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Resumen

Los biofertilizantes elaborados con base en bacterias simbiéticas fijadoras de
nitrbgeno (BFN), se emplean en cultivos de interés para el pais como las
leguminosas, constituyéndose en una alternativa para mejorar el rendimiento de los
cultivos, a través del suministro de nitrégeno. El nitrégeno es un elemento importante
para el desarrollo de las plantas, sin embargo, en el suelo se encuentra en formas poco
disponibles para ellas, por lo que recurren a mecanismos de fijacion bioldgica a través
de microorganismos. La inoculacion de BFN ha sido utilizada como opcién para
reducir la fertilizacion quimica nitrogenada. Para la elaboracién de inoculantes con
base en estos microorganismos, es indispensable conocer caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de las cepas y estabilidad del inoculante durante el almacenamiento a
diferentes temperaturas, con el fin de asegurar la vida atil del producto, su calidad y
eficiencia. En este trabajo, se describieron caracteristicas de las cepas ICA L9 e ICA
J96, utilizadas en inoculantes para arveja y soya. Se observé que son bacterias Gram
negativas, acidificaron el medio de cultivo y asimilaron como fuentes de carbono los
azucares D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, L-arginina y D-maltosa. La
cepa ICA L9 mostrd6 una alta sensibilidad a Kanamicina, Estreptomicina,
Nitrofurantoina, Cloranfenicol y Ampicilina; la cepa ICA J96 mostro una alta
resistencia frente a Ampicilina, Nitrofurantoina y Cloranfenicol. La identificacion
genética por medio de la secuenciacion del gen ARNr 16S vy la especificidad por el
hospedero, permitio tener un acercamiento de su identificacion hasta nivel de género;
encontrandose con el empleo de la metodologia utilizada que la cepa ICA L9 presenta
una alta similaridad con bacterias del género Rhizobium sp y la cepa ICA J96 con
Sinorhizobium fredii, género que ha sido descrito como habil de asociarse
simbidticamente con plantas de soya. Al evaluar la estabilidad de los inoculantes
almacenados a 4+2°C, 18+3°C y 28+2°C, se evidencié que la temperatura no afectd
el nimero de rizobios después de 180 dias de almacenamiento. EI nimero de
unidades formadoras de colonias por gramo fue superior a 108, valor que garantiza la
calidad del inoculante.

Palabras claves: Biofertilizantes, inoculante, bacterias fijadoras de nitrogeno, soya,

arveja, Rhizobium sp, Sinorhizobium fredii
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Abstract

The biofertilizer prepared from nitrogen-fixing bacteria (NFB), are used in crops of
economical interest such as legumes, constituting an alternative to improve crop
yields through the nutrient supply. Nitrogen is an important element for plant growth;
however, in most of the cases, the availability of nitrogen in the soil is a limitant
nutrient for the plant, so they turn of to mechanisms of biological fixation by
microorganisms. NFB inoculation has been used as an alternative to reduce chemical
nitrogen fertilization. For the development of inoculants based on these organisms,
we need to know phenotypic and genotypic characteristics as well as the stability of
the strains stored under different temperatures, in order to ensure shelf life, quality
and efficiency of the biofertilizer. In this research, it was described the characteristics
of the strains ICA L9 and ICA J96. They are used as biological inoculants in
fertilization for peas and soybeans, respectively. It found that they are a Gram
negative bacteria, which are able to acidified the culture medium and assimilated as
carbon sources sugars D-glucose, L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, L-arginine
and D-maltose. ICA L9 strain showed high sensitivity to kanamycin, streptomycin,
nitrofurantoin, chloramphenicol and ampicillin antibiotics, in contrast, the ICA J96
strain showed high resistance to Ampicillin, Chloramphenicol and Nitrofurantoin.
The genetic identification throughout sequencing the 16S rRNA gene as well as, the
host specificity, allowed for an approach to gender showed that the strain L9 ICA can
be a Rhizobium sp and ICA J96, a Sinorhizobium fredii, able to associate with
soybean. In assessing the stability of inoculants stored at 4+2°C, 18+3°C and 28+2°C,
it was evident that the temperature did not affect the number of rhizobia after 180
days of storage. The number of colony forming units per gram was 10°, this value
guarantees the quality of inoculant.

Keywords: Biofertilizers, inoculant, nitrogen-fixing bacteria, soybeans, peas,

Rhizobium sp, Sinorhizobium fredii.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las leguminosas en Colombia, juegan un papel muy importante debido a que hacen
parte primordial de los productos prioritarios de la canasta familiar y contribuyen al
mejoramiento y sostenibilidad de los sistemas agropecuarios tropicales de climas
calido y frio, debido a la capacidad de aportar nitrogeno al suelo, ya sea como
cobertura vegetal, o como cultivos de rotacién en sistemas agroforestales. El
nitrogeno lo pueden tomar las leguminosas mediante el proceso de fijacion del
nitrégeno atmosférico en asociacion con bacterias simbioticas fijadoras de nitrégeno,
lo cual contribuye a una mejor produccion de forrajes y frutos de alta calidad para

pastoreo, conservacién o consumo humano y animal (Ernst, 2004).

A nivel nacional, el cultivo de la arveja ocupa el segundo lugar en orden de
importancia despueés del frijol entre las leguminosas, con un area cosechada de 26795
hectareas y una produccion aproximada de 34310 toneladas (Agronet, 2007), con
cultivos en 11 departamentos, entre ellos Cundinamarca, Boyaca, Narifio y Tolima,
en donde se concentra la mayor parte de esta produccién, siendo por varios afos el
regulador de la economia de pequefios y medianos productores de zonas andinas. Este
cultivo esta destinado en un 95% al consumo directo humano y animal como grano
rico en proteina y el 5% restante a la produccién de arveja seca como semilla,
constituyéndose en un alimento basico en la canasta familiar y su valor se refleja en el
indice de Precios al Consumidor (IPC) (Arjona, 1977; MADR, 2005; Buitrago et al.,
2006).

En el caso de la soya, Colombia ocupa el octavo lugar en superficie cosechada. Los
primeros cultivos de soya datan de 1959 y hasta 1980 se concentrd su produccion en
la region natural del valle del rio Cauca. En la actualidad, el principal productor es el
departamento del Meta ya que aporta cerca del 68,7% de la produccién nacional con
un area sembrada de aproximadamente 56700 ha, destinadas para la produccion de

aceite, harina de soya y como grano para su uso en la alimentacién humana,



convirtiéndose en una alternativa nutricional por su alto contenido de proteina de

excelente calidad (Gutiérrez & Forero, 2007).

La mayoria de los suelos colombianos cultivados con leguminosas presentan
problemas de acidez y poca disponibilidad de nitrégeno para las plantas, esto se debe
en parte a la escasa incorporacion de materia organica y a las bajas tasas de
mineralizacion y altas tasas de inmovilizacion de ésta, lo cual hace que el nitrégeno
disponible se encuentre en cantidades pequefias y sea de dificil asimilacion por las
plantas cultivadas. A este problema se suma el uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos de sintesis que han alterado significativamente los constituyentes del suelo
y con ello su equilibrio ecoldgico, modificando especialmente las actividades
metabdlicas de las diferentes poblaciones microbianas del agroecosistema (Reyes et
al., 2008).

Muchas leguminosas tienen la capacidad de asociarse de manera natural con bacterias
simbiodticas fijadoras de nitrogeno del suelo, formando una estructura fundamental en
la fijacion biologica de nitrégeno (FBN;) conocida como ndédulo, O6rgano
especializado en donde se lleva a cabo este proceso biologico. Esta asociacion es de
gran importancia tanto en la agricultura, como en ecosistemas naturales ya que
conlleva a un aumento significativo del nitrogeno disponible para las plantas y es la
principal forma de incorporar el nitrdgeno atmosférico a los suelos (Ernst, 2004).

Con el fin de recuperar la fertilidad y sostenibilidad de los suelos cultivados con
leguminosas en Colombia, el Instituto Colombiano Agropecuario ICA y la
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria CORPOICA, han
desarrollado productos biotecnoldgicos, elaborados con base en bacterias fijadoras de
nitrbgeno que han sido desarrollados como alternativa para reducir costos de
produccion, disminuir el uso y aplicacion inadecuada de fertilizantes quimicos y
mejorar la nutricion de los cultivos. Lo anterior ha generado gran interés en el sector
productivo agricola por los beneficios obtenidos con su utilizacion y porque hace mas

efectiva la absorcién de nitrégeno disponible en el suelo, ya que permite establecer



una asociacion simbiotica con las plantas desde las primeras etapas de crecimiento
del cultivo (Ernst, 2004).

El uso de los biofertilizantes es una alternativa viable ya que muchas de las bacterias
se encuentran de forma natural en el suelo, establecen asociaciones simbidticas con
diferentes especies de leguminosas y contribuyen a una fijaciobn mas eficiente del
nitrégeno disponible, en niveles entre el 60 y el 80%, para ser utilizado por las plantas

en su metabolismo (Munévar & Ramirez, 1990).

En los ultimos afios, los biofertilizantes se han convertido en una alternativa para
mejorar el rendimiento de los cultivos a través de un mejor suministro de nutrientes
en el medio ambiente favoreciendo el desarrollo de una agricultura ecolégicamente
sostenible, permitiendo una produccién a bajo costo, amigable con el medio
ambiente, garantizando la conservacion del suelo respecto a su fertilidad y
biodiversidad (Alfonso et al., 2005).

Habitualmente las bacterias que habitan en la rizosfera son fijadoras de nitrégeno con
propiedades benéficas para las plantas, logrando asi una interaccion bacteria-planta en
donde se forma un sistema simbidtico en que la planta aporta carbono y la bacteria
aporta fundamentalmente nutrientes como nitrogeno y en forma indirecta promueven
la toma de fosforo, producen fitohormonas, vitaminas y sustancias antibacterianas
capaces de mitigar el ataque por patdgenos. Sin embargo, a pesar de todos los
esfuerzos logrados por los investigadores en estudiar la dinamica de crecimiento y
desarrollo de los microorganismos en el suelo con potencial en biofertilizantes, es
poco lo que se sabe debido a que se desconocen caracteristicas basicas como
crecimiento bajo diferentes condiciones de pH y rangos de temperaturas, resistencia
intrinseca a antibidticos, especificidad por hospederos y el comportamiento bajo
condiciones controladas de laboratorio, 0 en el suelo al estar expuestos a factores
ambientales. Estos criterios de seleccidén basados en las caracteristicas de las cepas
pueden asegurar la calidad y estabilidad de los inoculantes elaborados con base en

bacterias fijadoras de nitrogeno (Reyes et al., 2008; Munévar & Ramirez, 1990).



