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Resumen

El incremento en la poblacién mundial ha aumentado la demanda de alimentos y
asi mismo la demanda de fertilizantes quimicos los cuales no solamente son
costosos sino también contaminantes. De aqui, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la aplicacion de varias cepas candidatas a promotoras del
crecimiento vegetal sobre el crecimiento y produccién del cultivo del tomate. Se
emplearon las cepas TVL-1 y TVL-2 las cuales mediante secuenciacion del
fragmento 16S rDNA fueron identificadas como Enterobacter sp., ademas las
cepas Pseudomonas sp. PS013, PSO14, y Bacillus sp. BEOO2 y BEOOS. Los
resultados demostraron la capacidad intrinseca de las cepas para solubilizar una
fuente de fosforo poco soluble donde la utilizacion de cepas TVL-1, TVL-2 y
PS0O14 evidenciaron los mejores resultados. Similarmente, las cepas TVL-1, TVL-
2 y PSO13 presentaron actividad fosfatasa. Adicionalmente, las bacterias fueron
capaces de producir indoles y sideréforos bajo las condiciones evaluadas. El
experimento en invernadero evidenci6 que las cepas TVL-2 y PSO0O14
incrementaron de manera notoria la biomasa de la planta (P>0.05) (longitud,
peso seco, area foliar) asi como el rendimiento en la produccion de frutos lo que
se puede asociar a las capacidades bioquimicas asociadas a promocién de

crecimiento evaluadas en el laboratorio.

Palabras claves: Foésforo, Enterobacter sp, Pseudomonas sp, Bacillus sp,

Biofertilizante.
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Abstract

The increment in world population has increased the demand of food and also the
demand for chemical fertilizers which are not only expensive but also pollutant.
Hence, the aim of this study was to evaluate the effect of the implementation of
several potential strains as plant. The strains used were TVL TVL-1 and-2 which
according by sequencing of 16SrDNA fragments were identified as Enterobacter
sp., in addition the strains PSO13, PSO14 of the genera Pseudomonas sp., and
BEOO2 and BEOO3 of the genera Bacillus sp.. Results demonstrated the
inherent capacity of the strains to solubilize a poorly soluble phosphorus source
where the use of the strains TVL-1, PSO14, TVL-2 and showed the best results.
Similarly, the strains TVL-1 , PSO013, TVL-2 showed phosphatase activity.
Additionally, the bacteria were able to produce siderophores and indols under the
conditions tested. The greenhouse experiment showed that the strains PSO14 and
TVL-2  have significantly increased the plant biomass (P>0.05) (length, dry
weight, leaf area) and performance in the production of fruits which can be
associated with biochemical capabilities associated to promote growth assessed in

the laboratory.

Key words: Phosphorus, Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp.,

biofertilizers.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El tomate es una de las hortalizas mas difundidas en todo el mundo con el mayor
valor econémico, ya que representa el 30% de la produccién horticola a nivel
mundial (Mejia, 2007). Su demanda aumenta considerablemente y con ella su
cultivo, produccién y comercio. El incremento anual de la produccion en los
altimos afnos, se debe principalmente al rendimiento e incremento de la superficie
cultivada (Jaramillo et al., 2007).

El fosforo (P), es uno de los nutrientes mas importantes para el desarrollo de
funciones basicas del metabolismo de las plantas (Fernandez, 2007). Se trata de
un componente esencial de moléculas como RNA y DNA, asi como de
fosfolipidos (Coney, 2000). Sin embargo, muchos suelos en todo el mundo son
deficientes en P disponible para el crecimiento de las plantas. En el suelo este
elemento se encuentra en forma de quelatos insolubles dependiendo del pH
(Vassilev et al., 2006).Con el fin de aumentar la disponibilidad de este elemento
para las plantas, se utilizan grandes cantidades de fertilizantes de alta
solubilidad, pero una gran proporcién de estos, después de la aplicacién, es
rapidamente transformada en forma insoluble (Omar, 1998). La dindmica del P en
el suelo, asi como, la disponibilidad del mismo a las plantas esta mediada por
microorganismos del suelo que desempefian un papel importante en el ciclo
biogeoquimico del P (Richardson, 2001).

Algunos Microorganismos mejoran la disponibilidad de P para las plantas por
mineralizacion de P organico en el suelo y la solubilizacion de fosfatos (Chen et

al., 2006; Kang et al., 2002; Pradhan y Sukla, 2005). Un grupo de estos son las



Rizobacterias pertenecen al grupo de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR) (Bashan y Holguin, 1998), y entre ellos se encuentran los géneros
Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Erwinia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter vy
Flavobacterium entre otros (Andrews y Harris, 2000; Kuklinsky-Sobral et al.,
2004). ElI mecanismo mas comun en la solubilizaciéon de fosfato mineral es
realizado a través de los acidos organicos sintetizados por las bacterias
solubilizadoras de fosforo (BSP) (Goldstein, 1995; Krishnaveni, 2010) y el fosfato
organico es mineralizado por enzimas fosfatasas excretada por algunos
microorganismos produciendo la liberacion de este elemento (Chen et al., 2006;
Pradhan y Sukla, 2005). El fésforo finalmente es absorbido por las plantas y
utilizado para su desarrollo (Kang et al., 2002).

Con el objetivo de evaluar el efecto en la promocién del crecimiento vegetal en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum) a través de varios mecanismos, se
estudié la capacidad fisiologica de solubilizacion de fosfatos tanto inorganicos
como organicos, la produccién de compuestos inddlicos totales y sideréforos de

seis aislamientos bacterianos.



1. OBJETIVOS

1.1. Objetivo General
Evaluar el efecto de la inoculacion de bacterias con potencial para la promocion

del crecimiento vegetal sobre el cultivo de tomate.

1.2. Objetivos especificos
e Caracterizar fenotipica y bioquimicamente rizobacterias presente en este
estudio.
e Determinar las capacidad de promocién de crecimiento vegetal a las
bacterias de estudio in vitro.
e Evaluar la respuesta del cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) a la
inoculacién con bacterias promotoras de crecimiento vegetal a nivel de

invernadero.



2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades del cultivo tomate

Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: lycopersicum

Nombre comuUn: Tomate, tomatera, jitomate

El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva anual, puede
desarrollarse de forma rastrera, semirecta o recta, y su crecimiento es limitadado.
Su tallo principal tiene de 2 a 4 cm de diametro en la base y esta cubierto por
pelos glandulares y no glandulares que salen de la epidermis; Jaramillo et al.
(2007) sobre el tallo se van desarrollado las hojas compuestas con foliolos
peciolados, lobulados y con bordes dentados, en nimero de 7 a 9 y recubiertos
de pelos glandulares y estas se distribuyen de forma alternativa sobre el tallo
(Paredes, 2009). EIl sistema radicular del tomate es superficial y esta constituido
por raiz principal (corta y débil), raices secundarias (numerosas y potentes) y
raices adventicias; dentro de la raiz se encuentra la epidermis donde se ubican
los pelos absorbentes especializados en tomar agua y nutrientes. La flor es
perfecta y hermafrodita, regular e hipdgina y consta de cinco o mas sépalos y de
seis 0 mas pétalos; tiene un pistilo con siete estambres, unidos en sus anteras y
formando un tubo que encierra el pistilo, las flores se agrupan en racimos simples

ramificados que en el tallo y en las ramas del lado opuesto a las hojas, un racimo



puede reunir de 4 a 20 flores dependiendo de la variedad cultivada, son de color
amarillas y normalmente pequefias (uno a dos centimetro de diametro). El fruto es
baya que presenta diferentes tamarios, forma color y consistencia y composicion,
esta constituido por la epidermis o piel, la pulpa y el tejido placentario y las
semillas internamente estan dividido en I6bulos, que pueden bi, tri, tetra o
pluriloculares. La semilla del tomate es pequefia, con dimensiones aproximadas
de 5 x 4 x 2 mm, éstas pueden ser de forma globular, ovalada, achatada, casi
redonda, ligeramente alongada, plana, arrifionada, triangular con base
puntiaguda, estd constituida por el embrion, endospermo y la cubierta seminal, la
cual esta recubierta por pelos (Jaramillo et al., 2007).

El tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econdémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion
y comercio. Segun FAO (2007) el tomate representa para la economia nacional, la
treceava fuente de exportacion agricola de importancia. Sin embargo, Colombia
no se encuentra en el listado 20 primeros paises exportadores de este producto,
por lo cual se dejan de percibir importantes ingresos para el pais. El incremento
anual de la produccion en los ultimos afios se debe principalmente al aumento en
el rendimiento y en menor proporciéon al aumento de la superficie cultivada.
(Jaramillo et al., 2007).

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) hace parte de las solanaceas con
mayor importancia economica en el pais. En Colombia existe un area sembrada
de aproximadamente 9.407 ha. y se producen cerca de 470.000 toneladas
anuales (CCI, 2009). El principal productor de tomate en Colombia es Boyaca
con 1.500 hectéareas, este departamento cuenta con eficiencia productiva, que en

afos anteriores alcanzo promedios de hasta 80,5 toneladas por hectarea. Otros



departamentos de gran importancia en el cultivo de tomate son Santander con
1.192 hectareas, Norte de Santander con 3.083 hectareas y Cundinamarca con
1.091 hectéareas (Ica 2009).

El cultivo de tomate es de gran importancia debido a que gracias a los sistemas
de produccion bajo invernadero, es posible tener produccién durante todo el afio.
Sin embargo, estos rendimientos solo pueden ser alcanzados empleando grandes
cantidades de agroquimicos, entre los cuales se debe destacar a los fertilizantes,
los cuales representan un 25% de los costos totales de produccion. Segun
Jaramillo et al. (2007), el cultivo de tomate requiere una fertilizacién nitrégeno
300-800 kg/ha, fésforo 400 -800 kg/ha y de potasio 600 - 1.100 kg/ha. La alta
inversion en agroquimicos es ocasionada, en gran parte, por la baja eficiencia de
los fertilizantes utilizados, la cual esta directamente relacionada con las
caracteristicas del suelo.

2.2. Requerimientos climéticos del suelo

2.2.1. Temperatura

El manejo racional de los factores climéticos de forma conjunta es fundamental
para el funcionamiento adecuado del cultivo de tomate; la temperatura éptima de
desarrollo oscila entre los 20 y 30° C durante el dia y entre 1 y 17°C durante la
noche. No obstante, los valores de temperatura descritos son indicativos, debido
a tenerse en cuenta las interacciones de temperatura con el resto de parametros
climaticos (Paredes, 2009).

2.2.2. Humedad

La humedad relativa 6ptima oscila entre el 60% y 80%. Las humedades relativas
muy elevadas favorecen al desarrollo de enfermedades y agrietamiento del fruto y

dificultan la fecundacién debido a que el polen se compacta, abortando parte de



la flores. El rajado de fruto igualmente puede tener su origen en un exceso de
humedad del suelo o riego abundante tras un periodo de estrés hidrico (Paredes,
2009).

2.2.3. Luminosidad

Una buena luminosidad es importante para obtener buen color de fruto, alto
contenido de sélido soluble y una pared del fruto delgado. Los valores reducidos
de Iluminosidad pueden incidir de forma negativa sobre los procesos de la
floraciéon y la fecundacion asi como el desarrollo vegetativo de la planta (Paredes,
2009).

2.2.4. Suelos

La planta de tomate prefiere suelos sueltos, de textura siliceo - arcillosas, ricos
en materia organicas y con buena capacidad para retener humedad, se desarrolla
en suelos arcillosos enarenados. En cuanto al pH, los suelos pueden ser desde
ligeramente &acidos hasta ligeramente alcalinos, cuando estan enarenados
(Paredes, 2009).

