecimiento de
plantas haciendo que los fosfatos estén disponibles estdn las bacterias Bacillus,
Enterobacter ssp., hongos como Aspergillus, Emmericella, Penicilium y hongos

micorrizicos*.



2.6 Rizobacterias con actividad amilolitica

Las rizobacterias son conocidas por su capacidad de hidrolizar el almidén, que es una
molécula presente en plantas con mayor proporciébn de reserva, se compone de:
amilosa y amilopectina; la amilosa consta de una cadena helicoidal no ramificada de
unidades de D-glucosa, mientras la amilopectina es un polimero 1,4-a-D-glucosa.
Algunos microorganismos como Bacillus macerans realizan transglicosilacion a partir

del almidén, formando ciclodextrinas con unidades de glucosa®.

Por otra parte, la accion hidrolitica de las amilasas genera el ataque extracelular del
almidén, donde la a-amilasa ataca a 1,4-a-glicosidicos ocasiona la produccion de
glucosa, maltosa y oligdbmeros. Algunas bacterias como Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces producen amilasas, asi mismo se han reportado algunos hongos. Estos
microorganismos excretan enzimas para hidrolizar el almidén facilitando el ingreso a la

célula y que lo pueda utilizar como sustrato para el crecimiento vegetal®.

2.7 Metabolitos primarios y secundarios producidos por Rizobacterias

Las bacterias promotoras de crecimiento han demostrado la produccion de metabolitos,
entre los que se destaca las fitohormonas, la generacion de sider6foros y acido
salicilico®®; los sider6foros son moléculas producidas en condiciones de baja
concentracion de hierro que aumentan la entrada del elemento a los microorganismos,
son solubles a pH neutro, un ejemplo de los microorganismos que sintetizan estos
elementos son las bacterias. Algunos organismos producen péptidos no ribosomales
afines con el hierro, estos péptidos retienen el hierro que esta junto a otros metales,

reduciéndolo a su forma soluble y facil de captar por estos organismos“®.

Por otra lado, si el microorganismo esta localizado en un medio insuficiente de hierro, el
mecanismo empieza desde la captura del hierro del medio, a continuacién se forma el

complejo hierro-sideréforo reconocido por receptores en la membrana celular, una vez



ingresa al microorganismo participa en un proceso de intercambio de ligandos que

puede ser seguido por la reduccién del hierro o la hidrélisis del sideréforo®’.

El acido salicilico pertenece a los compuestos fendlicos, en las plantas participa en la
produccion de lignina, fitoalexina (compuesto ligado a la defensa), interviene en el
desarrollo de las plantas como en “la germinacién de semillas, crecimiento celular,
respiracion, cierre de estomas, expresibn de genes asociados a senescencia,
respuesta a estrés abidtico y de forma esencial en la termogénesis, asi como en la
resistencia a enfermedades™®. Ademas, puede interferir en la obtencién de otras

hormonas como el 4cido jasmonico, etileno y auxinas*.

Las fitohormonas ayudan al crecimiento vegetal directamente, entre estas se
encuentran, el acido indol acético perteneciente al grupo de las auxinas, el acido
giberélico, citoquininas y &cido abscisico. El acido indol acético en presencia de
triptéfano puede tener concentraciones de 80 hasta 100 ug/ml, por ejemplo en Rahnella
aquatilis, los efectos del AIA en las plantas pueden variar dependiendo de su

concentracion afectando la susceptibilidad de los tejidos de las plantas®.

2.8 Hormonas promotoras del crecimiento vegetal

La mayoria de las plantas estan propensas a distintos estreses abidticos en
condiciones de campo. En la agricultura moderna de igual manera existe esta
circunstancia, como niveles sub-Optimos de salinidad, sequia, enfriamiento y calor,
identificandose como una limitacion importante que afecta los rendimientos de los
cultivos. En el 2014, Fahad et al®® menciona que “el estrés salino y osmético reduce la
fotosintesis, la respiracion y la sintesis de proteinas, ademas de inhibir el crecimiento y
el desarrollo en especies sensibles”. En condiciones de frio induce en la planta
marchitamiento, necrosis, inhibicion del desarrollo productivo, estrés oxidativo, clorosis
y disminuciéon en la expansion de las hojas, y en aumento de la temperatura

atmosférica afecta el crecimiento y rendimiento metabdélico de la planta®. Aun asi las



plantas tienen una respuesta favorable ante dichas adversidades como cambios en los
patrones morfologicos y desarrollo, que van de la mano con ajustes de tipo metabdlicos
gue conducen a la acumulacion de diversos solutos organicos como polioles, prolinas,
betainas, azlcares, entre otros, que inducen a las fitohormonas, estos son compuestos
dados por rutas biosintéticas de las plantas que actian en el sitio de su biosintesis para
poder mediar respuestas de desarrollo y crecimiento de la misma. Se cree que las
fitohormonas son las sustancias enddgenas y criticas para modular las respuestas

directas fisioldgicas que conducen a la adaptacién a un entorno desfavorable *°>*.

Segln Fahad et al*®

, las fitohormonas son sintetizadas por PGPR, y son capaces de
estimular el crecimiento y la divisién celular ayudando a las plantas a ser tolerantes
contra el estrés ambiental. Dentro de estas fitohormonas se encuentra: el acido
abscisico (ABA), las giberelinas (GA), el etileno, la auxina (acido indol-3-acético (IAA) y

las citoquininas (CK), dentro de las mas importantes.

El &cido abscisico (ABA) es importante en la planta en situaciones de estrés y
adaptacion. ABA regula la expresion de los genes en condiciones de salinidad, ademas
de ser crucial en las etapas del ciclo de vida de la planta, como lo son el desarrollo y
latencia de sus semillas. Se conoce principalmente como hormona del estrés, ya que
genera sefales internas que le permiten a la planta sobrevivir a condiciones
ambientales adversas. ABA actia como un mensajero en condiciones enddgenas
regulando la capacidad hidrica de la planta a través de células guarda, encargadas de
la transpiracion de la planta, que inducen genes que codifican enzimas y proteinas que
estan relacionadas con la deshidratacién celular por medio de las raices de la planta, a
través de xilema regulando la apertura del estoma y posterior crecimiento de las hojas,

modificado por condiciones i6nicas y el pH del xilema®®>*.

Existe una hormona gaseosa como el etileno, que regula el desarrollo y crecimiento de
la planta, esta es producida a partir de la metionina a través de sadenosil-L-metionina y
un aminodcido ciclico no proteico. Esta hormona es importante en la regulaciéon del

crecimiento vegetal y diversas respuestas al estrés>*>*.



El acido indol-3-acético (AIA), perteneciente al grupo de las auxinas, fue la primera
fitohormona en identificarse, siendo esta la principal sefial que regula la diferenciacion
vascular de las plantas, controlando asi la elongacién celular, la dominancia apical, el
desarrollo del tejido vascular, fototropismo, gravitropismo, respuestas defensivas e
importante desempefio en la formacién del xilema vy la raiz>>*2. La biosintesis de esta
hormona vegetal no es solo exclusiva de plantas, sino también de bacterias, algas y
hongos. En las bacterias, los componentes del exudado de las plantas como el
triptéfano son el principal precursor de para realizar la biosintesis del AIA microbiano
relevante en bacterias PGPR y en bacterias fitopatdgenas. Para la planta, la cantidad
de AIA da como consecuencia la sensibilidad de su tejido, asociado con vias
biosintéticas que usen las bacterias, en donde se han identificado 5 de estas rutas
anabdlicas dependientes del triptéfano por el cual la via indol-3--piruvato (IPA) y indol-
3-acetamida (IAM), son las importantes, ya que la via IAM se ha descrito en bacterias
fitopatégenas e IPA en PGPR. El efecto de las bacterias fitopatdgenas como por
ejemplo”: Agrobacterium spp. y Pseudomonas savastanoi son “causantes de tumores
en el tejido vegetal y corona de agallas, respectivamente, que en plantas jovenes
significan retrasos en el crecimiento, el desarrollo anormal, la susceptibilidad a otras
enfermedades o la muerte de la planta”?. Por el contrario el efecto de las bacterias

PGPR, como por ejemplo Azospirillum favorecen el desarrollo de la raiz>.

Las citoquininas o citocininas (CK), son relevantes en procesos importantes en la
planta como lo es el crecimiento y desarrollo, divisibn celular, dominancia apical,
biogénesis del cloroplasto, senescencia de hojas, movilizacién de nutrientes, etc. En
condiciones de alta salinidad y temperatura hay una ayuda exdgena y enddgena

importante promocionando absorcién y biosintesis *°>*.