El objetivo del presente trabajo de investigacion es fortalecer el conocimiento
generado a partir de las cepas ICA L9 e ICA J96 de bacterias simbioticas fijadoras de
nitrégeno utilizadas en la produccion de biofertilizantes para arveja y soya, partiendo
de la caracterizacion fenotipica y molecular. Asi como evaluar el efecto de las
temperaturas de almacenamiento sobre la viabilidad de las cepas, calidad de los
biofertilizantes y observar la efectividad del producto en la FBN mediante ensayos
bioldgicos en plantas de arveja y soya. La informacion generada en este trabajo de
investigacion permitird potencializar el proceso de produccion de inoculantes a gran

escala, garantizando la inocuidad y calidad del producto.



1. OBJETIVOS
1.1. Objetivo General

Caracterizar las cepas de bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno ICA L9 e ICA
J96 vy realizar pruebas bioldgicas de los inoculantes elaborados con base en estas

cepas, en plantas de arveja y soya.

1.2. Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas fenotipicas, bioguimicas y moleculares de las cepas
ICA L9 e ICA J96.

e Evaluar la curva de crecimiento de las cepas ICA L9 e ICA J96.

e Evaluar la viabilidad de las cepas ICA L9 e ICA J96 en inoculantes almacenados a
diferentes temperaturas durante 180 dias de evaluacion y la actividad biologica en

plantas de arveja y soya.



2. MARCO TEORICO
2.1. La arveja (Pisum sativum)

2.1.1. Taxonomia

Pisum sativum es una leguminosa perteneciente a la division Magnoliophyta, familia
de las Fabaceae, incluida dentro del género Pisum y especie sativum. Se caracteriza
por ser una planta herbacea con una altura promedio de 90 cm. Presenta hojas
paripinnadas, con 1 a 3 pares de foliolos que pueden ser elipticos o suborticulares,
zarcillo terminal ramificado y estipulas semiamplexicaules grandes, mayores que los
foliolos. Flores solitarias o inflorescencias con el estandarte y la quilla concoloradas
(blancas, rosadas y lilas) y alas de color parpura a blanquecinas. El fruto se encuentra
en una vaina alargada de aproximadamente 7 cm con 5 a 10 semillas en promedio; las
vainas pueden ser romas 0 puntudas y contener granos lisos (con gran contenido de
almidon) o granos arrugados (dulces). Esta leguminosa se caracteriza por contener
gran cantidad de carbohidratos y proteinas por unidad de peso, siendo una de las
fuentes mas importantes de sacarosa, aminoacidos, entre ellos lisina, constituyentes
minerales (P-Fe) y vitaminas especialmente B1 (Faiguenbaum, 1993; FENALCE,
2009).

2.1.2. Fisiologia del cultivo

Es un cultivo anual de ciclo corto, su mayor produccion se obtiene en época seca
tolerando baja humedad en el suelo, méas no el encharcamiento; la maxima exigencia
de agua se presenta en el periodo de floracion y llenado de vainas. Sus requerimientos
hidricos estan alrededor de 300 a 400 mm por cosecha (Arjona, 1977). Es resistente al
clima frio, razon por la cual se adapta bien en alturas entre 1500 y 2400 m; la
temperatura éptima para este cultivo esta comprendida entre 14 y 21°C, cuando se
sobrepasan las temperaturas recomendadas se puede presentar aborto de flores,
mientras que al presentarse temperaturas muy bajas, la vaina no crece lo suficiente
(Galindo & Clavijo, 2009).



2.1.3. Requerimientos nutricionales del cultivo de la arveja

Los mayores limitantes en la produccion de la arveja se ven reflejados en el
incremento de costos de produccion ya que este cultivo requiere de altas dosis de
fertilizantes que suplan las necesidades nutricionales de las plantas, debido a la baja
productividad de los suelos en que se establecen generalmente estos cultivos, con
bajos contenidos de nitrégeno disponible, baja mineralizacién de la materia organica
y a las altas tasas de pérdida de nitrégeno por lixiviacion o volatilizacion. El
nitrdgeno es uno de los macronutrientes mas importantes seguido del fésforo y
potasio, ya que se estima que una cosecha de dos toneladas de grano de arveja por
hectarea, extrae alrededor de 125 kg de nitrogeno, 30 kg de fosforo (P,0s) y 75 kg de
potasio (K0).

Ensayos de investigacion realizados por Ramirez et al. (2007), han presentado
resultados interesantes empleando la inoculacion de la cepa ICA L9 en dos
variedades de arveja (San Isidro y Santa Isabel), un testigo con aplicacién de
fertilizante nitrogenado (TN: dosis 150 kg/ha) y un testigo absoluto (TA) no
inoculado y sin aplicacion de nitrogeno. Como resultado de estas pruebas los autores
concluyeron que para todas las variables agrondémicas evaluadas, el tratamiento
inoculado con la cepa ICA L9 super6 a los testigos con nitrogeno y absoluto (TN y
TA). En cuanto al rendimiento, observaron una mayor produccién de arveja (vaina +
grano) en los tratamiento inoculados con la cepa ICA L9, siendo significativamente
superior a los testigos, sustituyendo el 100% de la fertilizacion nitrogenada e

incrementando el rendimiento (Figura 1).

Resultados obtenidos por Pefiaranda (2004) muestran que plantas de arveja de la
variedad “Santa Isabel” inoculadas con Rhizobium mantenidas bajo condiciones de
invernadero, presentaron una mayor concentracion de nutrientes tales como nitrégeno
(N), potasio (K), magnesio (Mg), azufre (S) y calcio (Ca), en los tejidos aéreos de las
plantas comparadas con los testigos sin inocular. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Sieverding (1988) citados por Pefiaranda (2004), en donde se han



encontrado mayores concentraciones de fdsforo y magnesio en plantas inoculadas con

Rhizobium, comparadas con los testigos sin inocular.
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Tomado: Ramirez et al., 2007

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

Figura 1. Resultados variables de rendimiento en plantas de arveja inoculadas con la
cepa ICA L9

2.1.4. Descripcion de la variedad arveja “Santa Isabel”

La arveja “Santa Isabel” es una planta herbacea anual con un ciclo de 60 dias hasta el
momento de la cosecha. Se adapta a alturas entre los 2200 y 3000 m, se puede
cultivar en clima frio produciendo entre 900 y 1200 kg/ha por afio, a partir de 60 a 80
kg/ha de semilla (Sanchez & Mosquera, 2006). Su 6ptimo desarrollo lo alcanza con
precipitaciones entre 1200 y 2000 mm anuales y una temperatura media anual de 5 a
18°C. Es resistente a las heladas y es poco tolerante a la sequia; se desarrolla
favorablemente en terrenos con pH neutro (>6), suelos sueltos y aireados; por el
contrario en suelos con texturas pesadas y mal drenados, puede afectar su desarrollo y
por ende la produccion (SEMICOL, 2009).



2.2. Importancia del cultivo de arveja

La arveja (Pisum sativum) es una planta originaria de Etiopia y Europa Mediterranea,
siendo una de las leguminosas mas antiguas, encontrandose referencias escritas de
haber sido utilizada por pueblos neoliticos del Cercano Oriente (7000 a 6000 afios
AC). Su cultivo se expandié a regiones templadas y zonas altas de los tropicos de
todo el mundo, siendo esta especie cultivada principalmente en Francia, Espafia y
Alemania, donde el 71% del area europea se dedica a dicho cultivo, alcanzando un
area de 807000 ha cultivadas en el afio 2006 (Buitrago et al., 2006).

En Colombia, este cultivo ocupa el segundo lugar en orden de importancia después
del frijol entre las leguminosas, con un area cosechada de 26795 ha y una produccion
aproximada de 34310 t, encontrdndose en 11 departamentos, entre ellos
Cundinamarca, Boyaca, Narifio y Tolima, que concentran la mayor parte de la
produccion (Agronet, 2007). Este cultivo es destinado en un 95% al consumo directo
humano y animal como grano rico en proteina y el 5% restante a la produccién de
arveja seca como semilla, constituyéndose en un alimento basico en la canasta
familiar; su valor se refleja en el indice de Precios al Consumidor (IPC) (MADR,
2005). Se cultiva también como leguminosa para uso como forrajes, destacandose
como una fuente importante de sacarosa y aminoacidos, entre ellos lisina, con altos
contenidos de minerales de hierro, fésforo y vitaminas, especialmente B1 (Forero,
2006).

2.3. La soya (Glycine max)

2.3.1. Taxonomia

Glycine max es una leguminosa perteneciente a la division Magnoliophyta, familia
Fabaceae incluida dentro del género Glycine, procedente de la especie silvestre
conocida como Glycine ussuriensis. Es una planta herbacea anual con un ciclo
vegetativo que oscila entre 3 y 7 meses y 40 a 100 cm de envergadura. Tiene hojas
compuestas trifoliadas con foliolos oval-lanceolados de color verde que se torna
amarillo con la madurez del cultivo; el tallo es rigido y erecto con una altura

promedio de 0,4 a 1,5 m dependiendo de la variedad y condiciones de cultivo. El
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sistema radicular es fuerte, presentando una raiz principal que puede alcanzar hasta
un 1 m de profundidad, aunque lo normal es que no sobrepase los 40-50 cm. Las
flores son amariposadas de color blanquecino o pdrpura dependiendo de la variedad,;
se encuentran en inflorescencias racimosas axilares con un nimero variable. El fruto
es una vaina pubescente y dehiscente por ambas suturas, con una longitud
aproximada de 2 a 7 cm; cada vaina puede contener de tres a cuatro semillas. La
semilla generalmente es esférica de color amarillo con un tamafio mediano, rica en

proteinas, aminoéacidos (lisina y leucina) y aceites (Valencia, 2003).