Ademas de ser el sustento fisico de la planta, el suelo cumple con dos funciones
fundamentales para la produccion del cultivo: en primer lugar aporta los nutrientes
quimicos y en segundo lugar sirve como medio de almacenamiento de agua
(Teran et al., 2007).

2.3. Ventajas de la produccion bajo invernadero

El cultivo de tomate protegido demanda una inversion inicial en la construccion de
infraestructura; presenta altos costos de operacion y un seguimiento constante de
las condiciones ambientales dentro del cultivo. No obstante, tiene grandes
ventajas que lo hacen atractivo como negocio: la proteccion contra los efectos
dafinos de la lluvia, el viento y el granizo; la preservacion de la estructura del

suelo la posibilidad de manejar el microclima interno; la posibilidad de sembrar



materiales de alto redimiendo; la ampliaciébn de un periodo de produccion; una
mejor calidad del producto y la posibilidad de programar la produccién para que
el periodo salga en las épocas de menor oferta. Todos estos factores llevan a
obtener una mayor productividad en el sistema de cultivo del tomate bajo cubierta
(Teran el at., 2007).

2.4. Valor nutricional

El tomate es una rica fuente de vitaminas A, Bl, B2, B6, C, y E, y de minerales
como el fésforo, potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, sodio, hierro y calcio
(Tabla 1). Tienen un importante valor nutricional ya que incluyen proteinas,
hidratos de carbono, fibra, acido tartarico, acido succinico y acido salicilico. El
tomate es rico en licopeno es el mas potente de los antioxidante; pigmento que le
proporciona su caracteristico color rojo, también posee glutation, que ayuda a
depurar el organismos de productos toxicos e impide la acumulacién de

materiales pesados (Jaramillo et al., 2007).

Tabla 1. Composicién nutricional del tomate por 100 gramos de tomate fresco

Elementos Cantidad
Agua 93,5%
Proteina 0,99
Grasa 0,19
Calorias 23
Carbohidratos 3,39
Fibras 0,89
Fosforo 19mg
Calcio 7mg
Hierro 0,7mg
Vitaminas A 1,100UI
Vitaminas B1 0,05mg
Vitaminas B2 0,02mg
Vitaminas C 20mg
Niacina 0,6mg




2.5. El fésforo en el suelo

El fésforo en el cultivo de tomate a menudo aparece como nutriente limitante en
los suelos agricolas, cualquiera sea su forma de manejo. No es posible capturarlo
biologicamente desde el aire, como ocurre con el nitrégeno, y su ciclo natural
involucra largos periodos, lo que en términos de manejo agricola equivale a decir
gue no se puede depender del ciclo del fésforo, sino de la posibilidad de generar
determinados flujos y sub-ciclos de él al interior de los sistemas suelo-agua-
organismos vivos (Miller y Tyler, 2006).

Sin embargo, los sub-ciclos se ven dificultados por el hecho que los equilibrios de
reaccion del fosforo tienden a mantener la mayor parte de él en condiciones no
disponibles para las plantas o los microorganismos (Miller y Tyler, 2006).

Los factores de biodisponibilidad del fésforo en los suelos son desfavorables. Su
concentracion en el suelo es aparentemente alta (> 50 ppm) pero su
disponibilidad es baja, debido quizas a la baja actividad biolégica y pH del suelo.
Igualmente las concentraciones foliares son reducidas, lo cual confirma la
biodisponibilidad limitada del P en los suelos; restringido por la baja actividad
bioldgica y disponibilidad de materia organica mineralizable, ademas de las
formas insolubles de fosfatos de calcio en medios basicos (Gauggel, 2001). Las
plantas deben absorber el fosforo del suelo, donde se encuentra en altas
concentracion, normalmente en niveles que varian entre 5y 30 ppm, estos niveles
altos del nutriente se deben a que el fésforo soluble reacciona con iones como el
calcio, hierro o el aluminio que provocan su precipitacion o fijacion disminuyendo
su disponibilidad para los vegetales (Graetz, 2002).

La deficiencia del fésforo en el cultivo de tomate disminuye drasticamente la

floracién, la produccion y la calidad de fruto, produce raquitismo en la planta, los



tallos son delgados y fibrosos con una coloracion purpura opaca; las hojas
adquieren una coloracion verde oscuro azulado, acompafiada de tintes
bronceados o purpuras; cuando la deficiencia es muy severa, se produces caida
de hojas, flores, fruto y la maduracion es muy tardia (Jaramillo et al., 2007).

2.6. Fertilizacién quimica

La utilizacion de fertilizantes es requerida en todos los sistemas de produccion
agricola, a largo plazo, con fines de mantener e incrementar los rendimientos de
los cultivos, sobre todo cuando se extrae totalmente la planta del sistema de
produccion. El uso de los fertilizantes comenz6 hace mas de un siglo, y esta
basado en el concepto quimico de la nutricion de las plantas; este uso ha influido
ampliamente en el incremento de la produccion agricola y el mejoramiento de la
calidad de los alimentos. Un efecto benéfico del uso de los fertilizantes ha sido su
contribucion en la estabilizacion de los rendimientos de los cultivos, induciendo
resistencia a ciertas enfermedades, plagas o estrés climatico. Ademas, las tasas
de retorno del capital invertido a los sistemas de produccion se han incrementado
con base a una produccién mas eficaz (Salgado et al., 2006).

Los fertilizantes fosféricos una vez absorbido como HPO, y H,PO,, este fésforo
circula y se traslada en el vegetal como fosfato monobasico, siendo interiormente
un elemento muy movil. Interviene en la formacion de nucleoproteinas, acidos
nucleico y fosfolipidos. Tiene una vital importancia en la division celular, la
respiracion, sintesis de azucar, grasas y proteinas, la acumulacion de energia
(con los compuestos ATP y NADP), en los fenomenos de fosforilacion y la
regulacion del pH de las células (sus acidos y sales de metal fuerte forman
soluciones buffer que regulan el pH de las soluciones celulares). Este elemento se

acumula principalmente en los tejidos activos (sintesis y respiracion), los
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meristemos (puntos de division celular) y semillas y frutos (Rodriguez, 1982;
salgado et al., 2006).

Los fertilizantes mas utilizados en el cultivo de tomate son: Fosfonitrato, sulfato de
amonio, superfosfato de calcio triple, nitrato de potasio, fosfato diamaonico, calcio
magnesio, hierro, zinc, boro, magnesio y molibdeno (Paredes, 2009).

2.7. Mecanismo de transformacion del fosforo

2.7.1. Mineralizacion del fosforo orgénico

El fésforo organico (P) es abundante en los suelos y puede contribuir a la nutricion
de las plantas y de los microorganismos, debido a la hidrdlisis y liberacion de
fosfatos libres (Condron et al., 2005). Este proceso es catalizado por enzimas
fosfatasas, las cuales son activamente secretadas al suelo por diversas plantas y
microorganismos del suelo en respuesta a la demanda de fosforo o pasivamente
liberadas por células en descomposicion (Quiguampoix y Mousain, 2005).

De las fosfatasas presentes en el suelo las fosfomonoesterasas son las mas
estudiadas. Este grupo de enzimas actian sobre una serie de compuestos
fosfatados de bajo peso molecular P con enlaces monoéster, incluyendo
mononucledtidos, fosfatos de azucar, y polifosfatos (Reid y Wilson, 1971). Estas
enzimas no pueden iniciar el clivaje del acido fitico (myo-inositolhexaquifosfato),
aunque pueden catalizar la hidrdlisis de inositoles fosfatos de orden menor
(Cosgrove, 1980).

Otra encontrada es la fosfodiesterasa que participan en la degradacion de
fosfolipidos y acidos nucleicos, que constituyen la mayoria de los insumos P
organicos suelo (Cosgrove, 1967). Las fosfomonoesterasas y fosfodiesterasas
son necesarias para liberar fosfato libre a partir de un diéster fosfato; la hidrélisis

inicia por la liberacion de un monoester fosfato por la fosfodiesterasa, el cual debe
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ser hidrolizado por la fosfomonoesterasa para liberar el fésforo que sera captado
bioldgicamente (Tuner y Haygarth, 2005).

2.7.2. Solubilizacion de fosforo

La evidencia de la presencia natural de microorganismos solubilizadores de
fosforo rizosférico (BSF) se remonta a 1903 (Khan et al., 2007). Entre toda la
poblacién microbiana en el suelo, BSF constituyen 1 a 50%, mientras que los
hongos solubilizadores de fosforo (HSF) son soélo el 0,1al 0,5% en P potencial de
solubilizacion (Chen et al., 2006).Entre las comunidades de bacterias del suelo,
las cepas de Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium y Enterobacter se han
descrito como las mas eficaz solubilizadores de fosfato (Whitelaw, 2000; Igual et
al., 2001).

2.7.2.1. Produccién de acidos organicos

Los &cidos organicos que solubilizan fosfato son de bajo peso molecular y poseen
uno o mas grupos carboxilo. Dependiendo de las propiedades de disociaciéon y el
namero de grupos carboxilo, los acidos organicos tienen carga negativa, por lo
que pueden formar complejos con cationes metélicos en soluciéon y el
desplazamiento de aniones de la solucion del suelo (Stevenson, 1967; Sagoe et
al., 1998).

Los acidos organicos son importante en la agricultura, por que forman complejos
con metales, solubilizan metales y participan en su transporte (Jones et al., 2003).
Acidos como el oxalico, citrico, lactico, tartarico y 2-cetogluconico tienen
propiedades quelantes y solubilizadoras sobre los metales (Babu-Khan et al.,
1995). La accién de los acidos organicos en la solubilizacién de minerales puede
atribuirse a que disminuyen el pH y, mas aun, a la formacién de complejos
estables con Ca?*, Mg?*, Fe** y AI**. Reacciones similares ocurren al prevenir la

fijacion de fosfatos afladidos al suelo como fertilizantes.
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2.8. Sideroforos

Uno de los mecanismos por medio de los cuales puede presentarse antibiosis es
la produccion de sideroforos, sustancias organicas de bajo peso molecular, con
alta afinidad a Fe®. Los sider6foros son producidos por microorganismos y
plantas y se encuentran ampliamente distribuidos en microorganismos aerobios y
anaerobios facultativos, pero ellos difieren en su eficiencia de produccion
(Neilands y Leong, 1986).

Los sideroforos quelatan al ion férrico, en la rizosfera, y puede originar la
inhibicion del crecimiento de otros microorganismos, incluyendo microorganismos
patogénicos, cuya afinidad por el hierro es baja (Carcafio et al., 2006).La
competencia por el hierro es probablemente mas importante en la rizosfera que
en el resto del suelo Glick y Bashan (1997) mencionan que la produccién de
sideroforos por bacterias inhibe a patdgenos (hongos, hongos y/ virus) de plantas
in vitro y también promueve el crecimiento de plantas en el suelo. La habilidad de
los sideréforos para actuar como agentes efectivos supresores de enfermedades
es afectada por el tipo de planta, la especificidad del fitopatégeno a suprimir, la
composicién del suelo y la bacteria que sintetiza los sideroforos. La capacidad de
las bacterias del suelo de producir y utilizar los sideroforos puede conferir ventajas
ecologicas en la colonizacion de la rizosfera y la superficie de las plantas
(Carcafio et al., 2006).

2.9. Indoles totales

El mecanismo de accion directo de las PGPR por excelencia es la produccion de
sustancia de crecimiento vegetal. Algunas especies de los géneros
Pseudomonas, Azotobacter y Bacillus liberan acido indol-acético (AlA), en la

rizosfera de las plantas, ejerciendo un efecto estimulador del crecimiento
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especialmente marcado cuando éstas estan en estado de plantula (Lugtenberg y
Kamilova, 2009).