2.9 Técnicas cualitativas y cuantitativas para la determinacion de AIA y Amonio



2.9.1 Determinacion de AIA

Para la determinacion de AIA existen técnicas de separacion y cuantificacion de esta
auxina. Una de ellas es por medio de caldos de fermentacion, para ello de usa la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion 6 High Performance Liquid Chromatography,
se ha implementado como uno de los métodos mas empleados, utilizando gradientes y
concentraciones de metanol, agua y acido acético como fases moviles, ademas de su
determinacién por fluorescencia haciendo a HPLC bastante lineal, sensible, preciso y

exacto™.

También se han utilizado otros métodos cromatograficos como la Cromatografia en
Placa Fina, sistemas cromatograficos acoplados a Espectrometria de Masas,
cromatografia de gases, método de salkowski que se caracteriza por ser una técnica
rapida, facil y sensible en el cual las cepas son incubadas con triptéfano, precursor de
AlA, esta se ve evidenciada colorimétricamente en tonos fucsias a rosados por medio

de lecturas en espectrofotémetro®°.

La reaccidon observada por la adicién del reactivo de Salkowski al sobrenadante de un
cultivo de células libres origina un cambio en la coloracién al medio a un color rojo,
rosado o purpura pélido en presencia de AlA, dependiendo de su concentracién (Figura
N° 1). Esto se da por la formacién de un complejo entre el compuesto férrico y el indol
encontrado en la muestra, en presencia del acido sulfarico o perclorico del reactivo. La
solucion con acido perclérico (formulacién clasica) es la mezcla méas utilizada y la
solucion con acido sulfurico (formulacion modificada) ha sido implementada con el fin
de acoplar los procesos de determinacién de AIA. Ambas formulaciones del reactivo de
Salkowski tienen un comportamiento aceptable, aunque se ha probado que el reactivo
con acido perclorico tiene mayor sensibilidad dado que tiene mayor potencial

oxidativo.>®



H-C—=COOH Reaccién positiva -~ Rosado
~ > ;

\\\:;.\./- . T

+ FeCh

HCIO«

H

i {
Acido indolacético ;

Figura N° 1. Reaccion colorimétrica de Salkowski. GOMEZ AVENDANO G,
GONZALEZ PEREZ D, HERNANDEZ VEGA J. EVALUACION DE LA CAPACIDAD FIJADORA DE
NITROGENO DE RIZOBACTERIAS NATIVAS DE BOSQUE ALTOANDINO DE USME PARA USO EN
RESTAURACION ECOLOGICA. 2017. Trabajo de grado para optar al titulo de Bacteriologia

Laboratorio Clinico. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

La aparicion de color se da después de 30 minutos de incubacion en condiciones de
oscuridad, debido a que el AlA puede degradarse en presencia de la luz. La reaccion

colorimétrica se lee por espectrofotometria a una longitud de 530 nm®°.

2.9.2 Determinacion de amonio

Uno de los métodos méas conocidos es el de Berthelot (fenol-hipoclorito), el cual se
fundamenta en la formacion de indolfenol de color azul fuerte, resultante de la reaccion
de i6n amonio (NH4 +) con compuestos fendlicos en presencia de un agente oxidante

el cual puede ser hipoclorito de sodio o catalizadores como el nitroprusiato de sodio®*.
2.9.2.1 Cuantificacion de nitrégeno fijado in vitro
El nitrogeno disponible en la atmdsfera no puede ser tomado directamente por las

plantas, debido a que estas carecen de las enzimas necesarias para romper el triple

enlace de esta molécula. Por esto es necesario el proceso de fijacion del nitrogeno,



llevado a cabo por algunas bacterias, para que las plantas puedan captar y aprovechar
el nitrégeno como nutriente en forma de amonio o nitritos. La cantidad de nitrogeno
fijado in vitro por parte de un cultivo bacteriano se puede determinar mediante la
cuantificacion del ion amonio producido, debido a que la presencia de este ion indica
gue hubo un proceso de reduccion del nitrdgeno gaseoso a amonio. Se basa en la
formacion de un color azul intenso de indofenol (Figura N° 2), que resulta de la reaccion
del ibn amonio (NH 4 +) con los compuestos fendlicos en presencia de un agente
oxidante el cual puede ser hipoclorito de sodio u o-fenol; y la presencia de un
catalizador, principalmente nitroprusiato de sodio o de potasio. El mecanismo de la
reaccion depende de la luz presente, la temperatura ambiente, catalizadores y pH

alcalino®.

Fenol o
N2 R NHe + NaCIO + 9ervados ____ Naa[Fe(CN)sNO] — e s
Nitroprusiato Reaccion positiva = Azul

Complejo

s OO

nitrogenasa

Figura N° 2 Método colorimétrico fenol-hipoclorito. GOMEZ AVENDARNO G,
GONZALEZ PEREZ D, HERNANDEZ VEGA J. EVALUACION DE LA CAPACIDAD FIJADORA DE
NITROGENO DE RIZOBACTERIAS NATIVAS DE BOSQUE ALTOANDINO DE USME PARA USO EN
RESTAURACION ECOLOGICA. 2017. Trabajo de grado para optar al titulo de Bacteriologia
Laboratorio Clinico. Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

2.10 Efectos antagénicos en bacterias simbidticas y no simbiéticas

La habilidad de las rizobacterias para producir metabolitos que contribuyen a su
antibiosis ha sido estudiada en la investigacion de las PGPR. Estas bacterias producen

compuestos con actividad antimicrobiana, usados por la planta como sistema de



defensa. Estos compuestos incluyen; antibidticos, acido lactico, agentes liticos,

numerosos tipos de exotoxinas y bacteriocinas®.

Uno de los mecanismos méas conocidos es la produccion de sideréforos, los cuales le
confieren ventajas a las PGPR que colonizan las raices sobre otros microorganismos
de su nicho. Bajo altas condiciones competitivas, la habilidad para adquirir hierro por
medio de sideroforos podria determinar el resultado de la competencia por diferentes
fuentes de carbono que estan disponibles o que provienen de la exudacion de la raiz o

la rizodeposicion®>.

Otro compuesto ampliamente estudiado son las bacteriocinas. Comunmente, poseen
un espectro de destruccion relativamente estrecho y solo son toxicas para las bacterias
estrechamente relacionadas con la cepa productora. Casi todas las bacterias pueden
producir al menos una bacteriocina, y muchas bacteriocinas aisladas de bacterias
gramnegativas parecen haber sido creadas por recombinacion entre las bacteriocinas

existentes™.

2.11 Tipos de fermentacion liquida para la produccion de biomasa microbiana

La fermentacion liquida requiere de dos factores principalmente , la aireacion y la
agitacion; la aireacion genera el aumento en las concentraciones de las células y
dispone la oxigenacion al cultivo , mientras que la agitacion posibilita la transferencia
de nutrientes asi como la reparticion de oxigeno, no obstante la aireacién produce un
incremento en los costos por la energia que se requiere y por el mantenimiento de las
condiciones del equipo, pero esta debe estudiarse porque no siempre un aumento en la
concentracion celular es por un aumento en la aireacién, teniendo en cuenta que

favorece el crecimiento de especies aerébicas ***°’.

Uno de los tipos de fermentaciones liquidas es la de tipo sumergida, la cual se basa en

el sumergimiento del microorganismo en una solucion que posea los nutrientes



necesarios para su desarrollo. Se ejecuta en fermentadores que pueden llegar hasta
1000 metros cubicos, es comun los procesos de fermentacion por lote o fermentacion
continua donde los nutrientes se adicionan a la misma velocidad de flujo que la del
caldo que sale del flujo, a diferencia de la fermentacion discontinua donde los
nutrientes se agregan durante el desarrollo de la biomasa. Es indispensable revisar los
pardmetros de temperatura, pH, oxigeno y dioxido de carbono en el proceso de

fermentacion °’.

Esta técnica de fermentacion emplea sustratos en forma liquida como los caldos de
melaza, estos sustratos se gastan rapidamente, entonces se deben reemplazar o
suplementar con los nutrientes necesarios, este tipo de fermentaciéon es adecuada para
microorganismos como las bacterias, las cuales necesitan niveles altos de humedad.
Ademas, esta técnica facilita la recoleccion de los productos al final del proceso, siendo
atil en la obtencion de metabolitos secundarios que se utilizan de forma liquida. Es
importante la seleccién de los sustratos debido a que interfieren en los resultados por la
accion que ejerce cada microorganismo en estos, varios de los sustratos mas comunes
en fermentacién liquida son melaza, azucares solubles, medios liquidos, jugos de fruta

o vegetales &,

Asi mismo, en la fermentacion discontinua se inocula al inicio los nutrientes y la
bacteria, en el proceso no se adiciona otra sustancia, excepto oxigeno, agentes
antiespumantes y acidos o bases que modifican el pH. Los componentes del medio, la
concentracion de biomasa y/o metabolitos cambio de acuerdo al metabolismo del
microorganismo donde se evidencia las cuatro fases: latencia, logaritmica, estacionaria

y de muerte >°.