2.3.2. Fisiologia del cultivo

La temperatura éptima para el desarrollo del cultivo de soya esta comprendida entre
los 20 y 30°C, siendo las temperaturas proximas a 30°C las ideales para su desarrollo.
El crecimiento vegetativo de las plantas es pobre o casi nulo bajo condiciones de
temperaturas proximas o inferiores a 10°C, con fuertes reducciones en crecimiento
por debajo de los 4°C. Sin embargo, este cultivo puede llegar a resistir heladas de -2 a
-4°C sin morir. Por otra parte, temperaturas superiores a los 40°C pueden provocar un
efecto no deseado sobre la velocidad de crecimiento, causando dafios en la floracion y
disminuyendo la capacidad de retencion de las flores y vainas. Las variedades de
soya, en general son sensibles a la duracion del dia, por ser plantas de zona templada,
es decir que para la floracion, se hacen indispensables unas determinadas horas de
luz. Sin embargo, mediante métodos de mejoramiento se han producido variedades
que no son sensibles al fotoperiodo. Durante el ciclo del cultivo se necesitan al menos
300 mm de agua que pueden ser en forma de riego, cuando se trata de regadio, o bien
en forma de lluvia en aquellas zonas templadas himedas donde las precipitaciones
son suficientes. El cultivo se desarrolla favorablemente en suelos neutros o
ligeramente acidos, con un pH cercano a 6. Es sensible a los encharcamientos del
terreno. Sin embargo, es una planta que requiere mucha agua, por lo que en los

terrenos arenosos debe regarse con frecuencia (Valencia, 2003).
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2.3.3. Requerimientos nutricionales del cultivo de soya

La soya requiere diferentes nutrientes durante su ciclo de desarrollo, entre ellos
nitrégeno, potasio, calcio, fosforo y azufre, indispensables para obtener altas
producciones y buena calidad del grano, considerdndose como uno de los cultivos que

mas extraen nutrientes en comparacion con otras especies anuales (Guerrero, 1993).

Los macronutrientes requeridos por el cultivo de la soya varian dependiendo del
estado fenoldgico del cultivo. Cerca del 50% del nitr6geno total necesario para las
plantas es absorbido entre la floracion (25 a 35 dias) y llenado de vainas (85 a 90 dias
después de la emergencia). Sin embargo, la exigencia de nitrogeno diaria de esta
leguminosa, es dependiente de su indice de crecimiento y la etapa del desarrollo. Las
principales fuentes de nitrégeno para la soya provienen del suelo cuando no establece
asociacion simbidtica y del N, atmosférico, obtenido mediante el proceso de fijacion
biologica del nitrogeno (FBN) (George & Singleton, 1992). La proporcion de este
elemento absorbido mediante este proceso puede estar entre un 25% y 100%, donde
intervienen condiciones del suelo, clima, manejo, variedad y aplicacion de nitrégeno
inorganico por medio de fertilizantes quimicos, pero bajo condiciones de simbiosis

eficiente puede tomar el 100% del nitrégeno (Salamanca & Baquero, 2006).

Para el caso de fosforo y potasio, la absorcion de estos elementos es lenta en la fase
inicial del desarrollo del cultivo y se incrementa notoriamente a partir de la floracion,
hasta el llenado de los granos. Cerca del 75% del fosforo y 60% del potasio total
encontrados en los tallos y hojas, se translocan a los granos, aproximadamente el 50%
de los nutrientes presentes en las semillas provienen de tallos y hojas y el 5% de la
absorcion directa del suelo durante la formacion y llenado de vainas (Guerrero, 1993)
(Tabla 1).
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Tabla 1. Requerimientos nutricionales del cultivo de soya para la produccion de 3

ton/ha
Nutriente Cantidad promedio (kg/ha)
N, 220-275
P2Os 50-65
K,O 120-150
Ca 60-70
Mg 15-25
S 15-20
Zn 3,0-4-5
Cu 1,0-15
B 0,44-0,66
Mo 0,40-0,60

Tomado: Guerrero, 1993

Investigaciones llevadas a cabo por el ICA y CORPOICA en diferentes regiones del
pais con el uso de biofertilizantes elaborados con cepas de Bradyrhizobium
japonicum en el cultivo de soya, han demostrado que existe una estrecha asociacion
de estos microorganismos con esta leguminosa y esto se ve reflejado en los
rendimientos del cultivo y concentracion de nutrientes, especialmente el nitrogeno

presente en las plantas (Ramirez & Munévar, 1987).

Asi mismo, el uso de biofertilizantes en variedades de soya de ciclo corto, es
importante ya que garantiza la simbiosis desde las primeras etapas del cultivo,
obteniendo un mayor beneficio en la FBN y la disminucion parcial o total de la
fertilizacion quimica mediante la sustitucion de 150 kg de N/ha (Valencia, 2003). El
uso de biofertilizantes ha sido una alternativa eficiente para contrarrestar los
problemas que tienen los suelos de la altillanura, que es donde se cultiva la mayor
cantidad de soya. Estos suelos se caracterizan por presentar bajos niveles de

nitrégeno, calcio y fosforo, alta acidez y saturacion de aluminio. La inoculacion de la
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soya con cepas eficientes de Bradyrhizobium japonicum, permite sustituir el 100%
del fertilizante nitrogenado e incrementar hasta 1 ton/ha los rendimientos, con la
respectiva reduccion en los costos de produccién. Adicionalmente, se ha observado
que la eficiencia en la asociacion depende de la variedad y las condiciones
edafocliméticas de la zona de produccidn, razon por la cual se han seleccionado
diversas cepas de Bradyrhizobium japonicum, dependiendo de la zona en la cual se va

a producir el cultivo (Ramirez & Munévar, 1987, Munévar & Ramirez, 1990).

2.3.4. Descripcion de la variedad “Superior 6” de soya

La variedad de soya “Corpoica Superior 6” fue desarrollada por CORPOICA en el
C.l. La Libertad como alternativa genética para la Orinoquia colombiana, con
adaptacion a suelos de vega del piedemonte llanero y suelos mejorados de la
altillanura, a altitudes entre los 150 y 1200 m. Esta variedad se origino a partir del
cruce entre la linea 1426-1S generada a partir del cruzamiento simple entre Soyica
P33 x Elta 01. El periodo vegetativo desde la floracion hasta la madurez es de 78
dias, la semilla es de color amarillo de forma ovoide con un hillium de color café,
contiene un porcentaje de proteina entre el 36,2 y 40,8 y de aceite entre el 19,1 a
21,6%. Esta variedad tiene un habito de crecimiento determinado con una altura de
floracion de 43 cm y una altura promedio de madurez de 70 cm; el color de la flor es
pUrpura y presenta un nimero aproximado de 30 vainas por planta con un promedio
de 2,53 semillas (Valencia, 2006).

2.4. Importancia del cultivo de soya

La soya (Glycine max) es nativa del Este Asiatico, probablemente originaria del norte
y centro de China. Hacia el afio 3000 AC los chinos ya consideraban a la soya como
una de las cinco semillas sagradas. Su produccion estuvo localizada en esa zona hasta
después de la guerra chino-japonesa (1894-1895), época en que los japoneses
comenzaron a importar tortas de aceite de soya para usarlas como fertilizantes. Las
primeras semillas plantadas en Europa provenian de China y en el afio 1765 se

introdujo en América (Georgia, USA) proveniente de China; sin embargo hasta el afio
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1940 se promovio6 la gran expansion del cultivo en ese pais, liderando la produccién

mundial de soya a partir de 1954 hasta la actualidad (Guerrero, 1993).

En Colombia el cultivo de la soya ocupa el octavo lugar en superficie cosechada y los
primeros cultivos se iniciaron entre 1959 hasta 1980, concentrandose su produccion
en la region natural del valle del rio Cauca (Valencia, 2005). En la actualidad, el
principal productor es el departamento del Meta con una participacion en la
produccion nacional del 68,7% (Figura 2) y un area sembrada de aproximadamente
56700 ha destinadas para la produccion de aceite, harina de soya, grano para su uso
en la alimentacion humana o materia prima para la obtencion de albiminas
concentradas, convirtiéndose en una alternativa nutricional por su alto contenido de

proteina de excelente calidad (Caicedo & Botero, 1999; Gutiérrez & Forero, 2007).

Participacion departamental en la produccion nacional de
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Tomado: Anuario estadistico del sector agropecuario, 2006

Figura 2. Participacion departamental en la produccion nacional de Soya
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2.5. Importancia del nitrégeno

El nitr6geno en la naturaleza es de vital importancia para el desarrollo de las plantas y
animales, este elemento hace parte de moléculas esenciales para la vida como los
acidos nucléicos (ADN y ARN), vitaminas y en las moléculas de almacenaje de
energia; hace parte de aminoécidos, enzimas y coenzimas, base de glico y
lipoproteinas que son constituyentes de todas las células vivas asi como de la
clorofila, interviniendo en la fotosintesis, respiracion, multiplicacién y diferenciacion
celular. Si no hay suficiente nitrégeno disponible, habra poca clorofila y asi las
plantas no utilizardn la luz del sol como fuente de energia para realizar las funciones

esenciales entre las cuales esté la absorcion de nutrientes (Salisbury & Ross, 1992).

El nitr6geno atmosférico (N,) es un elemento diatdbmico que se encuentra en forma
libre (estado gaseoso) y en mayor abundancia en la atmésfera (78%). Sin embargo, la
reserva activa de este nutriente se encuentra en el suelo, ya que alli se depositan los
residuos y desechos organicos de los organismos vivos. En el suelo, este elemento es
poco aprovechable para las plantas debido a que se encuentra en forma organica no
disponible y la asimilacion del nitrégeno atmosférico (N,) es dificil como
consecuencia del triple enlace formado entre los atomos, el cual es muy dificil de
romper. La Unica manera de utilizar el nitrdgeno de la atmosfera es mediante el
rompimiento de este triple enlace por medio del complejo enzimatico nitrogenasa que
cataliza la reduccion de N, en amoniaco (NH3), un compuesto que los organismos si

son capaces de procesar metabolicamente o mediante la FBN (Pacheco et al., 2002).

En la naturaleza existen microorganismos de vida libre o en simbiosis con plantas
superiores capaces de utilizar el nitrégeno atmosférico y reducirlo para formar
compuestos de facil asimilacion como el amonio, rompiendo el triple enlace mediante
la accion de la enzima nitrogenasa, contribuyendo a que se lleve a cabo el proceso de
FBN (Fernandez, 2003).