Esta importante auxina natural secretada por bacterias (Glick et al., 1999) se
puede sintetizar a través de las vias dependiente de triptéfano e independiente
de triptéfano, aunque la importancia de la via de este ultimo sigue siendo debate
(Cohen et al.,, 2003). Estas sustancias reguladoras de crecimiento vegetal
estimulan el desarrollo del sistema radical y el crecimiento general de la planta
huésped. Al mismo tiempo, el consecuente incremento en la produccion de
metabolitos vegetales, utilizados por las bacterias para su propio crecimiento,
pondria de manifiesto un beneficio reciproco en la relacion planta bacteria (Patten
y Glick, 2002).

Las auxinas son reconocidas como estimulante de etileno en varios tejidos el cual
incrementa el tamafio de los frutos al estimular el crecimiento de las células, ya
gue actua sobre la elongacion y la division jugando un papel fundamental el

crecimiento de érganos y frutos (Salisbury et al., 1994).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de la investigacion

El presente estudio se llevé a cabo en Corpoica, Centro de investigacion Tibaitata
en el laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro de Biotecnologia vy
Bioindustria (CBB). El centro de Investigacion se encuentra ubicado en el
Kilbmetro 14 Via Mosquera (Cundinamarca- Colombia), a una altura de 2543 m;
localizado geograficamente a 4°41°43” de latitud norte y 74°12'30” de latitud
oeste.

3.2. Cepas bacterianas y medios de cultivo

Las cepas empleadas en el estudio fueron proporcionadas por el banco de
Microorganismos del Laboratorio de Control Biolégico y el Banco de
Microorganismos con Potencial Biofertilizante del Laboratorio de Microbiologia de
Suelos (LMS) de Corpoica. Este primero proporcioné las cepas Pseudomonas
fluorescens PSO13, Pseudomonas putida PSO14, y Bacillus sp. BEOO2 y
BEOOQO3, las cuales habian sido previamente identificadas genéticamente Y
aisladas de cultivo de fique. Las cepas TVL-1 y TVL-2 fueron provistas por el
Laboratorio de Microbiologia y aisladas de suelo de tomate. La cepa UV1 (control)
fue provista por el LMS e identificada como Enterobacter agglomerans
(Caballero et al., 2007).

Estas cepas fueron mantenidas en el medio de cultivo SRSM-PR modificado con
roca fosférica al 0.5% como fuente de fésforo (en g/l: glucosa 10.0, extracto de
levadura 0.5, NH4(SO,4), 0.5, KCI 0.2, MgSO,7H,0 0.3, MnSO, 7H,O 0.004,
FeSO, 7H,0 0.2, purpura de bromocresol 0.1, Agar 15.0, Caz(PO4), 5, pH: 7.2 a
4°C. En el (Anexo 1) se muestra la composicion quimica de la Roca Fosférica

empleada en el estudio.
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4. METODOLOGIA

A las cepas en estudio se les realizaron las siguientes caracterizaciones:

4.1. Caracterizacién fenotipica

4.1.1. Caracterizacion microscoOpica y macroscopica

Las caracterizaciones microscopicas fueron realizadas empleando tincién de
Gram y microscopia Optica. La descripcion macroscopica se realiz6 sobre medio
SRSM-RP y se evaluaron caracteristicas como color, aspecto, elevacion, bordes
de la colonia (Cérdova —Bautista et al., 2009)

4.2.2. Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion bioquimica de las cepas fue realizada empleando el Kit APl 20
de bioMérieux.. El cual consta de 20 microtubos con medios deshidratados que
combinan 8 pruebas convencionales y 12 de asimilacién. Mediante esta técnica
se observé la actividad metabdlica de los aislamientos inoculando una suspension
bacteriana de cada una de las cepas en estudio en solucion fisiolégica en cada
microtubo del test API20 y la observacién tras un periodo de incubacién de 18 a
24 h con una temperatura de 30z% 2°C.

4.3. Caracterizacion molecular

4.3.1. Extraccion de ADN gendmico

Un cultivo de 16 h de las bacterias TVL-1 y TVL-2 en medio LB fue centrifugado
10 veces, haciendo centrifugaciones sucesivas. A partir del centrifugado, se
tomaron 300 uL y se llevaron a un microtubo con perlas circonio (0.25g) de radio
1.0 mm A esto se le adicionaron 1.000 pL de buffer de lisis, 100 pL de solucién de
acetato de potasio y 100 uL de agua destilada, esto se llevo a la congelador— 80

°C hasta la congelacién, 100 uL de agua destilada, esto se llevé a centrifugacion
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durante una hora, la ruptura celular se realiz6 en Mini-Beaart-8 Biospec products
durante 1 minutos, tiempo se centrifugaron los tubos a 13.000 rpm a 42C durante
15 minutos. De aqui se transfirieron 300 pL a un tubo y se adicionaron 600 pL de
Glass Milk, la mezcla se hizo durante 5 minutos y luego se centrifugdé a 10.000
rom durante 2 minutos, se descartd el sobrenadante y se adicioné 500 pL de
etanol frio al 70%. Se llevo agitacion por 1 minuto y se centrifugé a 10.000 rpm
durante 1 minutos. El sobrenadante se descartd y se permitié secar por inversion,
el pellet se resuspendi6 en 100 pL tipo biolégica molecular (Rodriguez y
Rodriguez, 2004).

4.3.2. Ampliacion por PCR de laregion 16S rRNA

La PCR se corrié en un termociclador Bio-rad, bajo condiciones prestadas en la

(Tabla 2).

Tabla 2. Ciclos y temperaturas utilizadas para la amplificacion de fragmentos del
gen ARNr 16S por medio de PCR

Ciclo Temperatura °C Tiempo
1 95 2
2 95 30~
3 57 307
4 72 1
5 Paso 2 al 4 se repite 35 veces
6 72 7

Los primers utilizados 27F y 1492R. Los productos de la PCR se visualizaron en
un gel de agarosa TAE1X (Tris-borato-EDTA) al 2%. Se utilizé un marcador masa
1kb un transiluminador PTC-100 MS researcher inc.

Los productos de la reaccion de PCR fueron cuantificados y posteriormente
secuenciados empleando el kit Big Dye, Applied Biosystems las secuencias

fueron analizadas y editadas en el programa MEGA 4 y luego se compararon
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datos del las bases de datos no redundante (rn) del GenBank usando el algoritmo
BLASTN.

4.4. Solubilizacion de fosforo

4.4.1. Analisis cualitativo de solubilizacion de fosfato

Se sembré un in6culo para cada cepa de 10 mL en medio de cultivo SRSM-PR,
después de 24 horas de incubacion, las suspensiones fueron centrifugadas a
3.000 rpm durante 5 minutos. Las células separadas fueron suspendidas en NacCl
al 0.85% y ajustado a una ODgpo= 0.500. Se sembraron alicuotas de 50 uL sobre
una placa de petri con agar SRSM-PR con puarpura de bromocresol (como
indicador de cambio de pH del medio) a razén de una microgota por caja. Las
placas fueron incubadas durante 48 h a 30+2°C. Se midieron los halos generados
a los 24 y 48 h, y con estos se calcul6 el indice de solubilizacién empleando la
formula descrita a continuacion:

IS= Didmetro halo + DiAmetro de colonia

Diametro colonia

4.4.2. Analisis cuantitativo solubilizacion de fosfato

Cada una de las cepas se colocé en caldo SRSM-PR y se incubaron durante 12
dias a 150 rpm. Posteriormente 24 mL de los cultivos se centrifugaron a 3.000
rpom y se emplearon 0.5 mL del sobrenadante para la prueba de azul de
fosfomolibdeno (Fiske y Subbarow, 1925). El espectro de absorcion del producto
de reaccion se midié a 712 nm en espectrofotometro (GENESYS TM 10 Series),
la lectura se reporto en partes por millon (ppm) de fosfato soluble, remplazando
las absorbancias a través de la curva patron. Para la preparacion de la curva
patrén (Anexo 2) se prepar6 una solucion stock de fosfatos de 150 ppm a partir de

esta solucién y con la ecuacion V1 * Cl1 = V2 * C2 se determinaron las
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concentraciones finales de fosfatos las cuales fueron leidas por triplicado en un
espectrofotometro (GENESYS TM 10 series).

4.5. Estandarizacion del inoculo

4.5.1. Curva de peso seco

Se prepararon los diferentes inoculo con 150 mL de cada cepa TVL-1, TVL-2,
PSO13, PSO14, BEOO2, BEOO3, en caldo SRSM con un periodo de incubacion
de 30h, temperatura de 30+2°C y 150rpm en agitador orbital. Posteriormente
100mL del in6culo se llevaron a centrifugacion 6.000 rpm durante 10 min.
descartando el sobrenadante y se resuspendieron las células en solucién salina
estéril- SS- (NaCl, 0.85%) hasta completar un volumen de 100 mL, esto se hizo
dos veces. La suspension celular se repartié en tubos de ensayo con peso inicial
conocido (10 mL/ tubos de ensayo) y se utilizaron cinco tubos de ensayo
adicionales con solucién salina estéril (10 mL) para determinar el peso de ésta en
la suspension celular previamente preparada. Todos los tubos fueron llevados al
horno a una temperatura 105°C durante 24 h y se pesaron nuevamente, los datos
fueron registrados cuando el peso de los tubos fue constante, las 15 mediciones
se hicieron por triplicado. Para el célculo de peso seco se utilizé la siguiente
expresion:

BM ps i =T suspd — Tss = T vacio |

Donde Bm s es la biomasa en peso seco, T susp.i €s el peso de cada tubo con
suspension celular, Tss es el peso promedio de los tubos con solucién salinay T
vacio | €S €l peso de cada tubo vacio, i es el valor de referencia de cada tubo. Se
promediaron los diez tubos, este valor se multiplicd por el factor de correccion y

se obtuvo la concentracion del peso seco de biomasa en el in6culo inicial (150
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mL), ademas se promediaron los pesos de los cinco tubos con solucién salina

para la realizacion de los calculos pertinentes.

Por otra parte se tomd el cultivo restante (50 mL) y se prepararon diluciones
seriadas (1/2, 1/3, 1/4, 1/5, 1/6, 1/8, 1/10, 1/20, 1/30) y se midié absorbancia en
un espectrofotometro (GENESYS TM 10 Series) A = 540 mn para realizar la curva
patrén de peso seco, se empled el medio SRSM estéril como blanco (ANEXOS
3,4,5,6,7y 8).

4.5.2. Cinéticas preliminares de crecimiento de los microorganismos

Se prepararon suspension de solucion salinas estériles (NaCl 0.85%) a partir de
las cajas con las cepas TVL-1, TVL-2, PSO13, PSO14, BEOO2, BEOO3 y se us6
espectrofotometria y la curva de peso seco para obtener una concentracion de 2 g
de célula /L del in6culo. Se prepard un inéculo con un volumen final 2.500 mL en
un medio SRSM sin roca fosforica sin indicador de pH en relacion 1/2 y se in6culo
con un pre-indculo 0.1%, esto se realizd por triplicado con temperaturas de
incubacion de 30+£2°C y 150 rpm. Se determiné la absorbancia de cada in6culo a
razén intervalos de dos horas. La curva fue detenida cuando el valor de
absorbancia fue similar entre mediciones consecutivas reflejando el inicio de la
fase estacionaria (Anexo 9,10,11,12,13 y 14).

4.5.3. Actividad enzimatica de la fosfatasa

La determinacion se llevé a cabo mediante la técnica de p-nitrofenil fosfato,
propuesta por (Tabatabai y Bremner, 1969).La cuantificacion de la actividad
fosfatasa alcalina de las cepas se determiné tomando 1400 pL de cada una de las
muestras del cultivo, las cuales reaccionaron con 1800 uL de p-nitrofenil fosfato al

0.08% (v/v) durante una hora a 30£2°C; la reaccion se detuvo con 3150 pL de
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NaOH 20 mmol; las muestras se centrifugaron a 8.000 rpm durante 10 minutos y
posteriormente, se realizo la lectura en un espectrofotometro (GENESYS TM 10
Series) A = 540 mn.