2.12 Técnicas de conservacién de microorganismos

A través del tiempo se ha evidenciado la importancia de preservar microorganismos

para fines de progreso y desarrollo cientifico, por consiguiente ha surgido la necesidad



de mantener y disponer de cultivos microbianos de calidad para poder hacer uso de

ellos en cualquier circunstancia .

En los métodos de conservacion existen diferentes aspectos fundamentales para
garantizar la pureza del microorganismo, como los costos del procedimiento,
materiales, estabilidad genética al final de la conservacion de los aislamientos, pureza y
mantenimiento de mas del 70% de las células viables.” Para ello se necesita elegir el
método mas apropiado para preservar caracteristicas de interés del microorganismo a
aislar. Dentro de los métodos de conservacion existen principalmente la congelacion y
liofilizacién; silica gel, arcilla y arena; y transferencia periddica, haciéndolos

dependientes del tiempo en el que se desea preservarlos .

Para los métodos de largo plazo se usan las metodologias de liofilizacion y
congelacion. En estos métodos se utilizan temperaturas bajas, sin embargo, difieren
que la liofilizacion emplea un liofilizador comercial y un crioconservante en indculos
preparados en solucion salina conservado a 4°C; mientras que, en la congelacion se
emplea como preservante el glicerol en diferentes concentraciones dependiendo de la
técnica que se quiera emplear junto con el in6culo preparado en solucion salina en -
80°C. Ortiz T. et al®*, concluye que ambos métodos son eficaces, en cuanto a viabilidad
de células y pureza, sin embargo se sugiere no aplicar esta metodologia en

preservaciones mayores al afio’ °>%*,

En cuanto a los métodos de mediano plazo las metodologias mas conocidas son arena
estéril, silica gel y arcilla. La arena se usa especialmente para la preservacion de
hongos, en donde se esteriliza la arena previamente en viales, se introduce el in6culo y
se ajusta en camara. Con la silica gel, se usa también viales estériles, en donde se
ajusta el inéculo en cdmara de Neubauer en silica. Con la arcilla se ajusta el inéculo en
camara de Neubauer con silica y se agrega por encima algodon, y posteriormente
perlas de arcilla inoculadas previamente. Todas las técnicas almacenadas a 4 ° C y no

por un tiempo mayor a 6 meses®”.



Para preservar a corto plazo se usa la técnica de transferencia periddica que consiste
en la transferencia periodica del cultivo en un medio liquido o sélido y su incubacion a
temperatura adecuada hasta la obtencién del crecimiento. Esta técnica no es
recomendada para conservacion de microorganismos debido a que algunos de estos
pierden propiedades especificas de algunos microorganismos®*.



3. DISENO METODOLOGICO

Nuestro tipo de disefio metodolégico se basé en el modelo descriptivo. En donde se
evalud las caracteristicas de las rizobacterias aisladas del suelo de Usme para poder
observar su efecto promotor de crecimiento vegetal mediante la evaluacién de su

fijacion de nitrégeno y produccion de AlA.

3.1 Universo, poblaciéon, muestra

-Universo: en este trabajo de investigacion el universo comprendido son las bacterias

presentes en el suelo del Bosque Alto Andino de Colombia.

-Poblacidon: Bacterias presentes en suelo tomado de la zona de restauracion del
corredor Chingaza — Sumapaz , que hace parte del bosque Altoandino ubicado en el
parque eco tecnoldgico de la Universidad Antonio Narifio Sede Usme coordenadas
4°28'58.5"N 74°07'15.5"W.

-Muestra: Bacterias fijadoras de nitrogeno, bacterias amiloliticas, solubilizadoras de

fésforo y con caracteristicas acido lacticas, por otra parte hongos levaduriformes

presentes en muestras de suelo rizosférico de la zona de restauracion.

3.2 Hipétesis, variables, indicadores

3.2.1 Hipotesis

Existen Rizobacterias no antagénicas en el suelo del Bosque alto andino productoras
de metabolitos que promueven el crecimiento de plantas nativas para ser usadas en

restauracion de suelos



3.2.2 Tabla de Variables e indicadores

Variable Tipo de Indicador
variable
Suelo del Bosque Independiente | Sitio toma de muestra
Altoandino
Medios de cultivo Independiente | Formulaciones de medios de cultivo
selectivos

Produccion de Acido Indol Acético
Cantidad de metabolitos | Dependiente

PGPR Produccién de amilasas

Producciéon de amonio

Dependiente
Antagonismo entre Inhibicidn del crecimiento entre cepas

cepas seleccionadas seleccionadas

Tabla N°1. Variables e indicadores del proyecto.

3.3 Técnicas y procedimientos

3.3.1 Aislamiento de las rizobacterias

La recoleccion de la muestra de suelo se hizo en el Bosque Alto Andino en la localidad
de Usme. Estas se inocularon en caldo tripticasa soya como medio de enriquecimiento
a 30°C en agitacion a 50 rpm y se incubaron por un tiempo de 48 a 72 horas. A estos

caldos se les realiz6 diluciones seriadas para después sembrar en medios selectivos



como SMRS-1 para solubilizadores de fosfato, Cetrimide y King B para el aislamiento
de Pseudomonas, Almidon para observar produccion de amilasas, MRS para bacterias
acido lacticas y NFB para evaluar la actividad reductora de acetileno, como indicativo
de la fijacion de nitrégeno (Anexo N°1).

3.3.2 Seleccion de cepas

De cada cultivo selectivo se tomaron diferentes colonias de acuerdo a sus
caracteristicas macroscopicas y la actividad que ejerci6 en el medio donde fue
sembrado, como el cambio de color por la produccién de un metabolito y un repique de

cada una de ellas asignandoles un cédigo de acuerdo a su dilucién y medio de cultivo.

3.3.3 Cuantificacién de acido indol acético

En la determinacion de Acido Indol Acético (AIA), se realiz6 la curva de calibracion
(Figura N° 3) en donde se us6 una solucién AIA de 20 ml a 100 pg/ml como solucion
madre, para preparar soluciones de concentraciones 40, 30, 20, 15, 10, 8,6 4, 2y
0 ug/ml. Posteriormente se adiciond6 2 ml del reactivo de Salkowsky que contiene
FeCl, y acido sulfarico 7.9 M, para dejarlo reaccionar por 30 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Se realiza las lecturas en el espectrofotometro a 540nm por

triplicado. Estas se ven evidenciadas colorimétricamente en tonos fucsias a rosados.

Para la evaluacion de las cepas se elabor6 un in6culo con una colonia obtenida de los
medios selectivos empleados ajustado a una densidad Optica de 0.20 absorbancias a
600nm en solucion salina al 0.85%, se tomd 100ul del in6culo y se adicionaron en 10
ml de caldo LB suplementado con triptéfano, se incuba a 30°C, 150 rpm durante 72
horas en ausencia de luz. Transcurrido ese tiempo se toma 1 ml del sobrenadante y se
mezcla con 2 mldel reactivo de Salkowsky, se deja 30 minutos para efectuar la
reaccion y se realiza las lecturas a una absorbancia de 540 nm con un blanco de

reactivo de Salkowsky y caldo LB, las lecturas se realizan por triplicado® (Anexo N°2).



Figura N° 3. Curva de calibracién de acido indol acético. Calderon S, Lépez V , Pefia Y , 2019

3.3.4 Cuantificacién de amonio

La cuantificacion de amonio se basa en la técnica colorimétrica fenol-hipoclorito de
Berthelot>®. Antes de la prueba, se realiz la curva de calibracién que consiste en la
elaboracién de un patron de cloruro de amonio de 100 ug/ml, seguido de diluciones con
concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/ml. A cada concentracion se le adiciona 0.4ml
de solucién alcoholica de fenol al 10%, 0.4ml de nitroprusiato de sodio al 0.5% y 1.0 ml
de solucion oxidante. Se dej6 en reposo durante una hora, el cambio en las
concentraciones se evidencio por una coloracién azul (figura N°4). Luego, se realizé las
lectura de la absorbancia a 632 nm en el espectrofotémetro Jenway 6320D*. La curva

se obtiene en el programa Excel 2016.