La reaccion de la FBN es:

NITROGENASA
N2+ 8H" + 8e- + 16 ATP » 2NH3+ H2+ 16 ADP + 16 Pi
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Los microorganismos de vida libre capaces de fijar nitrdgeno deben generar su propia
energia para realizar esta actividad, mientras que los organismos simbioticos usan los
productos de la fotosintesis de la planta para fijar el N, atmosférico por lo que es un
proceso muy eficiente para la bacteria, siendo la FBN un proceso altamente costoso
que requiere gran cantidad de energia para romper el triple enlace de la molécula de
N,y lograr que se reduzca en dos moléculas de amoniaco. Para el establecimiento de
la simbiosis, las bacterias Ilevan a cabo un proceso preliminar de reconocimiento
planta-bacteria, que permite iniciar la infeccion en las raices de la planta hospedera,
dando como resultado la formacion de una estructura especializada Ilamada
NODULO, donde los bacteroides llevan a cabo el proceso de FBN. Este tipo de
simbiosis es muy comun entre bacterias fijadoras de nitrogeno y plantas leguminosas
(Mayz, 2004).

En suelos del tropico, el nitrégeno se encuentra en formas poco asimilables y es el
factor limitante en la productividad de muchos cultivos. Para suplir la cantidad de
este elemento en el suelo, los productores utilizan fertilizantes nitrogenados con el fin
de mejorar los rendimientos de los cultivos, sin tener en cuenta los problemas
ambientales que se generan con la aplicacion. Dentro de la problematica que conlleva
el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos se encuentran los elevados costos de
produccion y la contaminacion ambiental generada por la lixiviacion de los mismos a
los mantos freaticos, contaminando las aguas subterrdneas con acumulacion de

nitratos y nitritos (George & Singleton, 1992; Pacheco et al., 2002).

En la actualidad, después de observar los efectos negativos de la implementacion de
la revolucion verde, se han intentado cambiar, en el ambito global, los paradigmas de
la produccién agricola que implicaban el uso intensivo de energia, maquinaria y
fertilizantes quimicos, por un nuevo concepto: el de agricultura sostenible. Este nuevo
esquema de agricultura sostenible busca trabajar como un sistema integrado de
practicas de producciéon vegetal que a largo plazo, ademéas de satisfacer las
necesidades humanas de fibra y alimentos, debe mejorar la calidad ambiental y la

renovacion de recursos naturales de los cuales depende la economia agricola,
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haciendo un uso eficiente de los recursos no renovables, manteniendo la viabilidad
econdémica de las actividades agricolas, aumentando la calidad de vida de los
agricultores y de la sociedad como un todo (Jeffries & Barea, 2001 citado por Cuenca
etal., 2007).

Por tal razon, el uso de bacterias simbiéticas fijadoras de nitrégeno es una
herramienta Gtil para promover una agricultura sostenible, como una alternativa para
la biofertilizacion de cultivos de leguminosas y como aporte para el enriquecimiento
de los suelos con la contribucion de nitrogeno sin necesidad de la aplicacion de
fertilizantes quimicos, cuyo costo es muy alto tanto econémica como

ambientalmente.
2.6. Simbiosis Rizobios - Leguminosas

La simbiosis es una relacion biologica que se establece entre dos 0 mas individuos
que se encuentran en contacto directo, obteniendo un beneficio mutuo entre los
participes de la asociacion. Para el caso de la simbiosis Rizobios-leguminosa, son dos
los organismos que intervienen en la relacion y esta interaccion puede verse
influenciada por factores quimicos, fisicos, bidticos y abidticos en cada individuo por
separado, asi como en el complejo establecido entre ellos, determinando el exito o
fracaso de la simbiosis con el aprovechamiento o no de los beneficios mutuos que se

deriven de dicha asociacion (Moyano et al., 2004).

Las leguminosas pertenecen a la familia Leguminosae con mas de 700 géneros y mas
de 17000 especies incluyendo arboles, arbustos y especies herbaceas. A su vez se
clasifican en tres subfamilias con base en el tipo de flor que presentan: Mimosoideae
(Mimosa, Acacia), Cesalpinoideae (Ceratonia, Cercis, Gleditisia) y Papilionoideae
(Lupinus, Cicer, Vicia, Pisum, Lens, Phaseolus, Glycine, Arachis, Trifolium,

Medicago) (Universidad Politécnica de Valencia, 2009).

No todas las especies de leguminosas estan facultadas para formar nddulos y tampoco
se sabe cuantas pueden establecer simbiosis. Sin embargo, las observaciones

realizadas en trabajos de investigacion estiman que el 90% de las Papilionoideae y las
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Mimosoideae pueden formar nédulos, pero solo el 30% de las Cesalpinoideae los
poseen. Las leguminosas mas conocidas por asociarse con bacterias simbidticas y
fijar nitrégeno atmosférico son las que tienen valor agropecuario y alimenticio para el
ser humano o para el ganado como el frijol, soya, chicharo o arveja, lenteja, haba,
leucaena, mataratdn, vicia y alfalfa. Muchas de ellas juegan un papel importante ya
que ademas de hacer parte de la canasta familiar y servir de alimento para animales,
contribuyen con el mejoramiento y sostenibilidad de los sistemas agropecuarios
tropicales y subtropicales debido a su capacidad para aportar nitrogeno al suelo, como
cobertura vegetal, cultivos de rotacion o en sistemas agroforestales (Ernst, 2004).

Se estima que la asociacion de rizobios con leguminosas contribuye entre el 60 y el
80% a la fijacion bioldgica del nitrégeno, siendo una actividad llevada a cabo de
forma natural, donde podemos encontrar varios géneros de microorganismos fijadores
de nitrogeno. Sin embargo, esta asociacion se origina preferencialmente si existe en el
suelo un déficit de este elemento. Si hay suelos ricos en nitrégeno, las leguminosas
prefieren utilizarlo independientemente de la presencia de las bacterias. Por el
contrario, si la bacteria esta presente y los niveles de nitrégeno en el suelo son bajos,
la planta estimula el ingreso de los rizobios a la raiz para que lleven a cabo la FBN
(Wang et al., 1999b).

Son muchas las ventajas de esta asociacion simbidtica: primero, la planta puede
autoabastecerse del nitrogeno fijado por los bacteroides encontrados dentro de los
nodulos, elevando de manera considerable su contenido de proteinas; asi mismo, los
bacteroides reciben de la planta toda la energia necesaria para su multiplicacion. En
caso de cultivos mixtos, puede proporcionar a la especie no leguminosa asociada, una
cantidad importante de este nutriente, permitiendo a su vez dejar en el suelo nitrégeno
disponible para la siguiente rotacion siempre que se incorporen los residuos de
cultivo, rastrojos o el abono verde y se mineralice este elemento. A pesar de estas
indiscutibles ventajas, los rizobios no siempre se encuentran en el suelo, estan en
poblaciones relativamente bajas 0 si se encuentran presentes, muchas veces son de

baja efectividad. Existe entonces la posibilidad de introducir estos microorganismos
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en el suelo a través de la inoculacion y favorecer asi la simbiosis. Adicionalmente,
cabe destacar que inocular las semillas de leguminosas tiene un bajo costo para el
productor, con un valor promedio estimado en s6lo un 5% sobre el costo de la semilla
(Urzla, 2005).

2.7. Proceso de nodulacién

El primer paso en el proceso de nodulacién se caracteriza por la atraccion y
reconocimiento entre la leguminosa y las bacterias que se encuentran en la rizosfera.
Este reconocimiento ocurre debido a los estimulos producidos por una serie de
compuestos especificos exudados por la planta conocidos como flavonoides, dentro
de los cuales se pueden encontrar cumarinas, isoflavonas, flavenoles y flavanonas,
estos son derivados de la 2-fenil-1,4—benzopirona. Estas sustancias estimulan la
multiplicacion de la poblacion bacteriana alrededor de las raices y la adhesion a los
pelos radicales, desencadenandose una serie de respuestas especificas en los rizobios
circundantes (Fernandez, 2003). Concentraciones bajas de flavonoides (10°-107 M)
provocan una quimiotaxis activa que permite que los rizobios se desplacen hacia la
superficie radical, mientras que concentraciones mayores (10 M) inducen la
expresion de los genes responsables de la nodulacion (genes nod, nol, noe, nin). Estos
se pueden localizar en plasmidos o islas simbidticas dentro del cromosoma y
codifican los factores Nod que son excretados por las bacterias, induciendo el
enroscamiento de los pelos de la raiz (curling), alcalinizacién del medio, entrada de
Ca®" a nivel del &pice del pelo radical, despolarizacién de la membrana e induccién
de los genes ENOD11 y ENOD12 en la epidermis de la raiz (Ramos & Bisseling,
2004).

Los factores Nod estan constituidos por una estructura basica que consiste en
oligbmeros de N-acetilglucosamida, unidos por un enlace p 1-4, con diversas
sustituciones; al interactuar con la planta, los factores Nod estimulan la division de
las células vegetales induciendo el enroscamiento de los pelos radiculares, dando
lugar a las estructuras conocidas como nddulos y determinando la especificidad del

hospedero (Figura 3) (Bordeleau & Prevost, 1994). El factor Nod esta codificado por
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genes candnicos como el nodA, nodB y nodC presentes en los 6 géneros de rizobios;
sin embargo, Giraud et al. (2007) demostraron que bacterias del género
Bradyrhizobium no poseen los genes nodABC, por lo cual deben utilizar otros
mecanismos de sefializacion con la planta; de ahi surgi6 la hipotesis de que la
activacion de los genes de nodulacién podria estar influenciada por derivados de

purinas (citosinas), implicados directamente en la formacién de los nddulos.

Fuente: http://www.monografias.com/trabajos60/fijacion-biologica-nitrogeno/fi2.jpg

Figura 3. Modelo esquematico de los Factores Nod; Rn: sitios de modificacion; n:

numero variable de moléculas de N-acetilglucosamida

El segundo paso es la union de los rizobios a los pelos radicales de la planta de
manera polar. Este proceso de adhesion se ve favorecido por componentes
bacterianos como ricadhesinas (proteina especifica de adherencia), polisacaridos
superficiales, microfibrillas de celulosa y lectinas vegetales capaces de unir
complejos glucosidicos y por la activacion de una serie de genes que promueven el
proceso de nodulacion. Una vez se ha dado la unién de los rizobios a los pelos
radicales, se induce un cambio en la direccion de crecimiento apical, reordenamiento
de microtubulos, generandose una deformacion y curvatura de los pelos radicales o
“curling” donde quedan atrapadas las bacterias. Se forma un canal de infeccion por
donde entran los rizobios al citoplasma de las células vegetales por un mecanismo
similar a la endocitosis; este se extiende desde la corteza de la raiz e infecta otras
células vecinas incrementandose la division celular y dando lugar a la formacién de

estructuras especializadas conocidas como nodulos (Figura 4) (Carlson et al., 1994).