Para la preparacion de la curva patrén (Anexo 15) se realizé una solucion stock
de p-nitrofenil fosfato de 1000 umol/L en buffer fosfato con pH 7.0. Por medio de
la ecuacion V1 * C1 =V2 * C2. Se determinaron las concentraciones finales de p-
nitrofenil fosfato las cuales fueron realizadas y leidas seis veces en un
espectrofotometro (GENESYS TM 10 Series) A = 540 mn.

4.6. Sideroforos e Indoles totales

4.6.1. Sintesis De Sideréforos

Se evalu6 semi-cualitativamente la capacidad para producir sideroforos
empleando la técnica de cromo azurol sulfonato (CAS) (Schwyn B. y Neilands J.B.
1987). Cada cepa se sembrd en medio de cultivo MM9 suplementado con CAS
durante 24 h y se centrifugaron a 8.000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante
fue resuspendido en NaCl 0.85% y ajustado a una ODs4= 0.200. Se tomaron
alicuotas de 10 pL de la suspension, y se sembraron por triplicado sobre una
placa de petri con agar CAS a razon de una microgota por caja. Las placas fueron
incubadas durante 48h a 30+2°C. Se midieron los halos generados a los 24 y 48
horas.

La produccién de sideréforos se observo por un cambio en el color del agar CAS
de verde azulado a naranja, lo que produce la formacion de un halo claro
alrededor de cada una de las colonias.

4.6.2. Produccion Indoles totales

Para deteccion y cuantificacion de los Indoles totales producidos por las cepas de

interés a evaluar se realiz0 una curva de calibracion con el reactivo de Salkowsky
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preparado a base de acido sulfarico y cloruro férrico (Glickmann y Dessaux,
1995). A partir de los cultivos de los microorganismos a evaluar se realiz6 una
suspension celular en medio K-lactato a temperaturas de incubacion de 30+2°C a
una agitacion constante 200 rpm por 24 h, ajustado a una ODgge= 1.00 para cada
cepa se inocularon por triplicado erlenmeyers de 50 mL, con 10 mL de medio K-
lactato suplementado con triptéfano (100 pg/mL), se llevaron a incubacion de
30£2°C a 200rpm durante 72 h a temperatura ambiente. De cada fiola se tomaron
1,2 mL se centrifugaron por 10 minutos a 10.000rpm y a 1 mL del sobrenadante
se le agrego 1mL del reactivo de Salkowsky, se dejé reaccionar por 30 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad y posteriormente, se realizé la lectura en
un espectrofotometro (GENESYS TM 10 Series) A = 540 mn. Con los datos
obtenidos de absorbancia de los muestreos de los cultivos se interpolaron los
datos con la ecuacién de la recta de la curva patron (Anexo 16) y se determind la
cantidad de Indoles totales producidos en pg/mL.

4.7. Evaluacién bajo condiciones de invernadero

El experimento en invernadero bajo condiciones de invernadero se desarrollé con
un disefio completamente al azar, con ocho tratamientos (Tabla 3), tres
repeticiones y tres unidades experiméntales por repeticibn. Las variables
evaluadas fueron: longitud de la parte area (Cm), longitud radical (Cm), peso seco
de la parte aérea (g), peso seco de la raiz (g), area foliar (Cm?), flores (#), frutos
(#). Las raices de las plantulas (variedad Sofia) fueron sumergidas en una
suspension bacteriana de 200 mL a una concentracién de 10® UFC/mL en medio
SRSM-RP durante 30 minutos y transferida a bolsas plasticas de 2 kilos. El suelo

sin esterilizar fue previamente pesado y tamizado a 2 mm.
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El experimento se mantuvo bajo condiciones de invernadero por tres meses a una
temperatura minima de 7°C y maxima 37°C, humedad de rocié6 y buena
penetracion de luz. Se utilizé un suelo de textura franco -limoso y pH 5,95. Se
realizaron muestreos destructivos cada mes durante tres meses. La fertilizacion
quimica (Tabla 4) se realiz6 cada quince dias en diferentes dosis segun lo
recomendado por analisis quimico (Tabla 5), fertilizacion biologica se realiz6 al
primer y segundo mes de sembrada las plantas con 1 mL de los inoculo.

Tabla 3. Tratamientos establecidos en el ensayo del invernadero

Tratamiento Descripcion
TO Testigo absoluto (Sin fertilizacion quimica y sin inoculacion)
T1 Testigo quimico (100% de la fertilizacion quimica)
T2 Testigo bioldgico (50% de fertilizacién quimica 'y 50% de 1mL inéculo

UV1(Control)

T3 50%(de fertilizacién quimica y 50% de 1mL inéculo TVL-1
T4 50% de fertilizacién quimica y 50% de 1mL in6culo TVL-2
T5 50% de fertilizacién quimica y 50% de 1mL inéculo PSO13
T6 50% de fertilizacién quimica y 50% de 1mL inéculo PSO14
T7 50% de fertilizacién quimica y 50% de 1mL inéculo BEOO2
T8 50% de fertilizacién quimica y 50% de 1mL in6culo BEOOS3

Tabla 4. Fertilizacion quimica por bolsas en gramos 100% y 50 %

i 100% Fertilizacion quimica (g) 50 % Fertilizacién quimica ()
Parametro
1° Dosis* 2° Dosis* 3° Dosis* 1° Dosis* 2° Dosis* 3° Dosis*

Fosfato tricalcico 3.0 2.0 - 1.5 1.0 -
Urea 1.0 2.0 2.0 1.0 2.0 2.0
Sulfato de

magnesio 2.0 2.0 - 2.0 2.0 -
Sulfato de cobre 0.2 - - 0.2 _ -
Sulfato de zinc 0.6 0.6 - 0.6 0.6 -
Sulfato de

manganesio 04 0.4 - 0.4 0.4 -
Borax 0.4 0.4 - 0.4 0.4 -

* 1° Dosis (15 dias d.e), 2° Dosis (30 dias d.e), 3° Dosis (45 dias d.e)
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Tabla 5. Analisis quimico del suelo empleado en el experimento bajo condiciones

de invernadero

Parametros Resultados
pH 5.95+0.07
Contenido de material organico % 15.1+0.21
Faésforo (ppm) 13.6 £ 0.70
Azufre (ppm) 12.6 £ 0.70
Cationes intercabiables (cmol/kg)

Calcio 4.72 £ 0.69

Mangnesio 1.11+£0.35

Potasio 1.95+0.75

Sodio 0.39+£0.15

Capamdao_l efectlv_a de 8.96 + 1.81

Intercambio catonico

Conductividad eléctrica (dS/m) 0.69+£0.20

Elementos menores (ppm)

Hierro 1345+ 16.2
Cobre 1.85 + 0.07
Manganeso 17.30+£0.01
Zinc 3.45+£0.90

Los valores presentados en la tabla corresponden a la media de tres

repeticiones

4.8. Analisis estadistico

Los datos fueron sometidos a una evaluaciéon estadistica empleando un analisis

de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey con 95% de confianza.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion fenotipica

5.1.1 Caracterizacion microscopica y macroscopica

La descripcion fenotipica de las cepas bacterianas TVL-1, TVL-2, PS0O13, PSO14,

BEOO2, BEOO3 en medio SMRS-RP se describe en la tabla seis y siete.

Tabla 6. Descripcion microscépica de las cepas bacterianas en medio SMRS-RP

Cepas
Bacterianas

TVL-1
TVL-2
PSO13
PSO14
BEOO2

BEOO3

Descripciéon Microscopica

Bacilos Gram negativos, pequefnos y sueltos

Bacilos Gram negativos, pequefos, sueltos en parejas
Bacilos Gram negativos, cortos, sueltos y en parejas
Bacilos Gram negativos, gruesos y sueltos

Bacilos Gram positivos, gruesos, sueltos y forman
cadenas

Bacilos Gram positivos, delgados, sueltos y forman
cadenas

Tabla 7. Descripcion macroscépica de las cepas bacterianas en medio SMRS-RP

Cepas
Bacterianas

TVL-1
TVL-2
PSO13
PSO14
BEOO2

BEOO3

Descripcién Macroscépica

Colonias cremas, brillante, convexas, redondas, bordes
enteros

Colonias transparente, translicido, convexas, bordes
irregular

Colonias cremas, opacas, convexas, puntiformes, bordes
enteros

Colonias cremas, opacas, convexas, puntiformes, bordes
enteros

Colonias cremas, opacas, convexas, puntiformes, bordes
enteros

Colonias cremas, opacas, convexas, puntiformes, bordes
enteros
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5.1.2. Caracterizacion bioquimica
Los resultados de las caracterizaciones bioquimicas de las cepas estan

relacionadas en la tabla ocho.

Tabla 8. Prueba bioquimica de las cepas obtenidos API 20

Reacci6n/Enzima TVL-1 TVL-2 PSO13 PS0O14 BEOO2 BEOO3
Reduccion de nitratos a nitritos + + + - + -
Reduccion de nitratos en - - - - - -
nitrégeno

Formacion de indoles( triptéfano)
Fermentacion de glucosa - - - - - -
Arginina DiHidrolasa - - - - - -

Ureasa - - - - - .
Esculina + - - - + +
Hidrolisis ( proteasa) (Gelatina) - - + - + +
B-galactosidasa (para-Nitrofenil- + + - - - -
BD-galactopiranosidasa)

Glucosa + + + + + +
Arabinosa + + + + - -
Manosa + + + - + .
Manitol + + + + - -
N-Acetil-Glucosamina + + + - - +
GlucoNato potasico + + + - - -
Maltosa + + - + + -
Acido Caprico - - + + - .
Acido Adipico - - - - - .
Malato + + + + - +
Citrato trisddico + + + + - -
Acido fenil Acético - - + + - .
Oxidasa + + + + - -

5.2. Caracterizacion molecular

De las cepas TVL-1 y TVL-2 fueron caracterizadas por analisis del ADN que
codifical6S rRNA. La electroforesis del producto de PCR arrojé como resultado
una unica banda de aproximadamente 1.5 kb lo cual correspondio con el tamafio
del fragmento esperado en la Fig. 1. La secuenciacion de los fragmentos
evidencio un 100 y 98% de similitud con el género Enterobacter sp. se muestra

en la tabla nueve; cuando se comparo con la base de datos no redundante(rn) del
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GenBank, empleando el algoritmo BLASTn para las cepas TVL-1 y TVL-2,

respectivamente (Anexo 17 y 18)
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Pozos: 1 (Marcador peso molecular 1Kb); 2 (Control positivo: bacteria) 3 (Control negativo:
bacteria); 7(Cepa TVL-2); 11(Cepa TVL-1).

Figura 1. Bandas observadas en el gel de agarosa al 2%

Tabla 9. Secuencias de las cepas con bases de datos NBCI

Cepas NBCI

Bacterianas Descripcién género %
TVL-1 Enterobacter sp. 100
TVL-2 Enterobacter sp 98

5.3. Solubilizacién De Fosforo

5.3.1 Analisis cualitativo de solubilizacién de fosfato

Las cepas de estudio fueron evaluadas para determinar su capacidad para
solubilizar una fuente insoluble de fésforo y acidificar empleando medio de cultivo
SRSM-PR. Los resultados demostraron que todas las cepas testeadas fueron
capaces de solubilizar fésforo y acidificar el medio de cultivo evidenciado por el

viraje a amarillo del indicador de pH.
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Como control negativo fue empleado medio estéril el cual no dio lugar a la
generacion de halo de acidificacion ni de solubilizacién, como control positivo
interno se empled la cepa UV1. Las cepas TVL-2 y PSO14 exhibieron los
mayores indices de solubilizacion a las 24 h, mientras que TVL-1y TVL-2 fueron
las mejores transcurridas 48 horas de incubacion. En general, se observo que los
indices de solubilizacion incrementaron con el tiempo (Tabla 10). De igual forma,
se observaron cambios en el pH del medio de cultivo, lo cual pudo ser relacionado

positivamente con el tiempo de cultivo.