Para la evaluacién de las cepas, se elabor6 caldo extracto de suelo al 10% de la
siguiente forma: primero, se depositd la muestra de suelo de Usme en un beaker de
250ml con agua destilada, aparte se prepard solucién salina al 0.85%. El erlenmeyer
con desprendimiento lateral 500 ml se uni6é a la bomba de vacio, en la base de este se
coloc6 el embudo buchner con papel filtro, a continuacién se colocé la muestra de



suelo para ser filtrada en el erlenmeyer con la solucion salina. Al finalizar la filtracion se
agrego 0.5g/L de extracto de levadura y 1.0g/L de sacarosa. Se agrego 0.5ml de caldo

y 4.5ml de agua destilada en cada tubo. Se esterilizé a 120°C.

Después, se inoculé cada cepa en su tubo respectivo para posteriormente incubar a
30°C por 72 horas a 150 rpm. A continuacion, se agrego 15 ml KCL 2M en cabina de
flujo laminar, se dej6é por 1 hora en agitacion seguido de 1 hora en reposo. Luego, se
tomaron 10 ml del sobrenadante y se centrifugaron 20 minutos a 2000 rpm, el
sobrenadante se coloco en otros tubos para adicionar los reactivos usados en la curva
de calibracién y generar la misma reaccién colorimétrica >*. Las lecturas se realizaron

por triplicado por el método de espectrofotometria (Anexo N°3).

Figura N° 4. Curva de calibraciéon de amonio. Calderon S, Lopez V, PefiaY , 2019

3.3.4 Oxidasa y catalasa

Se seleccionaron 38 cepas con las condiciones de mayor concentracion de acido indol
acético, de amonio, crecimiento en los medios de cultivo y seleccion por morfologia
macroscopica y microscopica, pruebas de oxidasa y catalasa, para conservar en
glicerol 50% en tubos eppendorf, este procedimiento bajo cabina de flujo laminar®?.



3.3.5 Conservacién de cepas

Se seleccionaron las cepas con las condiciones de mayor concentracion de acido indol
aceético, de amonio, crecimiento en los medios de cultivo y seleccion por morfologia
macroscopica y microscopica, pruebas de oxidasa y catalasa, para conservar en

glicerol 50% en tubos eppendorf, este procedimiento bajo cabina de flujo laminar .

3.3.6 Viabilidad y pureza

Para verificar que las cepas no se encuentren contaminadas y contindan con sus
caracteristicas originales, a partir de los tubos de caldo tripticasa soya, en donde se
sembrd 100ul en los medios selectivos, con la temperatura y el tiempo determinado y

ajustado para cada cepa. Se evalué la pureza mediante tincién de Gram °.

3.3.7 Antagonismo

Las pruebas de antagonismo se basaron en la técnica de difusién en agar modificada
por el método de Kirby Bauer ®°, a partir de un tubo con caldo BHI con la cepa, con un
hisopo estéril se hizo una siembra masiva en agar selectivo para cada bacteria,
utilizando discos de papel estériles, los cuales se impregnaron con la cepa a enfrentar y
se colocaron en los medios selectivos de a cuatro por medio, incubando de acuerdo a
sus condiciones especificas para posteriormente leer los halos de inhibicion (Anexo
N°4 ).



4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de rizobacterias

A partir de las diluciones seriadas realizadas con la muestra de suelo, se hizo una
siembra masiva en diferentes medios de cultivo selectivos (Figura N°5). Para el
aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfato se utilizaron los medios SMRS, para
aislar lactobacilos se us6 el medio MRS,para levaduras se us6 el medio Rosa de
Bengala, para detectar bacterias amiloliticas se usé Agar Almidon y para bacterias

Fijadoras de Nitroégeno, se usaron los agares MPSS, King B, cetrimide y NFB.

Se purificaron de la muestra de suelo un total de 38 cepas. A cada cepa se le asigné un
codigo de acuerdo a la sigla del medio de cultivo del que fue aislado junto con un
numero, antecedido por las siglas RB, de rizobacterias (Tabla N° 2). De estas, 8 (21%)
fueron aisladas del medio de cultivo Rosa de Bengala (RB), 3 (7%) del medio Cetrimide
(C), 5 (13%) del medio SMRS (SM), 6 (16%) de almidon (AL), 6 (16%) de King B (KB),
4 (11%) de MRS, 4 (11%) de MPSS (MP) y 2 (5%) de NFB (Grafica N°1).

Rizobacterias aisladas del Parque Eco Tecnoldgico UAN
) Medio de Codigo de la ) Medio de Codigo de
Numero ) Numero ]
Cultivo cepa Cultivo la cepa
1 RB-RB5 20 RB-AL23
2 RB-RB15 21 RB-ALX
3 RB-RB24,2 22 RB-AL25
Rosa de
4 RB-RB304 23 RB-KB23
Bengala
5 RB-RB24 24 RB-KB103
king B
6 RB-RB32 25 RB-KB33
7 RB-RB103 26 RB-KB25




8 RB-RB43

9 RB-C23
10 Cetrimide RB-C35
11 RB-C25
12 RB-SM13
13 RB-SM34
14 SMRS RB-SM23
15 RB-SM1

16 RB-SM01
17 RB-AL24
18 Almidon RB-AL33
19 RB-AL13

Porcentaje de cepas aisladas en cada medio de

BiMRT EEINGE

27 RB-KB13

28 RB-KB304

29 RB-MRS14

30 RB-MRS13
MRS

31 RB-MRS2

32 RB-MRS24

33 RB-MP14

34 RB-MP15
MPSS

35 RB-MP34

36 RB-MP24

37 RB-NFB102

NFB
38 RB-NFB103

cultivo

T

13%

EMRS MFSS W NFB

5%

11%

EmALMIDON  mROSA DE BEMGALSL W CETRIMIDE

Tabla N°2. Rizobacterias aisladas del Parque Eco Techolégico UAN con sus respectivos codigos.

Gréfica N°1. Porcentaje de cepas por medio de cultivo Calderén S, Lépez V, Pefia Y, 2019




El mayor porcentaje de cepas aisladas fueron las bacterias solubilizadoras de fosfato,
con una frecuencia del 32%, seguidas por las cepas tipo Hongo con un 21%. Aquellas

cepas cuyo aislamiento fue menor, fueron las Solubilizadoras de Fosfato con un 11%

(Grafica N°2).

Grupos de microorganismos aislados en suelo

13 %

32 % .

1o %
11 %\ 21%
m Bacterias solubilizadoras defosfao Bacterias con actividad enzimatica amilolitica
Hongos levaduriformes o filamentosos » Bacterias acidolacticas

m Bacterias Fiiadoras de Mitrdgeno

Grafica N° 2.Tipo de cepa aislada segun sus caracteristicas Calder6n S, Lépez V, Pefia Y, 2019
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Figura N° 5. Aislamientos de Rizobacterias en medios selectivos. (A) Diferentes morfotipos de la
siembra de rizobacterias en dilucién 10* en agar Cetrimide. (A1) Aislamiento de diferentes morfotipos en
agar Cetrimide cara reversa. (A2) Aislamiento de diferentes morfotipos en agar Cetrimide cara anversa.
(B) Aislamiento de diferentes morfotipos en agar King B cara reversa. (C) Aislamiento de diferentes
morfotipos en agar Almidon cara reversa. (D) Aislamiento de diferentes morfotipos en agar SMRS-1 cara
reversa. Calderén S, Lopez V, Pefia Y, 2019.



4.2 Cuantificacion de AIA y Amonio

La obtencion de la concentracién del &cido indol acético y amonio, se realizé a través
de una curva de calibracion, la curva de calibracion para AIA se determind con un
coeficiente de correlacion (R2)= 0.9149, siendo los resultados confiables para el
desarrollo de las concentraciones de las cepas de rizobacterias aisladas en el suelo de

Usme.

Los valores de la produccion de AlA por parte de las rizobacterias fueron calculados a
partir de la curva patron (Grafica N°3), obtenida mediante regresion lineal cuya
ecuacion equivale a y=0.0339x + 0.0825, con un valor de R2 = 0.9149 que indica que la

ecuacion puede ser usada para determinar las concentraciones (Anexo N°5).

Curva de calibracion de Acido Indol Acético
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Gréfica N°3. Curva de calibracion de Acido Indol Acético. Calderon S, Lépez V , Pefia Y , 2019

La curva de calibracion de amonio representada en la grafica namero 5, obtenida

mediante regresion lineal cuya ecuacion equivale a y= 0.0643x - 0.0081, , con un valor



de R2 = 0.9711 siendo 6ptima para leer las concentraciones de amonio de las cepas de

rizobacterias. (ver anexo N°6 )
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Gréfica N°5. Curva de calibracion de amonio.Calderén S, Lépez V, Pefia Y, 2019

4.2.1 Concentracion de acido indol acético

El acido indol acético conocido por ser una auxina que promueve el crecimiento de
raices, ramas Yy frutos en las plantas, fue medido por la técnica de Salkowsky en todas
las cepas aisladas del suelo de Usme (Anexo N° 7) donde cada cepa esta con su
respectiva concentracion, como control positivo las cepas utilizadas fueron Bacillus

subtilis y Pseudomonas putida.