20


http://www.monografias.com/trabajos60/fijacion-biologica-nitrogeno/fi2.jpg

Mpb
bacteroide

activacién de genes

nod d¢ Rhizobium

inductores f

flavonoides

iz rizosfera

fpb

Tomado: Lépez y Lluch PI4, 1992

Figura 4. Establecimiento de la infeccidn y formacion de un nédulo en la raiz de una

leguminosa

Las bacterias quedan separadas por una envoltura conocida como membrana
peribacteroidal (MPB) derivada de la planta hospedera. Posteriormente se presenta
una division continua y sincronizada de los rizobios rodeados de MPB y una vez ha
cesado la division de los mismos, se transforman en unas estructuras ramificadas,
hinchadas y deformes llamadas bacteroides. Entre la MPB y los bacteroides concurre
un fluido peribacteroideo (FPB) que es el material soluble que mantiene en contacto
la superficie de ambos, estableciendo una zona que permite la interaccion y el
intercambio de nutrientes. Los bacteroides quedan rodeados individualmente o en
pequefios grupos por la MPB; a la estructura que contiene estos grupos de bacteroides
se les conocen como simbiosomas y es donde se da el intercambio de metabolitos
entre planta y bacteria. Los bacteroides son multiformes, contienen reservas de
polihidroxybutirato y polifosfato, pueden llegar a ser hasta 40 veces mas grandes que
los Bacilos a partir de los que se desarrollan, y se pueden encontrar alrededor de

10000 bacteroides por célula vegetal dando inicio a la FBN (Fernandez, 2003; De
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Felipe et al., 2006). El sistema vascular de la planta se extiende dentro del nddulo y
transporta nutrientes hacia y desde el nodulo. Finalmente cuando el nddulo se
deteriora, entran en estado de senescencia y las bacterias pasan nuevamente al suelo.
La senescencia nodular (SN) esta dada por un conjunto de cambios morfolégicos,
fisioldgicos y bioquimicos que son inducidos por el envejecimiento natural o cuando
las plantas son sometidas a condiciones de estrés y puede variar entre los nédulos
dependiendo de la localizacion en el sistema radical. Estos cambios pueden estar
estrechamente relacionados con la transicion de la fase vegetativa a la fase
reproductiva de las plantas, asi como las condiciones ambientales bajo las cuales se

cultivan las leguminosas (Fujihara et al., 2006).

En algunos casos, las formas bacteroidales que se integran al suelo luego de la SN no
tienen la capacidad de division pero los nddulos contienen siempre algunos rizobios
en estado de anabiosis o latencia. Estas formas proliferan en el suelo utilizando como
nutrientes algunos de los productos del nédulo destruido y las bacterias pueden iniciar
la infeccién en otras raices o mantenerse en estado libre en el suelo como saproéfitos
(Vance & Pladys, 1993).

En la FBN, los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia
necesaria para este proceso; los principales compuestos orgéanicos transportados al
interior de los bacteroides a través de la membrana peribacteroidal son los
intermediarios del ciclo del &cido citrico, como el succinato, malato y fumarato,
acidos de cuatro carbonos. Estos acidos son utilizados como donadores de electrones
para la generacion de ATP y su transformacién en piruvato, como ultima fuente de
electrones para la reduccion del N,. Los productos de la fijacién simbidtica de N,
como el amoniaco (NH4") son exportados desde los nodulos al resto de la planta
(Puppo et al., 2005); estos productos son transformados por accion de las enzimas
glutamino sintetasa (GS), glutamina 2-oxiglutarato amino transferasa (GOGAT) y
glutamato deshidrogenada (GDH) en macromoléculas esenciales como proteinas y
aminoacidos como la alanina para el crecimiento y desarrollo de las plantas (De
Felipe et al., 2006; Waters et al., 1998 citado por Allasway et al., 2000). Muchas
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leguminosas tropicales transportan los productos de la fijacion de N, desde los
nodulos a otras partes de las plantas en forma de ureidos como la alantoina y acido
alantoico. Los ureidos son compuestos que proceden de la sustitucion de atomos de
hidrdgeno del grupo —NH= de la urea por radicales &cidos. Las leguminosas de zonas
templadas generalmente transportan los productos de la FBN a las plantas en forma
de amidas (Giller, 2001).

Los elementos genéticos bacterianos cuyos productos intervienen en la infeccion
simbidtica y en el proceso de nodulacion pueden estar localizados en plasmidos o
megaplasmidos como es el caso de Rhizobium o en el cromosoma como en
Bradyrhizobium y Azorhizobium. Los plasmidos que contiene la informacion para la
asociacion se conocen como plasmidos pSym y en ellos se encuentran los genes
responsables de la nodulacion; dentro de estos se pueden encontrar los genes
canonicos nodABC que intervienen en la sintesis del factor Nod. Estos genes son
conservados en todos los Rhizobios y pueden intercambiarse entre géneros y especie,
y los genes nod especificos (nodFE, nodH, nodQ) los cuales no estan necesariamente
presentes en todos los Rhizobios y son los responsables de la especificidad del

hospedero (Carlson et al., 1994).

2.7.1. Funcionamiento de los nddulos

El noédulo comienza a fijar nitrogeno sélo cuando culmina el desarrollo de los
bacteroides. El sistema vascular de la planta se extiende dentro del nddulo y
transporta nutrientes hacia y desde el nddulo sintetizando sustancias importantes para
la fijacion de nitrogeno como la leghemoglobina que contiene hierro con capacidad
de unirse al O, y proveer suficiente oxigeno para las funciones metabolicas del
bacteroide, pero regula el nivel de oxigeno dentro del nodulo previniendo la
acumulacion de O, libre que inhibiria la actividad de la nitrogenasa. La
leghemoglobina se localiza en el citosol de las células de la planta infectada por los
bacteroides y es la que le proporciona el color rojo al interior de los nodulos
funcionales indicando que se esta fijando activamente el N, por accién de la enzima

nitrogenasa y se consideran nodulos efectivos (Figura 5y 6).
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Figura 5. Nodulos efectivos formados en las raices de soya

Figura 6. Nédulos efectivos formados en las raices de arveja
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La nitrogenasa es la enzima responsable de la ruptura de la molécula de N, a
amoniaco, reduciendo de forma similar moléculas de cianuro, acetileno, ciclopropano
y otros compuestos de triple enlace. Este complejo estd constituido por dos
ferrosulfoproteinas que se inactivan de forma irreversible en presencia de O, la Fe-
proteina (dinitrogenasa reductasa, componente Il) es un dimero con una masa
molecular de 62 kDa codificada por los genes nifH y la FeMo proteina (dinitrogenasa,
componente 1) es un tetrdmero con una masa molecular de 220 kDa codificada por los
genes nifD y nifK. Las dos pueden ser inactivadas por el O,. Sin embargo, la Fe
proteina es mas sensible (TY2 en aire= 30 a 45 segundos) que la FeMo proteina (T2
en aire= 10 minutos). En los nédulos formados en la raiz de las leguminosas, la planta
crea una barrera fisica a la difusion del O, y el complejo planta bacteria crea
estrategias fisiologicas y bioquimicas para proporcionar un ambiente casi de anoxia
en el ndédulo que permita que la enzima nitrogenasa actle en la FBN pero a su vez
mantener el oxigeno necesario para la multiplicacion de los bacteroides, por medio de
la leghemoglobina (Hill, 1988).

La FBN es dependiente del hierro (Fe), este nutriente es necesario para la iniciacion
de la nodulacién, desarrollo de la bacteria dentro del ndédulo y componente estructural
de las enzimas nitrogenasa, hidrogenasa y leghemoglobina. La deficiencia de este
elemento puede afectar la competitividad de los rizobios, previniendo el inicio de la
formacion de nddulos o blogueando el desarrollo de los mismos, una vez estan
establecidos en las raices de las plantas. Sin embargo, estudios han demostrado que
cuando se presenta escases de Fe en el suelo, las bacterias formadoras de nddulos
pueden producir sider6foros especificos o compuestos quelantes del tipo carboxilatos
como las rizobactinas, hidroxamatos, catecoles, fenolatos, citrato y antranilato para
atrapar los iones de Fe+ y transportarlos hasta la planta, estimulando su crecimiento y
regulando la FBN. Estos compuestos no son mas que metabolitos secundarios que
aparecen en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano que ademas de captar Fe
desempefian un factor determinante en el biocontrol de patogenos fungicos de la
rizosfera. Los sideroforos suprimen enfermedades fungicas por el acoplamiento del

Fe, convirtiéndose en factor limitante para el crecimiento del hongo. También se ha
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comprobado la capacidad que presentan varias cepas de rizobios de utilizar
sidero6foros exdgenos tales como compuestos fangicos ferricromo y ferroxiamina B
para la captacion de Fe (Reigh & O"Connell, 1993).

Ademas de fijar el nitrogeno, los nodulos juegan un papel importante en el
intercambio de metabolitos entre los dos simbiontes durante la simbiosis; dentro de
estos podemos encontrar los compuestos carbonados aportados por la planta,
nutrientes y compuestos nitrogenados procedentes del amonio fijado por la bacteria.
El nitrégeno fijado biolégicamente por los microorganismos se puede determinar por
varios métodos, entre ellos podemos nombrar el método Kjedahl, la técnica isotopica
de incorporacién de N*® que permite determinar la porcion de nitrégeno en la planta
que proviene del suelo, de un fertilizante o de la atmdsfera (Bergensen, 1980). Si se
quiere evidenciar la actividad de la enzima nitrogenasa dentro de los nodulos, se
puede determinar por medio de la reduccion de acetileno (ARA) realizado por el
complejo nitrogenasa presente exclusivamente en los microorganismos fijadores de
nitrégeno simbidticos o asimbioticos. La aplicabilidad de esta técnica se basa en la
reduccion del acetileno (C,H;) a etileno (C,H;) por accion de la nitrogenasa
permitiendo verificar indirectamente la actividad de la enzima en el proceso de
fijacion. Dentro de las ventajas de esta técnica encontramos una alta sensibilidad, las
muestras se analizan directamente en un camardgrafo de gases, sin necesidad de

tratamientos quimicos y con facil manipulacion manual (Lee & Watanabe, 1977).