Tabla 10. Analisis cualitativo de solubilizacion de fosfato

Cepa indice de Solubilizacion
Bacteriana
24h pH 24h 48h pH 48h
TVL-1 1.5 + 0.06% 4.45+0.10 5.00+0.3% 4.14 +0.12
TVL-2 224021  426+005 4.07x012" 405+0.18
PSO13 1.78+0.03 555+0.07 230017 535+0.11
PSO14 2.08+0.29° 432+025 3.30£0.31"° 423+0.12
BEOO?2 1.47 + 0.06° 589+0.10 1.70+0.09® 570+0.07
BEOO3 1.67+0.14°® §67+0.18 2.33+0.14°® 628+0.16
UV1 (CONTROL) 2.92+0.14® 4.64+0.23 4.00+0.25°  4.27+0.16

indice de solubilizacion = Diametro halo + Diametro de colonia
Diametro colonia
Los valores presentados en la tabla corresponden a la media de tres repeticiones.

En general, el mecanismo bacteriano que mas se asocia a la solubilizacién de
fésforo inorganico es la biosintesis de acidos organicos los cuales disminuyen el
pH o actian como agentes quelantes. Nuestros resultados evidenciaron una
capacidad intrinseca de las cepas en estudio para disminuir el pH del medio de
cultivo lo cual puede ser explicado por las razones mencionadas previamente o
por la extrusion de protones los cuales tienen un efecto similar (Reyes et al.,

1999; Delvasto et al., 2008). La sintesis de acidos organicos suele estar asociada
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al metabolismo de algunos carbohidratos, en este caso glucosa. En este tipo de
microorganismos, ésta suele ser metabolizada via glucélisis y ciclo de Krebs lo
cual da lugar a la generacion de acidos intermediarios los cuales pueden ser
excluidos al medio con efectos directos sobre la biodisponibilidad de nutrientes
poco solubles y el pH (Gunnarsson et al., 2004).

Varios autores han reportado microorganismos pertenecientes a estos géneros
con capacidades importantes de solubilizacién, aun mas los datos reportados son
congruentes con los obtenidos en este estudio, evidenciando ademas un
importante potencial de estos para la solubilizacion in vitro de P inorganico
teniendo en cuenta la mayor insolubilidad de la roca fosférica empleada.

Seshadri y Ignacimuthu (2002) reportaron indices de solubilizacién de 2.05 + 4.11
por Pseudomonas sp. y 1.84 = 4.43 por Bacillus sp. en agar Pikovskaya
suplementado con 0,5% Cas(PO,),. De igual forma, Hariprasad y Niranjana en
2009, reportaron indices de solubilizacion de 1.9 + 0.0089 por Enterobacter sp.;
1.5 £ 0.063 por Bacillus subtilis y 2.4 + 0.033 por Pseudomonas putida en
medio Pikovskaya suplementado con 0.5% Cas(PO,)..

5.3.2. Andlisis Cuantitativo de Solubilizacion de Fosfato

Con el objetivo de corroborar los resultados previamente obtenidos e investigar un
poco mas sobre la capacidad de las cepas de estudio para solubilizar fésforo
inorganico, se decidio evaluar en cultivo liquido la capacidad de éstas para liberar
P a partir de una fuente insoluble. Los resultados mostraron que todas las cepas
fueron capaces de solubilizar la roca fosforica, donde las cepas TVL-1 y TVL-2,
presentaron los mejores resultados (p<0.05) (Tabla 11). Adicionalmente, se
evidencio una relacion significativa entre la solubilizacion de fésforo y el pH final

del medio de cultivo (R=-0.67; p<0.05).
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Tabla 11. Analisis cuantitativo de solubilizacion de fosfato

Cepas Fosforo Soluble
Bacterianas
ppm pH

TVL-1 189.5 + 0.07° 3.99 + 0.23
TVL-2 192.5 + 0.14% 3.81+0.20
PS0O13 133.0 + 0.82° 4.77 +0.10
PSO14 144.0 + 0.04° 3.85+0.27
BEOO2 127.0 + 0.22° 5.21 +0.70
BEOO3 133.0 + 0.07"* 6.02 + 0.68
UV1(Control) 138.0 + 0.13 4.48 +0.27

Los valores presentados en la tabla corresponden a la media de tres repeticiones

La capacidad bacteriana para solubilizar fésforo, como se mencion6 previamente,
estd determinada por la capacidad de ciertos microorganismos para liberar
metabolitos tales como &cidos organicos de bajo peso molecular o ciertas
enzimas las cuales pueden liberar fosforo a partir de formas organicas de este.
Ambas estrategias redundan en un aumento en la biodisponibilidad de fésforo en
la riz6sfera el cual puede ser asimilado por las plantas (Sagoe et al., 1998).

Muchos géneros bacterianos han sido ampliamente reportados por su capacidad
para mineralizar o solubilizan fuentes organicos o inorganicas de fosforo,
respectivamente. De aqui, destacan géneros como Pseudomonas Yy
Enterobacter. En particular, se ha evidenciado que estas PGPR pueden
solubilizar fésforo mediante la sintesis de éacidos organicos como el citrico,
butirico, lactico, succinico, malico, glucénico, acético, gliconico, fumarico y 2-
cetogluconico, entre otros. En suelo, la sintesis de estos acidos no provoca un
cambio en el pH del suelo sino que logra la generacion de microambientes
acidicos en los cuales la disponibilidad de P es mayor (Rodriguez et al., 2000).

Alun mas, algunos de estos acidos tienen una actividad adicional la cual consiste
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en actuar como agentes quelantes debido a la presencia de muchos grupos
carbonilo, lo que les permite formar compuestos de coordinacion con cationes
polivalentes como calcio, magnesio, hierro (Il o Ill), entre otros, los cuales se
encuentran asociados a iones ortofosfato en la mayor parte de los casos.

Yu et al. (2011), reportaron resultados similares a los reportados en nuestro
estudio, empleando Pseudomonas chlororaphis, Bacillus cereus vy
Pseudomonas fluorescens y el mismo medio de cultivo, pero en este caso,
suplementado con fosfato tricalcico, con concentraciones de fésforo disponible
que estuvieron entre 81.09 y 233.35 mg/L acompafiado de una disminucion
significativa en el pH luego de 72 h de incubacién. De manera similar, Son et al.
(2005) demostraron que la bacteria P. agglomerans solubiliza el fosfato en medio
liquido suplementado con 0.5% Ca3(PO,),, al encontrar concentraciones de 209 a
215 mg /L de fésforo soluble | en todos los casos, la solubilizacién de fosfato
insoluble estuvo asociada a una disminucion del pH, el cual oscil6 entre 2.6 y 5.7.
Como se evidenciaron con las cepas del presente estudio.

5.4. Liberacion de fosforo mediante actividad enzimatica

En suelo, la mayor parte del fosforo corresponde a sales inorganicas insolubles,
sin embargo, como resultado del proceso de descomposicion de la materia
organica la liberacion de compuestos organicos fosforados también se da y en
consecuencia, los mecanismos metabdlicos para llevar a cabo la toma de éste
tipo fosforo representa también una importante fuente para la nutricion vegetal. En
primer lugar, fueron establecidas las cinéticas de crecimiento con el fin de
esclarecer los tiempos de inicio de la fase estacionaria en cada una de las cepas

de estudio, y asi realizar los analisis enzimaticos correspondientes. En segundo
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lugar, fue determinada la capacidad enzimatica de las cepas para liberar fésforo
organico.

5.4.2. Cinética preliminar de crecimiento de los microorganismos
Determinamos las curvas de crecimiento de cada una de las cepas de estudio
estableciendo el inicio de la fase exponencial y asi mismo su finalizacion. De igual
manera, establecimos la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de
duplicacién de cada unas de las cepas (Tabla 12). Esto, con el objetivo de
establecer la fase estacionaria en el cual se evaluaria la actividad fosfatasa la

cual esté fuertemente ligada al final de la fase exponencial de crecimiento.

Tabla 12. Parametros cinéticos

o . Velocidad
Cepas |n|C|o_defa§e Tiempo _d,e especifica de
: estacionaria duplicacion D
Bacterianas (horas) (horas) crecimiento
(horas™)
TVL-1 24 1.90 0.363
TVL-2 23 1.79 0.382
PSO13 23 2.30 0.301
PS0O14 18 1.99 0.367
BEOO2 20 2.16 0.319
BEOO3 24 3.90 0.177

5.4.3. Actividad enzimatica de la fosfatasa

Los resultados evidenciaron que solo las cepas TVL-1, TVL-2 y PSO13 fueron
capaces de sintetizar la enzima (fosfomonosterasa) encargada de Ila
mineralizacion del fésforo. La cepa TVL-2 presentd la mayor produccion, seguida
por TVL-1, mientras la cepa PSO13 obtuvo una minima expresion de la enzima
(p<0.05) comparadas con el control positivo DH5 « (Tabla 13). Las cepas PSO14,

BEOOZ2, BEOO3 y UV1 bajo las condiciones empleadas no presentaron actividad
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enzimatica. Resultados similares fueron reportados por Park et al. (2010) quienes
sefalan en su estudio que la actividad de la fosfatasa acida producida por las
bacterias aisladas varié de 0.0034 a 0.1401 nM, medido por la produccion de p-
nitrofenol. Las dos cepas de bacterianas que mostraron la mayor actividad de la
fosfatasas acidas fueron identificadas como Pantoea sp., con resultados 0.144

nM y Enterobacter cloacae, con resultados de 0.1401 nM de fosfatasas.

Tabla 13. Andlisis cuantitativo de Actividad enzimatica

Actividad Enzimética

Cepas Bacterianas uf=(nM)
TVL-1 0.136 *0.006°
TVL-2 0.538 +0.003"
PSO13 0.015 + 0.003°
PSO14 0.000 + 0.000
BEOO2 0.000 + 0.000
BEOO3 0.000 + 0.000
DH5a (Control

Positivo) 5.940 + 0.043%
UV1 (Control

Negativo) 0.000 + 0.000

Uf :Unidades de fosfatasa
Los valores presentados en la tabla corresponden a la media de tres repeticiones

Teniendo en cuenta que las cepas empleadas en el presente estudio fueron
aisladas a partir de diferentes tipos de suelos y de cultivos, la expresion de la
actividad fosfatasa en cada una de ellas puede estar ligada a diversas
condiciones ambientales que favorecen o reprimen su sintesis, De Souza (2007)
aseverd que la actividad enzimatica depende de una larga serie de factores
medioambientales. Entre ellos destacan la concentracion de sustrato y enzima, la
composicion del medio de reaccion, temperatura, pH, iones, inhibidores, entre

otros. De igual manera, Sarapkka (2003) consider6 que la actividad de la
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fosfatasa en el suelo puede estar relacionada con el porcentaje de materia
organica presente.

Jaramillo et al. (2009) aseguraron que los suelos asociados al cultivo del tomate
generalmente poseen altos contenidos de materia organica (por encima de 5 %),
buen contenido de nutrientes y pH entre 5.8 a 6.8; por el contrario el cultivo de
figue se presenta en suelos de textura mediana silicos-arcillosos y con buena
porosidad, poca materia organica y un pH entre 5 y 7 no limitante para el
desarrollo de aqui su importante rol en recuperacibn de suelos
(http://www.finagro.com.co/html). Este tipo de contrastes pueden explicar
parcialmente los resultados evidenciados a nivel de laboratorio. Rotenberg et al.
(2007) demostraron que la composicion y la cantidad de materia organica edéafica
juegan un rol fundamental en el funcionamiento y sustentabilidad de los sistemas
agropecuarios, debido a que impactan significativamente sobre las propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas del suelo.