Se hizo un analisis de las concentraciones de AIA en las categorias de cepas
planteadas anteriormente, de aqui se seleccionaron aquellas que produjeron una
concentracion de analito superior a la detectada en los controles positivos (Grafica
N°6). En las Amiloliticas (Grafica N°6A), se destaca la cepa RB-AL33, la cual mostrd
una concentracion de AlA de 9,57 ug/ml, para el caso de las cepas que crecieron en
agar sabouraud para hongos filamentosos y levaduriformes (Grafica N°6C) y en la



categoria de fijadores de nitrégeno, cuatro cepas mostraron una concentracion de AlA

mayor a 1,3ug/ml, siendo la RB-MP34 la mayor productora con 1,8ug/ml.
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Grafica N°6. Produccion Acido Indol Acético (AIA) en las rizobacterias aisladas.Calderon S, Lopez

V, PefiaY, 2019



Las cepas que no presentaron concentracion de AIA (Grafica N°7) son: RB-RB5, RB-
RB15, RB-RB304, RB-RB103, RB-MP15, RB-NFB102, RB-MRS14, RB-MRS2, RB-
MRS24, RB-KB13, RB-KB304, RB-C23, RB-C35, RB-C25, RB-AL24, RB-AL13, RB-
AL23, RB-ALX, RB-SM13, RB-SM34, RB-SM23 y RB-SMOL1.

Cepas con mayor produccion de AlA
35

2045

a0
=
E
= 23 2249
=
- 20
i
=l
5 15
i
= o5q
10 :
=
= 435 4,58 5,32 5,35

5 l

0 . .

Eageilus  Prendormonas kEB103 RE3z AlLss kB33 KEZE
subtils ATCC putida
Ge33

CODIG0 DE CEPA,

Gréfica N°7. Cepas con mayor produccion de Acido Indol Acético (AIA). Cepas con mayor
produccion de Acido Indol Acético. Controles positivos: Bacillus subtilis y Pseudomonas putida. Control
negativo: solucién alcohdélica de fenol al 10%, nitroprusiato de sodio al 0.5% y solucion oxidante.
Calderén S, Lopez V, Pefia Y, 2019

4.2.2 Concentracion de amonio

A todas las cepas se les realizé la concentracién de amonio. En donde solo 4 cepas no

mostraron producciéon (Gréafica N° 8). Como control positivo se utilizé la cepa Bacillus



subtilis y Azotobacter. Las cepas con mayor produccion de amonio fueron: RB-C35,
RB-SM-1, RB-AL23, RB-AL25, RB-KB23, RB-MP14, RB-MP15 y RB-NFB102 (Gréfica
N°9), indicando que estas cepas pueden promover el crecimiento de las plantas gracias

a este elemento (Anexo N° 8).
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Gréfica N°8. Produccién Amonio. Cepas de rizobacterias aisladas por produccion de Amonio.
Intervalos de <1, 1-2, 2-3, 3-4 y >5. Calder6n S, Lépez V, Pefia Y, 2019
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Gréfica N°9. Cepas con mayor produccion de Amonio. Cepas con mayor produccién de Amonio.
Controles positivos: Bacillus subtilis y Azotobacter. Control negativo: Reactivo de Salkowsky. Calderén S,
Lépez V, Pefa Y , 2019

4.3 Oxidasa y catalasa

4.4 Caracterizacion morfolégica

La identificacion microscopica se realizé por medio de la tincion de Gram diferenciando
morfologia bacteriana y afinidad a la coloracion de Gram (Anexo N°9), con ayuda de las
pruebas de oxidasa y catalasa (Tabla N° 3).



Cédigo de

Cepa

RB-RB5

RB-RB15

RB-RB24.2

RB-RB24

RB-RB103

RB-RB43

RB-C23

RB-C35

RB-SM23

RB-SM-1

RB-SM01

RB-AL33

RB-AL23

Coloracién de

Gram

Bacilos Gram

negativos

Bacilos Gram

negativos

Bacilos Gram

negativos

Cocos Gram

positivos

Bacilos Gram

positivos

Bacilos Gram

negativos

Bacilos Gram

Oxidasa

Catalasa

Caracteristicas Macroscopicas

Colonia grande, blanca, cremosa, convexa,

regular, brillante

Colonia grande, blanca, cremosa, convexa,

regular, brillante

Colonia cremosa, grande, convexa, beige,

regular

Colonia cremosa, grande, convexa, beige,

regular

Colonia pequefia. redonda, cremosa, convexa,

color beige con centro café, regular

Colonia irregular, color beige oscuro, sin

bordes, cremosa, brillante, convexa

Colonia amarilla, cremosa, convexa, grande,

brillante

Colonia irregular, pequefia, blanca, lisa,

brillante

Colonia café oscuro, pequefia, redonda,

regular, convexa

Colonia gris, pequefa, redonda, regular,

convexa

Colonia gris, grande, redonda, regular,

convexa

Colonia grande, blanca, irregular, lisa.

Colonia irregular, grande, blanca, lisas



RB-ALX

RB-AL25

RB-KB23

RB-KB 103

RB-KB33

RB-KB25

RB-KB23

RB-KB13

RB-KB304

RB-MRS13

RB-MRS24

negativos

Bacilos Gram

positivos

Bacilos Gram

positivos

Bacilos Gram

positivos

Bacilos Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Bacilos Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Cocos Gram

positivos

Colonia grande, café, irregular, lisa

Colonia irregular, grande, blanca, lisas

Colonia pequefia, blanca, irregular, rugosa

Colonia regular, grande, bordes lisos, color

blanco con halo beige

Colonias pequefias, regulares, cremosas,

lisas, convexas

Colonia irregular, convexa, cremosa, rugosa,

color curuba, grande

Colonia irregular, grandes, convexas,

cremosas, lisas, blancas con halo beige

Colonia regular, grande, bordes lisos, color

blanco con halo beige

Colonia pequefia, cremosas, lisas, regulares

Colonias pequefias, convexas, rosadas,

regulares, sin borde o halo

Colonia rosada, grande, convexa



RB-MP14

RB-MP15

RB-MP34

RB-MP24

RB-NFB102

RB-NFB103

Coco bacilos
Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Bacilos Gram

negativos

Coco bacilos
Gram

negativos

Bacilos Gram

negativos

Bacilos Gram

negativos

Colonias puntiformes, transparentes, regulares

Colonia roja, bordes irregulares, convexa

Colonia anaranjado oscuro, bordes lisos,

convexa.

Colonia blanca, bordes irregulares, convexa

Colonias puntiformes, color café, redondas

Colonia puntiformes, regulares

Tabla N°3. Caracterizacion morfolégicay pruebas de oxidasa y catalasa de las cepas aisladas.

* = Morfologia no bacteriana, sin clasificacion segun la afinidad a la coloracion de Gram.

Se logro aislar el 76% de cepas gram negativas (Grafica N° 11), en los diferentes tipos

de medios de cultivos selectivos empleados. Siendo 17 cepas gram negativas de 38
aisladas (Gréfica N°10).



Numero de cepas aisladas por medio de cultivo de acuerdo a su afinidad
por la coloracion de Gram

Mumero de cepas
L

2
]

Cetrimide SMRS Almidon King B MRS MPES

Medio de cultivo

M Bacteria Gram positivas B Bacter s Gram negativas

Grafica N°10 Namero de cepas aisladas por cada medio de cultivo. Para los medios de cultivo:
Cetrimide, SMRS, Almidén, King B, MRS, MPSS y NFB, se determind el nUmero de bacterias aisladas

por medio de la identificacion microscopica por tincién de Gram. Calderén S, Lépez V, PefiaY , 2019

PORCENTAJE DE CEPAS AISLADAS SEGUN AFINIDAD POR LA COLORACION DE GRAM

W Bacteria Gram positivas W Bacterim Gram negativas

Grafica N°11 Porcentaje de cepas aisladas de acuerdo a la afinidad por la coloracion de Gram.

La identificacion microscopica es por medio de la tincion de Gram. Calder6n S, Lépez V , Pefia Y , 2019

4.5 Antagonismo



Las pruebas de antagonismo se realizaron bajo la técnica de difusibn en agar
modificada seguin Kirby Bauer® (Anexo N° 4), donde el resultado es dado en milimetros
por la medicién del halo generado por la bacteria contra a lo que se enfrenta, en este
trabajo es frente a otra bacteria perteneciente al mismo medio de cultivo o a un control,
el criterio de exclusion es la medicion del halo mayor a 5 mm entre la cepa sembrada
masivamente y la cepa impregnada en el disco. Teniendo en cuenta este parametro las
cepas que no cumplen son RB-KB103, RB-KB33 y RB-KB25 frente al control

respectivamente (Tabla N°4).