2.7.2. Tipos de nédulos

La morfologia de los nddulos formados en las raices varia dependiendo de la
leguminosa, del desarrollo del canal de infeccion en la presencia o no del meristemo
apical, en la forma, en la organizacién histologica y anatomica, en la via de
asimilacion de amonio y por tanto, en el tipo de metabolitos nitrogenados que exporta
(Fernandez, 2003). Con base en estas diferencias se pueden encontrar dos tipos que se
conocen como: nodulos de crecimiento determinado e indeterminado (Rae et al.,
1992).
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Los nddulos con crecimiento determinado se encuentran generalmente en
leguminosas tropicales como Glycine sp, Arachis sp, Phaseolus sp, Vigna sp, Lotus
sp; son nddulos temporales de estructura globular, el meristemo de crecimiento esta
ubicado de forma radial y una vez ha alcanzado su mé&ximo desarrollo deja de crecer.
Carecen de meristemo indeterminado y el tejido central contiene tanto células
infectadas como no infectadas encontrandose en el mismo estado de desarrollo. Las
células no infectadas estan especializadas en el transporte de ureidos procedentes del

nitrégeno fijado (Vasse et al., 1990).

Los nddulos con crecimiento indeterminado se encuentran habitualmente en
leguminosas de zona templada como Lupinus sp, Vicia sp, Pisum sp o Medicago.
Presentan una forma alargada con un meristemo nodular que es persistente y un
corddn de infeccion ancho. A lo largo del eje longitudinal del ndédulo desde el apice
hasta su conexidn con la raiz se identifican 4 zonas: (a) Zona | 0 zona meristematica
donde se forman los tejidos del nédulo en desarrollo; (b) Zona Il o zona de infeccién
donde la bacteria sigue liberandose de los hilos de infeccion y la mitad de las células
no estan infectadas; (c) Zona Il o zona simbidtica la cual esta ocupada por
bacteroides maduros donde se lleva a cabo la fijacion activa de nitrogeno, aunque
también se encuentran células bacterianas no infectivas cuyo papel es el soporte
metabdlico del proceso de fijacion y (d) Zona IV o zona de senescencia la cual
aparece con el envejecimiento del nddulo (Figura 7) (Crespi et al., 2000; Vasse et al.,
1990; Timmers et al., 2000).
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Figura 7. Modelo esquematico de la formacion de un nédulo determinado e

indeterminado

Una caracteristica importante que sirve para diferenciar los nddulos indeterminados
de los determinados es que estos estimulan la produccion de polimeros de reserva de
poli B-hidroxibutirato (PHB) los cuales juegan un papel importante en el metabolismo
celular de la bacterias interviniendo en el proceso de infeccion, nodulacion y fijacion

de nitrogeno (Trainer et al., 2006).

2.8. Taxonomia de los Rizobios

Los rizobios son un grupo heterogéneo de bacterias que se encuentran en la rizosfera
y pueden asociarse con raices de plantas formando estructuras llamadas nodulos, cuya
caracteristica comun es la habilidad para fijar nitrdgeno atmosférico (diazotrofia) por
medio de la enzima nitrogenasa. Algunos autores como Santillana et al. (2005),
Boiero et al. (2007) y Kumari et al. (2009) han encontrado cepas de Rhizobium y
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Bradyhizobium capaces de promover el crecimiento vegetal (PGPR: acronimo del
inglés: “Plant growth promoting rhizobacteria”) mediante la produccion de
hormonas como el acido 3 indol acético (AlA), giberelinas y citoquininas.

Estos microorganismos pertenecen al grupo de las a y B proteobacterias. Las o-
proteobacterias se han dividido en cuatro familias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae,
Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae. Dentro de la familia Rhizobiaceae se
encuentran seis géneros capaces de llevar a cabo el proceso de FBN; entre ellos:
Rhizobium sp, Sinorhizobium sp, Meshorizobium sp, Bradyrhizobium sp,
Azorhizobium sp y Allorhizobium sp. (Wang et al., 1999a; Bécquer, 2004). En el
grupo de las B-proteobacterias se encuentran los géneros Burkholderia, Cupriavidus y
Herbaspirillum que también pueden fijar nitrégeno en nddulos (Lindstrom &

Martinez-Romero, 2007; http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/node/4).

Hasta la fecha, se han descrito mas de 30 especies distribuidas en los seis géneros
mencionados anteriormente; todos ellos se caracterizan por ser heterdtrofos, aerobios
obligados; microscépicamente tienen forma de bacilos, con pared celular con bajo
porcentaje de peptidoglucano, caracteristica que las incluye dentro del grupo de las
bacterias Gram negativas; sus células tienen formas irregulares o pleomorficas (en
forma de X o de Y, llamados bacteroides) dentro de los nédulos. Se ha reportado que
los rizobios tienen tres diferentes estados de vida: uno dentro de los nddulos de las
leguminosas, otro en el suelo y otro dentro de plantas no leguminosas como
endofitos. Todos los rizobios pueden vivir muy bien como saprofitos en los suelos o
en medios de cultivos. Sin embargo, existen algunas caracteristicas distintivas entre

los géneros (Bécquer, 2004).
2.9. Caracteristicas de los géneros Rhizobiaceas

2.9.1. Género Bradyrhizobium

Estas bacterias son bacilos Gram negativos pleomorficos de 0.5-0.9 x 1.2-3.0 um; se
desplazan por medio de un flagelo polar o subpolar. Las células bacterianas de este
género se caracterizan por ser de lento crecimiento (5 a 7 dias) con un tiempo de

generacion de 8 6 mas horas después de su cultivo. Pueden formar colonias secas,
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opacas, circulares, rara vez translucidas, blancas y convexas con un diametro menor a
1 mm entre 5y 7 dias de incubacion. Bradyrhizobium es productor de alcali, lo cual
puede estar relacionado con que las cepas de este género son generalmente mas
tolerantes a los suelos acidos. Sin embargo, dentro de este género podemos encontrar
cepas que acidifican el medio de cultivo, esta caracteristica puede estar relacionada
con la capacidad que tienen estos microorganismos para adaptarse a diferentes tipos
de suelos donde se desarrollan las leguminosas con las que se asocian o por algun
tipo de mutacién que se presente a través del tiempo (Bécquer, 2009). Las tres
especies definidas de este género son: B. japonicum, B. elkanii y B. liaoningense
pueden nodular en raices de plantas de soya (Glycine max) aungue se sabe que solo B.
japonicum forma nodulos efectivos sobre la raiz de esta leguminosa (Bécquer, 2004;
Trainer & Trevor, 2006). Algunos rizobios fotosintéticos capaces de formar nodulos
en tallos de la leguminosa acuatica Aeschynomene han sido identificados como
miembros de Bradyrhizobium, cercanos o distintos a las especies descritas. Este
género de bacterias se ubica como el linaje mas antiguo, siendo el Gnico que ha
conservado la capacidad de fotosintetizar y fijar nitrdgeno en condiciones de vida
libre y en simbiosis, a diferencia de los otros géneros que solo pueden fijar nitrogeno
en simbiosis, lo que sugiere que Bradyrhizobium podria ser el linaje mas cercano a la

forma ancestral (Molouba et al., 1999).

2.9.2. Género Rhizobium

Son bacilos Gram negativos que miden entre 0.5-1.0 x 1.2-3.0 um y se desplazan por
medio de 1-6 flagelos que pueden ser peritricales (varios flagelos que rodean el
perimetro de la célula) o subpolares. Las células bacterianas de este género se
caracterizan por ser de crecimiento rapido (1 a 3 dias) con un tiempo de generacion
entre 2 y 4 horas después de cultivadas, productor de acido en el medio de cultivo y

produccion de abundante lipopolisacaridos extracelulares (Vincent, 1970).

Las colonias son blancas o color crema, circulares, convexas, semitranslicidas u
opacas y mucilaginosas. Generalmente miden de 2 a 4 mm de didmetro a los 3-5 dias

de incubacion en medio LMA (Levadura Manitol Agar) a una temperatura entre 25y
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30°C. Presentan crecimiento 6ptimo en pH entre 6,0 y 7,0; aunque se observa
crecimiento de estas bacterias a pH entre 4,0 y 8,0. Son quimio-organotréficas y
utilizan gran variedad de carbohidratos, acidos organicos y algunas cepas requieren
biotina, &cido nicotinico, pantotenato o tiamina como factores de crecimiento. Hay
nueve especies definidas: R. leguminosarum, R. etli, R. galegae, R. gallicum, R.
giardinii, R. hainanense, R. huatlense, R. mongolense y R. tropici. Este género
nodula diferentes especies de leguminosas en zonas templadas o tropicales (Bécquer,
2004). Algunas cepas de Rhizobium se han caracterizado por ser promotoras de
crecimiento vegetal; Rhizobium melilotti es capaz de producir fitohormonas como el
acido- indol-acético (AlA); sin embargo, Schmidt et al. (1988) encontraron que
aunque esta hormona no es capaz de promover el crecimiento vegetal por ser inactiva,
si favorece el proceso de FBN mediante el incremento significativo en el nimero de

nodulos en la raiz del huésped.

2.9.3. Género Allorhizobium

Son bacilos Gram negativos pleomérficos que miden entre 0.5-0.7 x 2.0-4.0 um. Las
células bacterianas pertenecientes a este género son de crecimiento rapido (1 a 3 dias)
productoras de acido y polisacaridos extracelulares: las colonias tienen un didmetro
entre 0.5-3.0 mm después de 1 a 2 dias de incubacion en el medio de cultivo LMA.
Dentro de este género solo se ha descrito una especie A. undicola aislado de nodulos
de la raiz de una planta acuatica Neptunia natans, que crece en Africa. Esta bacteria
nodula leguminosas como Medicago sativa, Acacia Senegal, Acacia seyal, Acacia
tortilis, Lotus arabicus y Faidherbia albida (Kuykendall & Dazzo, 2003).