5.5. Sider6foros e Indoles totales

5.5.1. Sintesis de sideroforos

La sintesis microbiana de sideroforos estd asociada con el aumento en la
captacién de hierro, lo cual puede asociarse a una mejor atraccién de ese mismo
elemento por las plantas y a la proteccion de estas del ataque de algunos
patdgenos. En la mayor parte de suelos este elemento es restrictivo debido a su
baja biodisponibilidad por precipitacion o quelacién. La evaluacion de la
capacidad de las bacterias en estudio para sintetizar sideroforos las cuales son
moléculas organicas con una alta afinidad para la quelacion de cationes
polivalentes. Para esto, se empled la técnica de medicion de sideroforos basada

en la utilizacién del compuesto “Chrome Azurol Sulfonato” (CAS) el cual tiene la
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capacidad de formar un complejo CAS-Fe el cual tiene color azul a pH cercano a
5.6. Cuando la bacteria crece sobre el medio CAS, la disponibilidad de Fe para
esta disminuye drasticamente debido a que la mayor parte se encuentra quelado
al CAS.

La bacteria pueda tomar el Fe sintetizando éstas moléculas denominadas
sideroforos los cuales tienen mayor afinidad por el Fe que el mismo CAS, cuando
el complejo se disocia se genera un cambio en la coloracion del medio de cultivo
el cual es indicativo de la capacidad bacteriana para sintetizar sideroforos. Las
cepas TVL-1, TVL-2, PSO13 y PSO14 fueron capaces de producir este grupo de
compuestos, evidenciando un incremento asociado al tiempo. La cepa que
presentd mayor produccion tanto a las 24 como a las 48 horas fue la cepa PS0O14

(p<0.05) (Tabla 14).

Tabla 14. Produccidén semi-cuantitativa de sider6foros

Didmetro de halos (mm)

Cepas Bacterianas

24 h 48 h
TVL-1 2.33+0.57° 12.3+0.57°
TVL-2 4.33 + 1.54% 14.7 + 1.00%
PSO13 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
PS0O14 5.67 + 0.57% 17.3 +1.52?2
BEOO2 4.33+1.52° 12.3+0.57°
BEOO3 3.00 + 1.00° 12.7 + 1.52°
UV1 CONTROL 4.33+0.57° 13.7 +0.57°

Los valores presentados en la tabla corresponden a la media de tres
repeticiones

Como se menciond previamente, los compuestos tipo siderdforos tienen la
capacidad de formas enlaces de coordinacion con algunos cationes polivalentes.
Esto se da, en particular, por la presencia en este tipo de compuestos de ciertos
grupos funcionales como el carbonilo, amino o tiol los cuales contienen atomos
con uno o varios pares de electrones libres los cuales pueden formar enlaces de
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coordinacion con elementos desprovistos de electrones en la dltima capa de
valencia.

Esta estrategia ha de mostrado estar directamente relacionada con el control
biologico de enfermedades en las plantas (Dutta et al., 2006; Hamdali et al.,
2008). Por lo tanto, este tipo de moléculas pueden desempefiar un papel
importante en la competencia con microorganismos de la rizésfera y/o actuando
como promotores de crecimiento (Omar, 1998). Boopathi y Rao (1999) obtuvieron
resultados similares a los reportados por nosotros.

Ellos obtuvieron aislamientos de Pseudomonas putida de la rizésfera asociada
al cultivo del garbanzo, las cuales produjeron compuestos tipo sideroforos en
medio CAS, ellos aseguran que Peudomonas putida parece poseer una eficaz
quelacién del hierro y el transporte suficiente que conferiria una ventaja en el
organismo productor mas que en otros microorganismos para la asimilaciéon de
hierro en condiciones suficientes, apoyando asi su propio crecimiento y suprimir el
crecimiento de la planta microorganismos patégenos en la rizésfera.

De igual forma Wani et al. (2007) reportaron que cepas de Bacillus sp. aisladas
de suelos de mostaza y tomate también produjeron sideréforos evaluados
mediante la misma técnica en condiciones de ausencia y presencia de un estrés
abiotico como lo es la presencia de cromo ( Cr®") 50, 100, 150.

5.5.2 Produccién de indoles totales

Al evaluar la produccion de compuestos indolicos, se observé un comportamiento
similar en todas las cepas evaluadas; presentado mejores resultados con TVL-2 y

TVL- 1 (p>0.05) (Tabla 15).
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Tabla 15. Produccion de indoles totales

Produccién de indoles totales

Cepas Bacterianas

(ug IAA/ mL)

TVL-1 24.61+0.73%

TVL-2 27.11+0.48°
PSO13 24.29 + 2.33%°
PSO14 22.14 + 1.48"™

BEOO2 18.43 + 0.61¢

BEOO3 19.97 + 3.21

UV1 (Control) 19.54 + 0.41°

Los valores presentados en la tabla corresponden a la media de tres repeticiones

En general, la produccion de auxinas por las bacterias, especialmente acido 3-
indolacético han evidenciado influir significativamente sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Varios estudios han demostrado que la produccion in
vitro de AIA y otras hormonas fisiologicamente activas derivadas del L- triptéfano,
son una caracteristica de las cepas PGPR (Tien et al., 1979; Jain y Patriquin,
1985), aunque existen diferencias entre cepas en la capacidad para sintetizar AIA
sobre el medio de cultivo.

Esta capacidad depende de las condiciones ambientales, de la etapa de
crecimiento, de la constitucion genética y de la concentracion de intermediarios
(Fallik et al., 1989). Ahmad et al. (2005), reportaron resultados similares a los del
presente estudio, que en presencia de 5mg de triptéfano, seis aislamientos de
Pseudomonas fluorescens produjeron AlA en rangos entre 23.4 y 36.2 pug/mL.
De igual manera, Ali et al. (2009), realizaron analisis colorimétricos a cultivos
bacterianos en fase estacionaria e indicaron que diferentes aislamientos de
Bacillus sp. variaron en su capacidad para producir auxinas en presencia y en
ausencia de L-triptéfano. Las cepas que producian bajos niveles de AIA en
ausencia de L-triptofano, al aumentar las concentraciones de este compuesto

(200 pg/mL de triptofano), aumentaban la produccion de AIA en rangos que
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oscilaban entre 19.6 + 0.7 pg/mL y 21+ 0.6 pg/mL. Es importante resaltar que en
el presente ensayo se utilizaron concentraciones mas bajas de triptéfano (100
ppm) para evaluar la produccion de AlA, lo cual permite afirmar que las cepas
evaluadas pueden ser consideradas como promotoras del crecimiento vegetal por
su alta sintesis de AlA.

5.7. Experimento en invernadero

5.7.1 Longitud de la planta

Los resultados evidenciaron que la inoculacién con las bacterias de este estudio
influyé positivamente sobre la longitud de la parte aérea de las plantas. De
manera general, se observo que la inoculacién con las bacterias logré estimular la
elongacion de la planta cuando esta se comparé con el testigo absoluto.
Igualmente, con respecto al testigo quimico no se observaron diferencias
significativas en la mayor parte de los casos, no obstante en algunos casos fue
posible observar un efecto superior de la inoculacién bacteriana.

Los resultados mostraron que en el primer mes de muestreo la inoculacién con
BEOO3 y UV1 (p<0,05) incrementd el crecimiento de la planta en 15.2% y 15.4%
con respecto al testigo absoluto y del 29.5% y 29.7% con respectivo al testigo
guimico, respectivamente. No obstante, las diferencias fueron acentuadas con
respecto al testigo absoluto donde las cepas TVL-2 y BEOO2 incrementaron el
tamafo de la planta dos veces aproximadamente.

Con respecto al testigo quimico las diferencias fueron de 9.14% y 8.89%,
respectivamente. En el tercer mes de muestreo, la bacteria que mostro ejercer el
mayor efecto fue PSO14 la cual fue casi tres veces mayor con respecto al testigo
absoluto, mientras que comparado con el testigo quimico, fue del 42.1% (Fig. 2).

De la misma manera la longitud de la raiz fue incrementada por la inoculacion
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bacteriana (Fig. 3). En el primer mes observamos diferencias importantes
ejercidas por la cepa UV1 y TVL-1 de casi dos veces con respecto al testigo
absoluto y de 33.1%y 17.4% con respecto al testigo quimico. En el segundo mes
se observo que la cepa PSO13 superd en 53.5% al testigo absoluto y 19.0 % al
testigo quimico (p<0.05). No obstante, al tercer mes de muestreo, se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) positivas de todas las cepas con respecto al
testigo absoluto y la cepa PSO14 con respecto al testigo quimico obtuvo

incremento del 200% (Fig. 3).
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Figura 2. Altura de la parte aérea de la planta de tomate (var. Sofia) por planta
Cada valor es la media de tres repeticiones. Las barras de error representan la
desviacion estandar. Las letras representan diferencias estadisticamente

significativas (Prueba Tukey p <0,05).
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Figura 3. Longitud radical de la planta de tomate (var. Sofia) por planta. Cada
valor es la media de tres repeticiones. Las barras de error representan la
desviacion estandar. Las letras representan diferencias estadisticamente

significativas (Prueba Tukey p <0,05).

Los resultados mostraron que la longitud de la planta fue incrementada por la
inoculacién bacteriana lo que se explica por una mejora en la nutriciéon de la
misma o por la accién de sustancias estimulantes sintetizadas por bacteria las
cuales tienen un efecto directo sobre la elongacion de la planta. Los resultados
evidenciaron que la cepa PSO14 fue la que mas pudo influir sobre el proceso de
elongacion de las plantas de tomate.

Es importante destacar que a pesar que no fue la que mostré los mejores
resultados in vitro fue la que evidencié un mejor efecto sobre la elongacion de la
planta. Estos resultados pueden ser explicados con base en la presencia de
diferentes condiciones entre las pruebas realizadas en invernadero y laboratorio
las cuales pueden influir significativamente sobre la capacidad de las bacterias

para promover el crecimiento vegetal.
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La PSO14 tuvo la capacidad in vitro para solubilizar fésforo inorganico, elemento
fundamental en la fotosintesis y en la respiracién celular, y necesario para el
desarrollo de estructuras reproductivas. La disponibilidad de este elemento para
ser asimilado por la planta, mejora la calidad del cultivo (Jaramillo et al., 2007).
Asimismo, la cepa PSO14 también tuvo la capacidad de producir metabolitos
benéficos para la planta, tales como fitohormonas y sideroforos.

Esta evidencia sugiere un aporte fundamental de la PGPR a la nutriciéon de la
planta por tanto, a la mejora de los resultados del crecimiento vegetal (Kumar-
Mishra et al., 2010). Kirankuman et al. (2008) evidenciaron que el género
Pseudomonas mejoré significativamente el crecimiento vegetal de plantas de
tomate registrando mayor altura, mayor rendimiento del fruto y absorcion de
nutrientes en la presencia de patdgenos, atribuyendo al hecho que esta cepa
tiene un alto potencial para la colonizacion de la raiz. Observaciones similares
fueron hechas por Jagadeesh (2000), quien también obtuvo un crecimiento
significativamente mejorado del cultivo de tomate por inoculacion de cepas
aisladas pertenecientes al género Pseudomonas sp.

5.7.2. Peso seco de la planta

Uno de los principales resultados que tiene la estimulacion por biofertilizacion es
el efecto sobre el tamafo de la planta, sin embargo la informacion de la longitud
de la planta resulta mejor justificada cuando se relaciona con la biomasa seca de
la planta la cual no so6lo esta relacionada con un aumento en la elongacion vertical
de la planta sino también con el aumento en el crecimiento horizontal de la
misma. Por ejemplo, la sintesis bacteriana de auxinas puede tener un efecto

importante sobre el desarrollo de raices secundarias y de pelos radicales,
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variables que no estan relacionadas con un aumento en la longitud de la raiz sino
del peso de la planta.