Resultados pruebas de antagonismo entre las cepas de rizobacterias
Cepas enfrentadas
Medio de Resultado en mm
cultivo Siembra masiva In6culo en disco
en medio
RB-C35 vs RB-KB103=0
RB-KB103 RB-C35 vs RB-KB33=0
RB-KB33 RB-C35 vs RB-KB25=0
King B RB-C35 RB-KB25 RB-C35 vs RB-KB23= 2
RB-KB23 RB-C35 vs Pseudomonas
Pseudomonas putida putida= 4
RB-KB33 RB-KB103 vs RB-KB33=0
RB-KB25 RB-KB103 vs RB-KB25=0
King B RB-KB103 RB-KB23 RB-KB103 vs RB-KB23= 2
Pseudomonas RB-KB103 vs Pseudomonas
putida putida= 10
RB-KB25 RB-KB33 vs RB-KB25=0
King B RB-KB33 RB-KB23 RB-KB33 vs RB-KB23= 2
Pseudomonas RB-KB33 vs Pseudomonas
putida putida= 20




RB-KB25 vs RB-KB23=

King B RB-KB25 RB-KB23 Crecimiento inhibido
Pseudomonas RB-KB25 vs Pseudomonas
putida putida= 6
AL33 vs ALX=4
RB-ALX AL33 vs AL25=0
Almidoén RB-AL33 RB-AL25 AL33 vs Bacillus subtilis= 0
Bacillus subtilis
RB-AL33 ALX vs AL33=4
Almidoén RB-ALX RB-AL25 ALX vs AL25=0
Bacillus subtilis ALX vs Bacillus subtilis= 0
RB-MP34 RB-MP14 vs RB-MP34= 2
MPSS RB-MP14 RB-MP24 RB-MP14 vs RB-MP24= 2
Azotobacter RB-MP14 vs Azotobacter= 0
RB-MP24 RB-MP34 vs RB-MP24= 2
MPSS RB-MP34 Azotobacter RB-MP34 vs Azotobacter= 4
RB-NFB102 vs RB-NFB103= 2
NFB RB-NFB103 RB-NFB102 vs Azotobacter=0
RB-NFB102 Azotobacter

Tabla N°4. Resultados pruebas de antagonismo




Para realizar las pruebas de antagonismo se usaron los mismos agares de aislamiento
selectivo (King B, Almidon y NFB) (Anexo N°4), en donde se realizaron los

enfrentamientos de manera aleatoria junto con los controles empleados en produccién

de AIA y amonio (Figura N°6).

Figura N° 6. Pruebas de antagonismo en medios de cultivo entre las cepas de rizobacterias. (A)
Medio King B con cepa masiva RB-C35 contra KB-103, KB-25, KB-23, KB-33 y Pseudomonas. (B) Medio
King B con cepa masiva KB-103 contra KB-25, KB-23, KB-33 y Pseudomonas.(C) Medio King B con
cepa masiva KB-33 contra KB-25, KB-23 y Pseudomonas.(D) Medio Almidén con cepa masiva RBAL-
33 contra RBALX, RBAL-25 y Bacillus. (E) Medio Almidon con cepa masiva RBALX contra RBAL-33,
RBAL-25 y Bacillus.(F) Medio NFB con cepa masiva NFB102 contra NFB103 y Azotobacter. Calderén S,
Lépez V, Pefia Y, 2019



5. DISCUSION

Se aisl6 rizobacterias de suelo rizosférico, un total de 38 cepas. En general, se observo
una mayor distribucion en rizobacterias fijadoras de nitrbgeno y con actividad
enzimatica amilolitica, seguido de solubilizadoras de fosfato y acido lacticas. Estos
resultados sugieren que en el suelo la distribucion de microorganismos promotores de
crecimiento vegetal es amplia y diversa a pesar de las condiciones de perturbacion
ambiental presentes en el sitio de toma de muestra.

Con respecto a la produccion de fitohormonas la auxina evaluada, acido indol 3 acético,

se obtuvieron valores que oscilan desde 0,575ug/ml para el caso de RB-KB23 hasta

29,4pg/ml de RB-KB25. La produccién no es tan alta como reporté Lara et al®’

|68

y Flores
et al”", en las rizobacterias aisladas en la Zona del Sind Medio de Cérdoba en el 2011y
en el Norte de Santander en el 2017, en donde la mayor produccién de esta auxina se
encontraba en 45ppm y 158,27ug/ml respectivamente; sin embargo en ninguno de
estos dos estudios probaron las rizobacterias aisladas en suelo o alguna parte de la
rizosfera para observar la promociéon de crecimiento vegetal. Los resultados de
concentracion elevada de AlA se han asociado con efectos negativos en el crecimiento
de plantas como en el estudio de Pacheco et al®® del 2015 en donde midieron los
efectos fitotoxicos o promotores de crecimiento en fracciones de AIA separadas de
raices de plantulas de lechuga, y atribuyeron este efecto a las PGPR productoras de
auxinas. Sin embargo, encontraron que Agrobacterium sp. indujo elongacion de raices

10 en el

a pesar de producir niveles muy altos de AlA. Por otra parte Herndndez et a
2004, aislaron rizobacterias del “Cepario Nacional de Biofertilizantes de la Facultad de
Biologia de la Universidad de la Habana y de la Coleccién de Cultivos de la Universidad
de Gent en Bélgica” en donde hubo producciones de 5.30ug/ml hasta 21.53 ug/ml de
AlA, resultados similares a los realizados en el presente estudio. De igual manera en el
estudio de Hoyos et al”* del 2008, en donde se evalué el efecto de la concentracién
hormonal de AIA y BAP por sus siglas (6-bencilaminopurina) en la generacién de brotes
de platano, sus resultados optimos de AIA fueron en promedio de 0.5mg/L los cuales

promovieron de manera efectiva el crecimiento de los cultivos de platano, mientras que



las bacterias de concentracion mas alta de AlA retardaron el crecimiento de este brote.
Lo que sugiere que las rizobacterias evaluadas en este estudio podrian ser éptimas
para la promocién vegetal de plantas nativas. Por otro lado también la asimilaciéon del
AlA de la planta es variante por cada especie y su metabolismo, lo que hace que
algunas especies toleren y acepten concentraciones mas altas de AIA que otras para
su crecimiento. Ademas hubo cepas con produccién de AIA vy fijacion de nitrogeno
simultineamente con valores cercanos al estudio de Liceta”” de 36.23ug/ml,
acercandose a los valores arrojados en este estudio, indicando que las cepas fijadoras
de nitrogeno aisladas son utiles para la promocion de crecimiento vegetal por parte del
AlA. Se sugiere inocular las rizobacterias y evaluar si estas concentraciones ayudan o
no al crecimiento y establecimiento de vegetacién nativa, en este caso del Parque Eco
Tecnoldgico UAN localidad de Usme.

Cabe resaltar que todos los resultados de la produccién de acido indol 3 acético son
vélidos y confiables debido a la realizacion de la curva de calibracion con un coeficiente
de correlacién del 91%, mostrando que los datos intersectados son confiables.

Por otro lado, de la cuantificacion de amonio 34 cepas evidenciaron una produccion
desde 1.66 a 10.91pg/ml, siendo menores a los resultados obtenidos por Silva y
Zufiiga”™ que estudiaron bacterias fijadoras de nitrégeno teniendo valores entre 12.52 y
37.52ppm de amonio, por lo que las cepas se deben someter a la inoculacién en

plantas para observar el efecto que tiene en la promocion de crecimiento vegetal.

La cepa con mayor produccion fue la rizobacteria KB-23 siendo una fijadora de
nitrégeno con un valor de 10.91 pg/ml, resulta un valor cercano al dado en el estudio de
Romero’ en el 2017 en especies de Pseudomonas del rizoplano y rizosfera de
Asparagus officinalis L. sus resultados oscilaron entre 10.465 y 25.869ppm, siendo
cercano al valor minimo de ese estudio, teniendo la cepa KB-23 posibles efectos en el

crecimiento de raices y hojas de las plantas.