2.9.4. Género Azorhizobium

Son bacilos Gram negativos que miden entre 0.5-0.6 x 1.5-2.5 um; se desplazan por
medio de flagelos peritricos. Las células bacterianas son de crecimiento rapido (1 a 3
dias) como Rhizobium sp pero a su vez producen alcali en el medio de cultivo como
Bradyrhizobium sp. Las colonias generalmente son circulares, transldcidas, gomosas
y presentan un color crema. Es capaz de fijar nitr6geno en vida libre bajo condiciones

microaerofilicas requiriendo acido nicotinico para esta fijacion y en simbiosis con
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plantas leguminosas. A diferencia de Rhizobium y Bradyrhizobium este género no
asimila azucares (excepto la glucosa); en cambio si puede asimilar alcoholes como el
1,2-propanodiol y 2,3-butanodiol. Es la rama maés alejada del género Rhizobium y
solo hay una sola especie descrita de este género A. caulinodans aislada de nédulos
de raices de Sesbania rostrata. Este género ademas de fijar nitrégeno bioldgicamente,
promueve el crecimiento vegetal por medio de la produccion de giberelinas (Wang et
al., 1999a; Bécquer, 2004).

2.9.5. Género Mesorhizobium

Las bacterias de este género son bacilos Gram negativos que miden entre 0.4-0.9 x
1.2-3.0 um. Son de crecimiento intermedio (3-5 dias); se desplazan por medio de
flagelos peritricos o un flagelo polar o subpolar. Las colonias son circulares,
convexas, semitranslucidas y mucilaginosas. Presentan formas pleomorficas cuando
se encuentran en condiciones adversas como altas concentraciones de sales y dentro
de los nédulos. Son bacterias quimio-organotroficas que usan carbohidratos, acidos
organicos y aminoacidos como fuente de carbono y energia produciendo acido en el
medio de cultivo LMA. Tiene la capacidad de asociarse con las raices de diferentes
leguminosas de regiones templadas, subtropicales y tropicales formando nodulos para
la fijacion bioldgica del nitrdgeno (Wang et al., 1999a). Este género se encuentra
separado filogenéticamente de Rhizobium sp y Bradyrhizobium sp debido a su
moderado crecimiento y a la produccién de acido bajo condiciones de cultivo. En la
actualidad existen ocho especies capaces de formar simbiosis con leguminosas entre
estas se encuentran: M. loti, M. amorphae, M. chacoense, M. ciceri, M. huakuii, M.

mediterraneum, M. plurifarium y M. tianshanense.

2.9.6. Género Sinorhizobium

Las bacterias de este género son bacilos Gram negativos que miden entre 0.5-1.0 X
1.2-3.0 um. Presentan un crecimiento rapido (1 a 3 dias), contienen granulos de poli-
B-hidroxibutiratos y producen &cido en el medio de cultivo LMA con contenido de
sales minerales y carbohidratos. En la actualidad existen ocho especies simbidticas

dentro de este género S. arboris, S. fredii, S. kostiense, S. kummerowiae, S. medica, S.
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saheli, S. terangae y S. xinjiangense. Dentro de estas, S. fredii es capaz de nodular

raices de soya para fijar nitrégeno.

2.10. Caracterizacion de la familia Rhizobiaceae

Existen varios métodos usados para la identificacion de cepas de bacterias simbi6ticas
fijadoras de nitrdgeno, dentro de los cuales se destacan la caracterizacion fenotipica y
genotipica. Con la caracterizacién fenotipica se obtiene informacion basica como son
caracteristicas macro y microscépicas de las células bacterianas (forma, tamafio,
color, consistencia), utilizacion de sustratos como fuentes de carbono mediante
pruebas bioquimicas, tolerancia a diferentes pH y patrones de resistencia a
antibidticos proporcionando una vision detallada de la variabilidad de las bacterias
dentro de una especie o entre diferentes especies mediante el reconocimiento de
rasgos caracteristicos (Martins et al., 2004).

Dentro de las caracteristicas fenotipicas, la resistencia a antibioticos es uno de los
aspectos méas importantes en la fisiologia de la célula bacteriana ya que dependiendo
de su nivel de tolerancia o resistencia, el microorganismo es capaz de sobrevivir
cuando existe una interaccion antagonista con otras especies bajo condiciones
naturales. Esta técnica ha sido usada en estudios con Rhizobium sp como alternativa
para identificar cepas individuales o para el estudio ecolégico de comunidades
bacterianas en el suelo; este método también es usado para la evaluacion de niveles
de resistencia intrinseca a antibidticos en aislamientos frescos de cepas efectivas con
el fin de determinar patrones de resistencia para evaluaciones ecoldgicas y para la
seleccion de mutantes con resistencia adquirida a antibiéticos en un medio especifico
(Davies, 1962; Ramirez, 1995).

La resistencia intrinseca a antibioticos ha sido usada para identificar cepas de
Rhizobium leguminosarum y R. phaseoli bajo condiciones de laboratorio e identificar
indculos de R. phaseoli bajo condiciones de campo asi como para R. leguminosarum
bv trifolii (Bordeleau & Prevost, 1982, Ramirez, 1995). Igualmente es una
herramienta Gtil para estudios ecoldgicos como los realizados con R. trifolli y

Bradyrhizobium japonicum en donde se demostrd la utilidad de la resistencia maltiple
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a antibidticos que actian de manera similar sobre la célula. En la identificacion de
Rhizobios aislados directamente del suelo e incapaces de mantenerse en simbiosis con
plantas y en experimentos de transferencia plasmidica en R. leguminosarum para

identificar células somaticas recuperadas a partir de nédulos (DeJong et al., 1982).

Investigaciones realizadas por Ramirez (1991), Reyes (1994) y Chica (1998) han
resaltado la importancia del uso de resistencia intrinseca a antibi6ticos en la
diferenciacion de cepas de rizobios capaces de infectar un grupo de plantas o en
control de calidad de inoculantes, agrupamiento de cepas de acuerdo a resistencia
cualitativa y cuantitativa frente a antibidticos, siendo un método facil, relativamente

reproducible y de bajo costo.

Por otra parte, la caracterizacion genotipica de bacterias simbioticas fijadoras de
nitrogeno ha sido un proceso que ha tenido grandes avances a partir de la
implementacion de métodos de biologia molecular lo cual ha ayudado a definir
nuevos géneros y especies de rizobios. Cada especie bacteriana consta de un grupo de
cepas que comparten caracteristicas que las diferencian de otras especies bacterianas,
asi como su especificidad por un hospedero la cual estd dada por la activacion de
genes especificos y por sefiales quimiotacticas que son intercambiadas entre el
microorganismo y la planta (Vineusa et al., 1998). El uso de técnicas de biologia
molecular ha proporcionado una descripcion mas precisa de los microorganismos en
estudio, siendo el andlisis de los genes ARNr 16S un criterio importante para la
descripcion de los géneros y especies de rizobios considerando que las cepas de
bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno cuyas secuencias del gen ARNr 16S son
similares en un 97% o mas, probablemente pertenezcan a la misma especie. Sin
embargo, cuando las secuencias del gen ARNr 16S son muy similares, esta
metodologia no permite diferenciar especies cercanamente relacionadas lo cual ocurre
debido a que este gen estd muy conservado entre todos los organismos Vvivos
procariotes (Wang et al., 1999b).
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Existen otros métodos empleados para el estudio de cepas de rizobios como es el caso
de los perfiles de isoenzimas, plasmidicos y proteinas (Ramirez, 1995). Estas técnicas
son utilizadas para estimar la diversidad genética y la estructura de poblaciones
nativas de Rhizobium sp (Mohd Saud, 1990 citado por Ramirez, 1995).

2.11. Inoculantes elaborados con base en bacterias simbioticas fijadoras de

nitrégeno

En la actualidad existen varios tipos de inoculantes obtenidos con base en bacterias
diazotroficas referenciados como inoculantes liquidos e inoculantes con soporte
solido con presentaciones en polvo, granulado, liquido, en medios de agar. Sin
embargo, el mas comdn y ampliamente utilizado es el inoculante en polvo el cual es
elaborado con un soporte en base a turba impregnada con un cultivo liquido mediante
un proceso de fermentacion. La turba es utilizada para estabilizar el nimero de
bacterias y protegerlas durante el periodo de almacenamiento asi como proveer mejor

adhesion a la semilla (Drevon, 1995).

Para la elaboracion de inoculantes con base en FBN de la familia Rhizobiaceae, se
deben tener en cuenta algunos criterios como la seleccion de la cepa, la cual debe
tener alta especificidad con el hospedero, debe ser infectiva (producciéon de nédulos
en la raiz) y efectiva (fijacion del nitr6geno), con un alto grado de competitividad con
otras cepas, estable genéticamente, resistente a la accion de factores adversos del
suelo como acidez, sequia, exceso de humedad, salinidad y pH. Antes de ser
comercializado, el inoculante debe ser sometido a un control de calidad en el
laboratorio con el objeto de determinar la viabilidad y el nimero de unidades
formadoras de colonias de rizobios, el cual a nivel internacional se ha considerado
que debe ser mayor a 1x10® UFC/g de soporte sélido 6 1x10® UFC/mI de medio de
cultivo, en caso de inoculantes con formulacién liquida, con el fin de garantizar el
éxito de la inoculacion. Adicionalmente, se debe garantizar que no contenga ningun
microorganismo antagonista contaminante o patdgeno para las plantas. Debido a que
los inoculantes son productos biolégicos con microorganismos vivos se deben tener

en cuenta recomendaciones para su uso y almacenamiento con el objeto de garantizar
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la vida datil del producto y la efectividad en la FBN. Es de anotar que existen
formulaciones de inoculantes en los que tanto el cultivo como el soporte son
sometidos a esterilizacién e inoculantes en que solo el medio de cultivo es

esterilizado, pero el soporte no (Espinosa & Malpica, 2007).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacién de la investigacion

El presente trabajo se llevd a cabo en CORPOICA, Centro de Investigacion
TIBAITATA en el laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria (CBB). El Centro de Investigacion esta ubicado en el
kilometro 14 de la carretera troncal de occidente, 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. Material biol6gico

Las cepas que se utilizaron en este trabajo de investigacién fueron ICA L9 e ICA J96.
La cepa ICA L9 nodula plantas de arveja (Pisum sativum) e ICA J96 nodula plantas
de soya (Glycine max); estos microorganismos pertenecen al Banco de Germoplasma
de Microorganismos con Potencial en Biofertilizante del Laboratorio de
Microbiologia de suelos de CORPOICA. La ICA L9 es proveniente de Australia y la

ICA J96 de Brasil, cepas ampliamente utilizadas para la elaboracién de inoculantes.