Los resultados evidenciaron (Fig. 4) que en el primer mes la biofertilizacion
exhibié diferencias significativas con respecto al testigo absoluto mientras que no
se presentaron diferencias con el testigo quimico. En el segundo mes, todas las
cepas mostraron ejercer un efecto positivo significativo sobre el peso de la parte
aérea, sin embargo no fueron observadas diferencias en la mayor parte de los
casos con respecto al testigo quimico. Las cepas que presentaron el efecto mas
importante sobre el peso seco de la parte aérea de las plantas fueron TVL-2,
PSO13, PSO14 y BEOOZ2. En el tercer mes se observd un patrén diferentes y las
diferencias entre cepas se hizo mas notoria, alin mas con respecto al testigo
absoluto. No obstante la cepas la cepa TVL-2 presentdé un efecto importante
puesto que se mantuvo igual al tratamiento quimico y presenté un tamafio cinco
veces mayor que el testigo absoluto (Fig. 4).

Con respecto al tamafio de la raiz el aumento de su biomasa tiene fuertes
repercusiones en la capacidad de las plantas para asimilar los nutrientes del suelo
puesto que representa una mayor exploracién del suelo por parte de las raices
(Antoun y Prevost, 2005). Varios estudios han mostrado que el acido 3-
indolacético tiene un importante impacto sobre el desarrollo radicular de las
plantas (Ashrafuzzaman et al., 2009) igualmente se ha mostrado que ciertas
bacterias rizosféricas son capaces de sintetizarlo también pudiendo influir de
manera importante sobre el desarrollo de las mismas.

No obstante, existen una serie de factores que determinan el éxito de los
microorganismos productores de auxinas sobre la elongacion de las raices en la

planta dentro de los cuales destacan el tipo de auxina sintetizada, el grado de
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cercania a la raiz de la bacteria y la cantidad que pueden producir cuando se
encuentran asociadas a la planta (Ahmad et al. 2005).

Nosotros observamos que el peso seco de la raiz de las plantas inoculadas
exhibié un mayor valor que el testigo absoluto en el primer mes, sin embargo el
tratamiento quimico presentd el mejor resultado solo igualado por la inoculacién
con PSO14, lo cual puede ser explicado por una mayor disponibilidad de
nutrientes en suelo en el control con fertilizacibn completa. En el segundo mes las
diferencias con respecto al testigo absoluto se acentuaron, mientras que la
inoculacioén con las bacterias influyo sobre el crecimiento de la planta y present6
resultados similares a los obtenidos en el testigo quimico. Las cepas PSO13,
TVL-1, PSO14 presentaron un incremento significativo de 6.8%, 5.9% y 5.5% con
respecto a éste.

Algunos estudios han mostrado que la inoculacién con bacterias promotoras
causan efecto sobre el desarrollo de la planta de algunas de las moléculas
efectoras que ellas liberan estas son especificas y directamente relacionadas a la
fase de crecimiento de la planta, luego es posible que este resultado sea producto
de este efecto. En el tercer mes, las diferencias se hicieron mas notorias. Las
cepas TVL-2 y PSO14 mostraron los mejores resultados superando e igualando al
testigo quimico por 29.0% y 14.4%, y por siete y seis veces con respecto al

testigo absoluto (Fig. 5).
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Figura 4. Peso seco de la parte aérea de planta de tomate (var. Sofia) por planta.
Cada valor es la media de 3 repeticiones. Las barras de error representan la
desviacion estandar. Las letras representan diferencias estadisticamente
significativas (Prueba Tukey p <0,05).
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Figura 5. Peso seco de raiz de planta de tomate (var. Sofia) por planta. Cada
valor es la media de tres repeticiones. Las barras de error representan la
desviacion estandar. Las letras representan diferencias estadisticamente
significativas (Prueba Tukey p <0,05).

Patten y Glick (2002) aseguraron que el género de Pseudomonas, tiene un
potencial para estimular el crecimiento de las plantas por la produccion de AlA; lo
cual se observé en nuestro estudio. De igual manera, Gravel et al. (2006)
mostraron que la cepa de P. putida subgrupo Bl y Trichoderma atroviride son
capaces de sintetizar AIA a partir de diferentes precursores (Triptdfano,
Triptamina y Tryptophol) in vitro, y apoya la teoria de que el AlA producido por
los microorganismos podrian estar involucrados en la estimulacion del crecimiento
observado su ensayo en invernadero, los cuales mostraron afectd el crecimiento
de las plantulas de tomate.

3.7.3. Areafoliar

En el primer mes, todas las cepas presentaron diferencias significativas (p>0.05)
positivas con respecto al testigo absoluto. Aun mas, la cepa BEOO3 obtuvo un
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incremento del 17.0% con respecto testigo quimico. En el segundo mes se siguio
observando el mismo patron con respecto al testigo absoluto, pero se evidencio
que las cepas PSO14, TVL-2 y TVL-1 presentaron un incremento 36.4%, 24.7% y
8.06% respectivamente con respecto al testigo quimico. En el tercer mes las cepa
PSO14 y TVL-2 siguieron presentando este comportamiento respecto al testigo
absoluto con un incremento de 3 veces aproximadamente y del 36.4% y 24.4%

respectivamente con respecto al testigo quimico (Fig. 6).
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Figura 6. Aérea foliar de tomate (var. Sofia) por planta. Cada valor esla media
de 3 repeticiones. Las barras de error representan la desviacién estandar. Las
letras representan diferencias estadisticamente significativas (Prueba Tukey p
<0,05).

El aumento en éarea foliar es un fuerte indicativo de un aumento en la tasa de
actividad fotosintética en las plantas. Esto representa mayores niveles en el
contenido de carbono producto de la fijacidbn y en consecuencia un mayor tamano
de la planta (Taiz y Zaiger, 2010). Este aumento en la actividad fotosintética se

suele asociar con una mejora en el estatus nutricional de la planta donde la
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bacteria pudo llegar a ejercer un importante efecto. En laboratorio, nosotros
evaluamos ciertas capacidades metabdlicas bacterianas las cuales han mostrado
estar estrechamente ligadas a la promocion de crecimiento vegetal: solubilizacion
de fbsforo inorganico, mineralizacion de fosforo organico, produccion de
siderdforos, sintesis de auxinas.

Los resultados evidenciaron que las cepas de estudio tienen un importante rol en
la solubilizacién de fésforo, lo cual se puede ver reflejado en el aumento en la
biodisponibilidad de fésforo en suelo lo cual influye directamente sobre la
captacion de fésforo por la planta, elemento el cual a pesar de ser abundante es
poco biodisponible luego suele ser una limitante para el crecimiento de la planta.
Un aumento en el contenido de fésforo implica un mejor fithess vegetal ya que
este elemento hace parte de biomoléculas vitales y en consecuencia de procesos
fundamentales para el desarrollo vegetal como la fotosintesis.

Las bacterias del género Enterobacter, Pseudomonas y Bacillus son
ampliamente encontradas en suelo rizosférico y en estrecha asociacion a
diferentes géneros vegetales, no obstante la forma en la cual interactian con la
raiz difiere de género a género. Adicionalmente, varios reportes han evidenciado
su importante papel en la promocién del crecimiento vegetal.

Los efectos de las bacterias benéficas las cuales se conocen popularmente como
PGPR por sus siglas en inglés y que tienen la capacidad de promover el
crecimiento de las plantas pueden ocurrir a través de mecanismos directos o
indirectos, que incluyen la produccién de fitohormonas y enzimas que promueven
el crecimiento de las plantas, el aumento de la absorcion de nutrientes, y la
prevencion de fitopatégenos nocivos (Glick et al., 1999; Whipps, 2001). Ademas,

la aplicacion de las especies de este género permite mejorar la absorcion de
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fosfato por parte de las plantas (Vassileva et al., 1999).

5.7.4. Numero de flores y frutos

En términos agricolas, los aumentos en la longitud y peso de la planta estan
directamente relacionados con el aumento en la eficiencia del proceso, es decir,
los resultados que hasta ahora se han obtenido demuestran que las estrategias
de fertilizacion probadas basadas en la utilizacion de una menor dosis de
quimicos combinado con el uso de ciertos microorganismos con habilidades
promotoras de crecimiento vegetal pueden igualar parcialmente o superar la
productividad generada por los tratamientos convencionales de fertilizacion
agricola. No obstante, el parametro que resulta definitivo en la productividad de un
cultivo como el tomate es la cantidad de frutos que se puedan generar, de igual
manera el nimero de flores proporciona un estimativo adecuado de la eficiencia
del proceso de fertilizacion.

Los resultados evidenciaron (Fig. 7) que el numero de flores fue fuertemente
influenciado por el tratamiento empleado para la fertilizacion. Es asi, como todos
los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control absoluto, no obstante estas diferencias se presentaron solo
después del segundo mes cuando el cultivo de tomate inici6 su proceso de
floracion. En ese mes, las diferencias entre el tratamiento quimico y los
bacterianos fueron significativas, donde el nimero de flores por planta fue casi
dos veces superior al resto de los tratamientos.

No obstante, en el mes tres las diferencias se redujeron entre los tratamientos,
donde la inoculacion con la cepa TVL-2 exhibio los mejores resultados y ninguna
diferencia fue exhibida entre otro tratamiento biolégico y el testigo quimico (Fig.

7).
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Figura 7. Numero de flores (var. Sofia) por planta. Cada valor es la media de 3
repeticiones. Las barras de error representan la desviacion estandar. Las letras

representan diferencias estadisticamente significativas (Prueba Tukey p <0,05)

Con respecto al numero de frutos (Fig. 8) los resultados evidenciaron diferencias
significativas entre la fertilizacién biol6gica y la quimica con respecto al control
absoluto, lo cual evidencié un efecto positivo ejercido por la presencia de los
microorganismos. En particular en el tercer mes de muestreo las cepas TVL-2 y
PSO14 superaron en 8.7% y 6.2% al testigo quimico, respectivamente. Mientras
que el resto de los tratamientos microbianos no presentaron diferencias
significativas con el control quimico (Fig. 8). Por lo tanto, se puede afirmar que la
aplicacion de las bacterias con cualidades promotoras de crecimiento vegetal tuvo
una influencia significativa sobre el desarrollo vegetal, adn mas mostrd tener

efectos importantes sobre el desarrollo vegetal observado como un numero
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similar o mayor de frutos empleando tan solo la mitad de la fertilizaciébn quimica

tradicional.
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Figura 8. Numero de frutos (var. Sofia) por planta. Cada valor es la media de 3
repeticiones. Las barras de error representan la desviacion estandar. Las letras

representan diferencias estadisticamente significativas (Prueba Tukey p <0,05)

Los microorganismos evaluados presentaron la capacidad para producir auxinas,
las cuales son sustancias con un efecto regulador sobre el crecimiento de la
planta, estando intimamente relacionado con los procesos de fructificacion de las
plantas (Srivastava y Handa, 2005). Por tanto, es posible afirmar que la
inoculacién con las bacterias favorecieran la produccion de frutos, teniendo en
cuenta que las cepas TVL-2 y PSO14 presentaron produccion de AlA. De igual
manera, a pesar que la fertilizacion quimica fue menor la no aparicion de
diferencias significativas en el nimero de frutos evidencia el hecho que no hubo
una deficiencia nutricional. Por tanto, la inoculacidon con estos microorganismos

promotores de crecimiento vegetal representa una alternativa limpia y segura para
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asegurar la fertilizacion de los cultivos sin incurrir en los costos ambientales y
econdmicos de la fertilizacion quimica tradicional.