Por otra parte, en el estudio de Lara et al®* obtuvieron valores de amonio desde 0.90 a
5.17 mg/l proveniente de suelo no cultivado adicional a un ensayo en un medio de
cultivo libre de nitrégeno para verificar la actividad de las cepas estudiadas Azotobacter
sp y Azospirillum sp concluyendo que los aislados tienen la capacidad de favorecer el
crecimiento y desarrollo de las plantas en la zona de San Carlos, Valle del Sina siendo
la base para la creacion de un biofertilizante, de igual manera, los resultados de este
trabajo son relevantes como apoyo a la creacion de un poli-indculo para la restauracion
del suelo del bosque altoandino y los valores obtenidos son mas altos que los
presentados en el estudio anterior, siendo posible que den los efectos esperados en las

plantas.

Sin embargo, los resultados de este estudio son superados por Aguilar y Deza’® del
2014, en el que se reportd una produccion de amonio de 24.74ppm en rizobacterias de
Jatropha curcas L., las cuales ayudaron al crecimiento del pifion blanco sin tener
efectos negativos, al contrario los resultados de este trabajo no se han probado en las
plantas nativas de Usme, sin embargo se espera que los resultados sean favorables

para el desarrollo vegetal.

En cuanto a las pruebas de oxidasa y catalasa, 8 cepas de diferente origen dieron
oxidasa negativa y catalasa positiva con una morfologia microscépica perteneciente a
bacilos Gram negativos, siendo probablemente enterobacterias, sin embargo, se deben
realizar pruebas bioquimicas para confirmarlo. Las enterobacterias han demostrado
potencial en el crecimiento de las plantas caracterizadas por la producciéon de amonio,
indoles y solubilizaciébn de fosfato tricalcico extraidas de suelo rizosférico, se ha
reportado un aumento de hasta 55.9% en las alturas de las plantas que se les han

inoculado enterobacterias’®.

Con respecto a la prueba de antagonismo, se observdé que se produjo un efecto
antagonico entre las cepas RB-KB103, RB-KB33 y RB-KB25 frente al control, este
resultado concuerda con los resultados obtenidos por Pangesti et al ”*, donde se halla

un efecto antagonico entre dos cepas de Pseudomonas asociadas a raiz, pero se



concluy6 que su utilizacion en un indculo mixto, no mostraba diferencias significativas
en el crecimiento de la planta Mamestra brassicae comparada con la inoculacion

realizada de con las cepas por separado.

Ademas de esto, el control utilizado en las pruebas de antagonismo, Bacillus subtilis,
no mostré un efecto antagénico contra las cepas enfrentadas. Para Rojas et al ", quien
ha enfrentado el género Bacillus con Pseudomonas, género que se caracteriza por
producir metabolitos que son capaces de limitar el crecimiento de otros
microorganismos, se encuentra que no se observa un antagonismo entre ellos, pero
tampoco existe un efecto sinérgico entre estas dos cepas que pueda potenciar el

crecimiento en plantas.

Los aislamientos bacterianos en la muestra de suelo tomado de la rizosfera en el
Bosque alto andino, fueron principalmente bacterias Gram negativas, su presencia se
puede explicar por su habilidad de adaptarse a los sustratos que encuentren, ya sean
fuentes de carbono o nitrogeno’. Adicionalmente, se debe entender que la
composicion filogenética y funcional de los microorganismos en la rizésfera es el
resultado de la interaccion entre las comunidades microbianas y su interaccion con la
planta, con la cual cohabitan, sumado a esto el suelo de la rizésfera se enfrenta a
fluctuaciones medioambientales que pueden repercutir en la composicion microbiana
del suelo, por esta razdn resulta complejo hablar de constituyentes microbianos propios
de este tipo de suelo por lo que es mas provechoso estudiar los aislamientos desde su

diversidad funcional. &

Los valores de produccion de acido indol acético y amonio obtenidos de las cepas
aisladas de este trabajo pueden beneficiar el suelo del Bosque Alto Andino ya que al
haber produccion de estos metabolitos en una cantidad suficiente, pueden promover el
crecimiento de especies nativas, ademas de ello se pueden implantar en consorcio ya
gue no hay antagonismo entre ellas y por lo tanto no inhibirdn su efecto parcial o total

de sus metabolitos, sin embargo, esto debe constatarse en ensayos con plantas de la



zona para confirmar los resultados obtenidos y realizar pruebas bioquimicas y

moleculares para la seleccion de los microorganismos en la creacion del indculo.

Este trabajo fue expuesto y socializado en el evento “Bogota Microbiology Meeting”,
realizado el 25 y 26 de Julio de 2019, en la ciudad de Bogota D.C. (Anexo N° 10), en la
modalidad de poster (Anexo N° 11).



6. CONCLUSIONES

1. Se aislaron cepas nativas de una muestra de suelo del Bosque Alto Andino, con
potencial efecto promotor de crecimiento vegetal.

2. Se cuantifico la produccion de AIA y amonio de las rizobacterias aisladas,

determinando la produccion de metabolitos de crecimiento vegetal.

3. Se escogieron cepas de rizobacterias que no generan competencia entre ellas,
lo que las hace excelentes candidatas para la creacion de un consorcio
microbiano para usarse como bioinéculo, que pueda ser usado los procesos de
restauracion ecolégica favoreciendo el establecimiento y crecimiento de
especies vegetales nativas, quienes no pueden crecer en suelos alterados y
presentan bajas tasas de crecimiento que las deja en desventaja frente a

especies exoticas.
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8. ANEXOS

Anexo N°1. Aislamiento de rizobacterias.

Aislamiento de las
rizobacterias

Y

Se aislo una

muestra de la Q g

rizésfera del

Bosque Alto Andino @ @, Q
en la localidad de " " e

Usme.

Siembra en medios
selectivos (SMRS-,
Cetrimide, King B,
Y o Almidén, MRS y NFB)
Estas se inocularon
en caldo tripticasa
soya como medio
de enriguecimiento

Incubacién a 33°C
de 24 a 72 horas
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a 30°C
7 ==
Y Y Y
= Se ingresan las _ Seleccién de
muestras al shaker = Se realizan di
a 50 revoluciones " | diluciones seriadas 1e::entes
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Repique de los morfotipos
seleccionados en diferentes agares
selectivos (SMRS-, Cetrimide, King B,

Almidén, MRS y NFB)

{
—. [\

{ g e
| —— | |\



Anexo N°2. Curva de Calibracién de Acido Indol Acético.

Método colorimétrico de Salkowsky
(Glickmann y Dessaux, 1995)

Preparacion de:
1

Solucion madre |
AIA de 2oml a
100pl/ml

Reactivo de
Salkowsky

4ml imm\iﬁ.ﬁmijﬁm\iﬁ.smi 8ml i?.Sm\iG.Gmli 5m i oml i

Aforar
a
10ml

[0])
Y,

700p! a cada baldén
aforado

}

Se grafican
los datos en un

programa

Lecturas a

Y
Se deja efectuar la
reaccién por 3o
minutos en ausencia
de luz.

540nm por
duplicado

estadistico.

Preparacion de:
—_— 1

Cloruro de amonio
de 100 pg/ml

Solucién alcohdlica

Solucién de
nitroprusiato de sodi
al 0.5%

] "
Solucién soluciéon
oxidante

de fenol al 10% ‘L_‘

#ﬁmmi

Anexo N°3. Curva de Calibraciéon del Amonio.

Técnica colorimétrica
fenol-hipoclorito de
Berthelot

1m\¢ 8ml‘ 7.5m\‘ 6,6m\¢ 5m|‘ Dml*
b— J = E=1 E=1 = = =

Aforar

a
10ml

L

/

Se deja efectuar
la reacciéon por

Pe00
~ '

0,4ml

60 minutos en
ausencia de luz.

'

Lecturas a
632nm por
| | duplicado

=

/

Se grafican
los datos en
un programa
estadistico.



Anexo N°4. Prueba de antagonismo.

Prueba de

antagonismo

]

Y

4

Inocular la cepa en
caldo BHI a 33°C de
24 a 48h

.

Técnica de difusion en
agar modificada por el
método de Kirby Bauer

A

Se colocan los discos
impregnados de
direferentes cepas en
los agares con otra
cepa ya sembrada.

-

agar.

Con un hisopo
estéril hacer una
siembra masiva en e

Y

Con discos de papel| !
filtro estériles, se |}
impregnaran con

cadacepaa
enfrentar. ©

ERRR

.

Incubar g

\_¢

Medicién de los
oy
(:y diametros de los
" halos.

Anexo N° 5 .Tabla de mediciones por triplicado de la curva de calibracion de AlA.

Concentracién AIA Media de
ug/ml absorbancias
0 0.000
2 0.026
4 0.103
6 0.246
8 0.437
10 0.636
15 0.720
20 0.909
30 0.918




40 1.403

Anexo N°6. Tabla de mediciones por triplicado de la curva de calibraciéon de amonio.