En conclusion, los resultados del presente estudio sugieren que la inoculacion de
las plantas de tomate con las cepas TVL-2 y PSO14 exhibe un gran potencial
para estimular el crecimiento y la produccion de este cultivo. El uso de este tipo
de bacterias, pueden ser una alternativa prometedora como biofertilizantes para el
cultivo de tomate y la produccion en la agricultura sostenible teniendo en cuenta
gue disminuiria el impacto sobre el medio ambiente al reducir el uso excesivo de
fertilizantes de sintesis quimica.

De igual forma, se podran reducir los costos de produccion, pues los hallazgo en
las pruebas in vitro donde las dos bacterias sefialadas exhibieron los indices mas
altos en la produccion de compuestos tipo indoles que han sido ampliamente
reportado por favorecer el desarrollo de la planta (Badri et al., 2009; Tamaguchi et
al., 2006), asi como las pruebas bajo condiciones de invernadero, sefalan de
manera notoria un aumento en las variables agrondémicas evaluadas. Varios
autores (Tamaguchi et al., 2016; Beneduzi et al., 2008; Egamberdiyeva, 2007,
Shoebitz et al., 2009) han reportado la capacidad productora indoles, sideroforos
y solubilizacién de fosforo para promover el crecimiento de las plantas incluso la
presencias de estrés abioticos (Ma et al., 2011).

Los microorganismos evaluados presentan la capacidad de producir AlA,
regulador del crecimiento que estd intimamente relacionado con los procesos de
fructificacion de las plantas (Srivastava y Handa, 2005). Por tanto, es posible
afirmar que la inoculacion con las bacterias favorecieran la produccion de frutos,
teniendo en cuenta que las cepas TVL-2 y PSO14 presentaron produccién de

AlA.
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Conclusiones

El uso de bacterias caracterizadas por sus capacidades de promover el
crecimiento vegetal generé en este estudio un efecto positivo sobre el crecimiento
y produccion del cultivo del tomate. Se identificaron dos cepas de Enterobacter
sp. aisladas del mismo cultivo con base en su caracteristicas microscopicas,
macroscopicas, pruebas bioquimicas y su identidad molecular mediante
secuenciacion del fragmento 16S rDNA. Adicionalmente evalué dos cepas
pertenecientes al género Pseudomonas y dos de Bacillus. Se observo que las
bacterias evaluadas tuvieron algunas de las -caracteristicas asociadas a
promocion de crecimiento vegetal in vitro (solubilizacion de fésforo, actividad
fosfatasa, sintesis de indoles,produccion de sideréforos), evidenciando en
invernadero un efecto positivo sobre el cultivo de tomate cuando fueron aplicadas
con un 50% de fertilizacion quimica y se compararon tanto con el tratamiento no
fertilizado como con el que lo fue completamente. Estos hallazgos permiten
concluir que los tratamientos que se dispusieron en el ensayo en invernadero
proporcionan informacion valiosa acerca de diferentes alternativas para promover
el crecimiento de los cultivos sin incurrir en mayores costos econdmicos y
ambientales. No obstante, se cosidera que debe haber mas investigacion para
lograr establecer planes adecuados de fertilizacion tradicional que combinen el
uso de la tradicional y el uso de bacterias con mayor potencial para la

biofertilizacion de cultivos de interés en nuestro pais.
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Recomendaciones

Identificar los &cidos orgénicos producidos por cada especie bacteriana

presentes en este estudio.

Determinar la identidad de la especie de la cepa TVL-2 mediante la

ampliacion y secuenciacion de otros genes.

Evaluar las cepas TVL-2 y PSO14 en condiciones de campo; en cultivos de

tomate.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion quimica de la Roca Fosférica “Fosforita de pesca’

Composicién quimica de Fosforita de pesca 30%

Foésforo Total (%P205) 30%
Fosforo Asimilable (%P20s) 4%
Fosforo de Lenta Asimilacion (%P.0s)  26%
Calcio 40%
Silicio 12%
Magnesio 0.1%
Manganeso 40ppm
Cobre 30ppm
Molibdeno 10ppm
Zinc 300ppm
Humedad 3%

Fuente: www.fosfatosdeboyaca.com, 2009.

Anexo 2. Curva patron para determinacion de P soluble con técnica
fosfatomoliddeno
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Anexo 3. Curva de peso seco Cepa TVL-1

Absorvancia ( 540nm)
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Anexo 4. Curva de peso seco Cepa TVL-2.
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Anexo 5. Curva de peso seco cepa PSO13
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Anexo 6 . Curva de peso seco cepa PSO14
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Anexo 7. Curva de peso seco cepa BEOO2

Absorbancia (540mn)
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Anexo 8. Curva de peso seco cepa BEOO3
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Anexo 9.
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Cinética preliminar de la cepa bacteriana TVL-1
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Cepa TVL-1.Tiempovs. LN(X/XX0) y ecuacion de regresion lineal. Donde Xo representa el valor
inicial biomasa y X la medicion de la biomasa en tiempo.
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Anexo 10. Cinética preliminar de la cepa bacteriana TVL-2
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Cepa TVL-2.Tiempovs. LN(X/XXo0) y ecuacién de regresion lineal. Donde Xo representa el valor
inicial biomasa y X la medicion de la biomasa en tiempo.
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Anexo 11. Cinética preliminar de la cepa bacteriana PSO13
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Cepa PSO13.Tiempovs. LN(X/XX0) y ecuacién de regresion lineal. Donde Xo representa el valor
inicial biomasa y X la medicion de la biomasa en tiempo.
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Anexo 12. Cinética preliminar de la cepa bacteriana PSO14
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Cepa PSO14.Tiempovs. LN(X/XX0) y ecuacién de regresion lineal. Donde Xo representa
el valor inicial biomasa y X la medicién de la biomasa en tiempo.



Anexo 13. Cinética preliminar de la cepa bacteriana BEOO2
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Cepa BEOO2.Tiempovs. LN(X/XX0) y ecuacién de regresion lineal. Donde Xo representa
el valor inicial biomasa y X la medicién de la biomasa en tiempo.
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Anexo 14. Cinética preliminar de la cepa bacteriana BEOO3

07 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -

0,2

Absorbancias (540mn)

0,1

0,0

T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

w
(%)

y =0,1775x +0,6278
R2 = 0,9543

LN(X/XX0)
N

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Cepa BEOOS3Tiempovs. LN(X/XX0) y ecuacion de regresion lineal. Donde Xo representa
el valor inicial biomasa y X la medicién de la biomasa en tiempo.



Anexo 15. Curva patron de p-nitrofenil fosfato para determinacion de Actividad

enziméatica

Concentracion (nM) Absorbancia (450 nm)
1 0,259
0,9 0,241
0,8 0,226
0,7 0,196
0,6 0,168
0,5 0,154
0,4 0,122
0,3 0,102
0,2 0,080
0,1 0,034

Anexo 16. Curva patrén para determinacion de indoles Totales

Concentracién (ug/mL) Absorbancia (540 nm)
1 0,108
2 0,171
3 0,229
4 0,274
5 0,329
6 0,379
8 0,478

10 0,617
12 0,738
14 0,860
16 0,886
18 0,946
20 0,978
22 1,091
25 1,217
28 1,280

30 1,317
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Anexo 17. Cromatograma obtenido a partir de la secuencia del gen ARNr 16S

con el primer 1942R de la cepa TVL-1

MACRGJGEN
File: TVLI-1492R abl R Endsd: 2011/2/8 19:0:39 Signal G:3805 A:4012 C-5313 T-3000 [T ———_—, .
Sample: TVL1_I492R Lane: 75 Base spacing: 14.604301 930 bases in 11431 scans Page 1 of2

10 n 1 a0 k) & £ B %0 100 110 12
TN NAN BNGAN NTAN NNGTEN A GC GDCCTEO0 G AMGE TALGOTAC CTACT T CTTT T GRAACCCACT COCATGGT GF GAC G0 G0 BET GT GTACA GEL COGGE A0 GTAT TACT GTAGLATTE
fat

INA |
[P Pt Mq\ i

470 A%0 480 bl
ACCAATCCATCTC TGGAAAGTT CTCTGGAT GT CAAGAGT AGGT A

90 v 410 470 am 444 450 460
CTCGTTGCGGGACTTAAC CCAACATTT CACAACACGAGCTGACGACAGC CATGUAGCACCTGT CTCAGAGT TCC C G AAGELS

Mﬂ JMﬂw it J'..'J A A 'Mﬂ;\ i ﬂ.ﬁ AU "\H WAL A .“f'#’d\"" ‘I"Jﬂ\ i 'lL'L i ‘”f"v'\u"m i) "f‘u. o

0 550 60 570 50 550 G0 2 620
CEACATGOTOOAC OGO T TGTGOGGGECC COGTCAATTEAT TTGAGT TTTAACE T TGC GGOC GTACT COCCABGCOGGT UG ACT TAACGO GTTAGCTOC

510 510 30
AGGITOTT OGO GT TGO AT OG AT T A A

1”; N e o i ot B e
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Anexo 18. Cromatograma obtenido a partir de la secuencia del gen ARNr 16S
con el primer 1942R de la cepa TVL-2

MACROJGEN

File: TP12-1402R.abl ~ Run Ended: 2011/2/8 19:0:50  Signal G:5360 4:5634 C:7818 T:6013 e ol Gt

Sample: TV12_1402R  Lame:52  Base spacing: 14.745017 050 bases in 11448 scans  Page 1 of 2

10 2 1 0 50 a0 m a0 50 100 1 120
NRAN NUIN AT OC AANATG GT A GC GEOC TCOC0GAA GET TALGOTACCTACTT CTTTT GRAACCOAT T COCATGGT GT GAC G GO0 GGT GT GTACAAGGUCC GGG AMCGTAT T CADD GTAGCATTCT

1 140 10 160 1m L0 190 200 210 1m0 130 20 50
GATCTACGAT TACTAGCGAT TOCGACT TCAT GG AGT COAGT TOZAGAC TCCAATCC GGACTAC GACGE AC TT TATGAGET COGU T TGC TCTCGCEAGGTCGCTTCTCTTTGTATGE GCCAT TGTAG

260 270 280 290 300 3 20 30 Mo 1 EL 3m
CACGTGETGTAGCCCTACTCGTANGGEUCATGATGALTT GACGTC AT CLCCACCTTCLCTCCAGTTTATCACT G GCAGT CTCCT TTGAGT TCLCGGCCGAACCGUTGOLAACAAAGGAT AAGGETT GC G

U“M il \A i A U»ﬁ R l..lnll

3m 350 40 4 420 430 440 450 ane 47 B A 0
CTCGTTGCGGEACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGU CAT GL AGCACCTGTCTCAGAGTTCC LG AAGGEAC CAATCCAT CTCT GGAAAGT TCTCTGGATGT CAAGAGT AGTT &

Wu”d’tl."a'\ﬂfh“ﬂ N'-‘ HI, ‘”‘*”\ﬂ Mﬂ A JIU‘HH]\MF \)'l ol l AN A ﬁ-lt\ AL Jh“»""n“!l\ ,'"E‘f'e"‘f‘fl'r"ﬂ"q'\J‘Jpln”'ﬂ I ff't‘\-

510 520 530 510 550 s60 570 580 £ 600 610 620
LGOTTCTTOGOGT TGO ATEGAAT T AL ACC ACAT GOT CCACCGOTTGTGCGEGECCOCGTCAAT TOAT T TGAGT T T TAACe T TGO GGOC GT ACT 0000 AGGREGGTOGACT TAADGE GT TAGETOC

ﬁﬂk'-“f\ﬁ'\“pﬂm“ﬂ.w”,-\ iy I“UM;“W\F\;‘J'-’J e e P A I A A 0 Ll e ey
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