Concentraciones

Absorbancia por triplicado Media de absorbancia

10 0,582-0,582-0,582 0.582
8 0,570-0,570-0,572 0.57
6 0,389-0,3890,387 0.388
4 0,260-0,259-0,259 0.259
2 0,082-0,082-0,083 0.082
0 0,000-0,000-0,000 0

Anexo N° 7. Concentracion de acido indol acético en las rizobacterias aisladas.

Concentracién de acido indol acético en pg/ml

Concentracion AlA Concentracion AlA
Cédigo de lacepa ug/ml Cédigo de lacepa pg/ml
RB-RB5 0 RB-AL25 0,92920354
RB-RB15 0 RB-KB103 5,324483776
RB-RB24,2 3,790560472 RB-KB33 22,49162537
R7B-RB304 0 RB-KB25 29,45427729
RB-RB24 4,94100295 RB-KB23 0,575221239
RB-RB32 5,353982301 RB-KB13 0
RB-RB103 0 RB-KB304 0
RB-RB43 2,640117994 RB-MRS14 0
RB-C23 0 RB-MRS13 1,696165192




RB-C35 0 RB-MRS2 0
RB-C25 0 RB-MRS24 0
RB-SM13 0 RB-MP14 1,288135841
RB-SM34 0 RB-MP15 0
RB-SM23 0 RB-MP34 1,814159292
RB-SM-1 2,787610619 RB-MP24 1,781710914
HG-01 0 RB-NFB102 0
RB-AL24 0 RB-NFB103 1,843657817
RB-AL33 9,542772861 RB-ALX 0
RB-AL13 0 Bacillus subtilis 4,35132448
RB-AL23 0 Pseudomonas putida 4,675516224

Anexo N° 8. Concentracion de acido amonio en las rizobacterias aisladas.

Concentracién de amonio en pg/ml

Concentracion amonio Concentracion amonio
Cddigo de la cepa Mg/mi Cddigo de la cepa Mg/ml
RB-RB5 0 RB-AL25 6,374805599
RB-RB15 4,041990669 RB-KB23 10,91601866
RB-RB24,2 2,844479005 RB-KB103 2,720062208
RB-RB304 2,548989114 RB-KB33 3,279937792
RB-RB24 3,777604977 RB-KB25 3,886469673
RB-RB32 0 RB-KB13 0
RB-RB103 2,580093313 RB-KB304 0
RB-RB43 3,171073095 RB-MRS14 3,8788677
RB-C23 2,9844479 RB-MRS13 4,987676544
RB-C35 6,981337481 RB-MRS2 3,9087654
RB-C25 3,8765678 RB-MRS24 4,244167963




RB-SM13 2,987656 RB-MP14 5,643856921
RB-SM34 3,987765 RB-MP15 5,846034215
RB-SM23 1,66251944 RB-MP34 3,404354588
RB-SM-1 6,592534992 RB-MP24 3,987675899

HG-01 0 RB-NFB102 6,981337481
RB-AL24 3,9876756 RB-NFB103 3,777604977
RB-AL33 2,786757489 RB-ALX 4,477449456
RB-AL13 3,9876859 Bacillus subtilis 1,094712286
RB-AL23 5,690513219 Azotobacter 8,209953344

Anexo N° 9. Gram de rizobacterias.




Descripcion: RB-KB103: Bacilos Gram negativos, RB-MP24: Coco bacilos Gram negativos, RB-MP14:
Coco bacilos Gram negativos, RB-C35: Bacilos Gram negativos, RB-KB23: Bacilos Gram negativos, RB-
NFB 102: Bacilos Gram negativos, RB-KB25:Bacilos Gram negativos, RB-AL 33: Bacilos Gram

negativos.




Descripcién:RB-MP34: Bacilos Gram negativos, RB-KB33: Coco bacilos Gram negativos, RB-ALX:
Bacilos Gram positivos, RB-MRS13: Cocos bacilos Gram negativos, RB-NFB103: Bacilos Gram

negativos, RB-AL25: Bacilos Gram positivos.

Anexo N°10. Certificado V Bogota Microbial Meeting Bomm
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EVALUACION DEL ANTAGONISMO ENTRE DISTINTAS CEPAS DE
RIZOBACTERIAS AISLADAS DE SUELO EN PROCESO DE
RESTAURACION ECOLOGICA EN LA LOCALIDAD DE USME

Jaime,C.', Calderon,S.?, LopezV.2, PenaY.?, Cardenas, CdlA.2, Cabrejo,L.%, Fajardo,D?*
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2. Estudiante hacteriologia y laboratos

INTRODUCCION

Actualmente, el Bosque Alto Andino en la localidad de Usme ha sufrido
diferentes transformaciones a causa de disturbios antrépicos, las zonas
transformadas necesitan acciones de restauracion ecoldgica, que permitan el
restablecimiento de especies vegetales nativas y por ende de los servicios
ambientales(1). Después de suspender la perturbacién, es necesario recuperar
propiedades de los suelos que favorezcan el crecimiento de las plantas
nativas, una de estas acciones consiste en establecer poblaciones de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Este trabajo aisla, selecciona
y caracteriza 38 cepas de rizobacterias extraidas del suelo de Usme con el fin
de realizar ensayos preliminares de un inéculo microbiano por medio de
pruebas de antagonismo y de produccion de metabolitos determinando su
capacidad de promocién del crecimiento vegetal en especies nativas del

bosque altoandino.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el antagonismo y produccién de metabolitos, entre distintas cepas de
rizobacterias aisladas de un suelo en proceso de restauracion ecoldgica en la
localidad de Usme.

MATERIALES Y METODOS

« Aislamiento y seleccién de rizobacterias (2)

™ b . /- = 2 D
‘ — —_— Diluciones seriadas
Muestra de
suelo
" 50 de agua paptonada e o sk T )
+10g de suslo Caldo tripticasa 50 pm de 46 a 72 Siembra en medios
soya horas salectvos
+ Cuantificacion de Aacido indol acético (Método colorimétrico de

Salkowsky)(3)

Se inoculé cada cepa en 5 ml de caldo LB para posterior incubacion durante
24 horas a 30°C con agitacion constante a 150 rpm. Transcurrido ese tiempo
se tomd 700pl del sobrenadante y se mezclé con 700pl del reactivo de
Salkowsky a una absorbancia de 540 nm, estas se ven evidenciadas
colorimétricamente en tonos fucsias a rosados.

« Cuantificaciéon de amonio (Técnica colorimétrica fenol-hipoclorito de
Berthelot)(4)

Cada cepa se inoculd en caldo extracto de suelo al 10% con 15 ml KCL 2M, se
le adiciond 0.4ml de solucién alcohdlica de fenol al 10% + 0.4ml de
nitroprusiato de sodio al 0.5% y 1 ml de solucién oxidante. Se dejé en reposo
durante 1 hora. El cambio en las concentraciones se evidencié por una

yppena@unicolmayor.edu.co

* Antagonismo (Difusion en agar modificada por el método de Kirby
Bauer)(5)

Se activaron 13 cepas en medio liquido BHI, se hizo una siembra masiva en
agar selectivo para cada bacteria, utilizando discos de papel estériles, los cuales

se impregnaron con la cepa a enfrentar y se colocaron en los medios selectivos
incubando de acuerdo a sus condiciones especificas para posteriormente leer

los halos de inhibicién.
RESULTADOS

Tipos de cepas alciadss Cepas con mayor produccion de AlA

o~
.". :

jo ¥ clasficacitn de cepE WSIS0RS SADUN 3

gura 1. Porcenns Figurs 2. Copas aisladas con mayor produccién de Acido indol acético.
prioncial ot po o ot i i et o owon sl

Cepas conmayor praduceién de Amonio

Figura 3. Copas aistadas con mayor prosocit do amaris.

Fiues 4. Prustias de snlagoeisna por Medi sebecsvo.

CONCLUSIONES

« Se aislaron cepas nativas de una muestra de suelo del Bosque Alto Andino,
con potencial efecto promotor de crecimiento vegetal, determinado a partir de
su produccion de Acido Indol Acético, y amonio.

Se escogieron cepas de rizobacterias gue no generan competencia entre
ellas, lo que las hace excelentes candidatas para la creacion de un consorcio
microbiano para usarse como bicindculo, que pueda ser usado los procesos
de restauracion ecologica favoreciendo el establecimiento y crecimiento de
especies vegetales nativas, quienes no pueden crecer en suelos alterados y
presentan bajas tasas de crecimiento que las deja en desventaja frente a
especies exdticas.

La restauracion ecoldgica puede apoyarse en la bioprospeccion de
microorganismos, que coadyuven al crecimiento de plantas de interés.
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