La turba Growin Mix utilizada para la preparacion de los inoculantes proviene del

centro de Investigacion La Selva de Corpoica.

Para los ensayos de actividad bioldgica con los inoculantes elaborados con las cepas
ICA L9 e ICA J96, se utilizaron semillas de arveja y soya previamente desinfectadas,
de la variedad “Santa Isabel” y “Corpoica Superior 6” respectivamente, la semilla de

soya fue obtenida en el Centro de Investigacién La Libertad de CORPOICA.
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4. METODOLOGIA

4.1. Identificacion fenotipica de las cepas ICA L9 e ICA J96

Se realiz6 una descripcién macroscopica y microscépica mediante la observacion
visual del color, diametro y textura de las colonias asi como la observacion al
microscopio en fresco y tincién de Gram con el objeto de observar la forma, tamafio y
movilidad de las células bacterianas crecidas en el medio levadura-manitol agar
(LMA) (g/I: 10g manitol; 0,5g extracto levadura; 0,2g de MgSQOy; 0,2g de K,;HPOy;
0,1 de NaCl; 15g de Agar-agar; pH. 6,5-6,7) segin la metodologia propuesta por
Vincent, (1970). Cada una de las cepas fue sembrada en cajas Petri con medio LMA
con rojo congo (10ml/l) con el objeto de observar las caracteristicas macroscopicas de
las colonias segun el Manual Bergey’s (2005); se sembraron tres repeticiones por

cepa.

4.2. Prueba de acidez y alcalinidad de las cepas ICA L9 e ICA J96

Con ayuda de una asa estéril se sembrd un indculo de cada una de las cepas en el
medio LMA suplementado con azul de bromotimol (5ml/l). Las cajas Petri sembradas
con los microorganismos se incubaron a una temperatura de 28+2°C en posicion
invertida durante 5 dias. Con el objeto de verificar el cambio de color en el medio de

cultivo se realizaron observaciones todos los dias durante el tiempo de incubacion.

4.3. Crecimiento de las cepas bajo diferentes valores de pH

Se inocularon las cepas ICA L9 e ICA J96 con un recuento inicial de 5x10® y 14x10°
unidades formadoras de colonias (UFC/ml) respectivamente, en erlenmeyers con 30
ml de medio de cultivo liquido levadura manitol (LM) (Vincent, 1970) utilizando
diferentes pH: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 y 8,0. De cada cepa se sembraron dos
repeticiones y se colocaron en agitacion en un agitador orbital marca Termolyne a
120 rpm y temperatura de 28+2°C durante 5 dias. Se utiliz6 un medio de cultivo LM
con valor de pH 6,5 como control, ya que corresponde a las condiciones éptimas de
crecimiento de los microorganismos en el laboratorio. La observacion del crecimiento

se determind desde las 24 hasta las 72 horas después de la incubacién.
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4.4. ldentificacion bioquimica

La evaluacion de la actividad metabdlica de cada una de las cepas se llevo a cabo
mediante el empleo de la prueba API20NE (Biomérieux). Este test consta de 8
pruebas convencionales y 12 de asimilacion, ubicadas en una galeria con 20
microtubos que contienen medios y/o sustratos en forma deshidratada. Para las
pruebas convencionales se tomd de una a cuatro colonias aisladas de cada cepa y se
resuspendieron en solucién salina al 0,85% hasta obtener una suspension bacteriana
de turbidez igual al tubo 0,5 de McFarland. Esta suspensidn bacteriana se inocul6 en
los pozos con cada prueba convencional, se almacenaron en cadmaras hiumedas y se
incubaron a 28+2°C entre 24 y 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, la
lectura de las galerias se realiz6 teniendo en cuenta el cambio de color.

Para los ensayos de asimilacion, el crecimiento bacteriano se observo mediante la
turbidez en cada uno de los pozos inoculados con la suspension. Estas pruebas

mostraron la utilizacién o no de los diferentes sustratos por las cepas evaluadas.

4.5. Resistencia intrinseca a antibioticos

Se tomo una colonia pura de cada una de las cepas en estudio y se sembro en medio
LM, se incubaron a 28+2°C en un agitador horizontal marca Termolyne a 120 rpm.
Después de crecido el microorganismo se sembr6 una alicuota de 0,1 ml en medio
LMA, se distribuyé uniformemente en las cajas con ayuda de un rastrillo y se
colocaron los discos de antibiéticos de Kanamicina (30ug), Estreptomicina (10ug),
Nitrofurantoina (300ug), Cloranfenicol (30ug) y Ampicilina (10ug); para cada una de
las cepas se sembraron tres réplicas y se incubaron en posicion invertida a 28+2°C.
En cada caja se coloco6 un disco de cada antibidtico con el objeto de tener informacion
comparativa sobre el crecimiento bacteriano bajo condiciones similares para todos los
antibidticos evaluados.

El patrén de resistencia intrinseca fue determinado teniendo en cuenta la presencia o
ausencia de crecimiento bacteriano alrededor del disco y se midi6 el didmetro del
halo de inhibicion como indicativo de la sensibilidad de las cepas en presencia del
antibiotico (Ramirez, 1995).
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La escala que se tuvo en cuenta fue:

No crecimiento= No resistente.

Halo de inhibicion de 5 mm de distancia del disco 0 mayor= Baja resistencia.
Halo de inhibicion de 3 a 4 mm= Moderadamente resistente.

Halo de inhibicion de 1 a 2 mm= Resistente.

o & w0 D

No inhibicion del crecimiento= Altamente resistente.
4.6. ldentificacion genotipica de las cepas ICA L9 e ICA J96

4.6.1. Secuenciacion de la region de ADN que codifica para el gen ARNr 16S

Se extrajo el ADN de cada una de las cepas siguiendo el protocolo de extraccién con
fenol-cloroformo descrito por Agrawal et al. (2009) (Ver anexo 1) y se cuantifico
utilizando un espectrofotometro marca NanoDrop modelo ND-1000. Para la
amplificacion de fragmentos del gen ARNr 16S se utilizaron primers universales 27F
(5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°) y 1544R (5> AGAAAGGAGGTGATCCAG
CC 3’). El ADN extraido de cada una de las cepas bajo estudio se utilizd para el
montaje de la PCR; las reacciones de amplificacion se realizaron con una
concentracion de 25ug utilizando las siguientes cantidades: Solucion tampén 10X
15ul (Bioline), BSA 20X 3,0ul (Invitrogen), MgCl2 50nm 3,0ul (Bioline), dNTP’s
mix 10nm 3,0ul (Invitrogen), Tag DNA polimerasa 5u/pl 0,6ul (Bioline), primer 27F
3,0ul, primer 1544R 3,0ul, agua estéril grado molecular 113,4ul y ADN extraido 1pl.
La PCR se corrié en un termociclador PTC100 MJ Research® Global Medical
Instrumentation, Inc., Minnesota EU), bajo las condiciones presentadas en la tabla
2.
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Tabla 2. Ciclos y temperaturas utilizadas para la amplificacién de fragmentos del gen
ARNTr 16S por medio de PCR

Ciclo Temperatura/°C Tiempo

1 94 2’

2 94 157

3 46 (Anillamiento) 30>

4 72 1’

5 Repeticion paso 2,3,4 10 veces
6 94 15>

7 51 (Anillamiento) 30”

8 72 2’

9 Repeticion paso 6,7,8 20 veces
10 72 1’

Los productos de la PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2% en buffer
TAE1X (Tris-borato-EDTA) teflido con SYBR Safe 10000x marca Invitrogen; se
dej6é correr a 55 voltios por tres horas. Se utilizd un marcador de peso molecular
Bioline ® Hyperladder IV 100 a 1000 pb para determinar el tamafio de las Bandas y
el gel se observd en un transiluminador de UV, marca UVP® (UVP LLC - Upland,
Canada).

Los productos de la PCR se enviaron a un laboratorio particular de analisis molecular
Corporacion CORPOGEN, para su secuenciacion; las secuencias obtenidas fueron
alineadas usando el programa CLC Free Workbench 3.6 utilizando el software
Clustal W. Las secuencias fueron comparadas con las bases de datos del GenBank
(NCBI-CBS) usando el algoritmo BLAST; el analisis filogenético se realizod
utilizando el paquete Mesquite y Neighbor Joining con 1000 repeticiones (Phylogeny
Inference Package V3.67, U.Washington) (Pearson, 1988).
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4.7. Curva de crecimiento de las cepas ICA L9 e ICA J96

Se observo la curva de crecimiento de cada una de las cepas por turbidimetria,
determinando la absorbancia a 540nm a través del tiempo y conteo de células viables
mediante el recuento en placa. Se sembro6 una colonia pura de cada una de las cepas
en 100ml de medio LM, se incub6 a 28+2°C en un agitador horizontal marca
BIOLINE a 120 rpm durante la noche (ON) para obtener el preindculo. Se prepar6 un
medio de cultivo LM de 250ml el cual se inoculé con 2,5ml del preindculo,
correspondiente al 1% del volumen total del medio. El preinéculo de ICA L9
presenté un conteo inicial de 7x10® UFC/ml y para ICA J96, un conteo de 11x10°
UFC/ml. Estas pruebas se realizaron por triplicado para cada una de las cepas en
estudio y se incubaron a 28+2°C en un agitador horizontal a 120 rpm. Se determind la
fase de adaptacion y multiplicacion (fase exponencial) de cada una de las cepas con
un intervalo de dos horas, evaluando la turbidez del medio en un espectrofotémetro
GENESYS 10 UV a una longitud de onda de 540nm, hasta llegar a la fase
estacionaria.

Paralelamente, se realizo el recuento en placa de las células viables de cada uno de
los inoculos adicionando 1ml de la suspension bacteriana en un tubo con 9ml de
solucién salina estéril al 0,85% (tubo 1), a partir de éste se realizaron diluciones
sucesivas hasta llegar a 10®. De los tubos 10, 107 y 10 se tomé una alicuota de
20ul de cada una de las cepas y se sembrd en cajas Petri con medio LMA con la
técnica de microgota; para cada cepa se sembraron tres repeticiones por cada dilucion
(Romeiro, 2001). El uso de estas dos metodologias permite tener una correlacion
entre el nimero de colonias (células viables) y la densidad Optica del cultivo
(Somasegaran & Hoben, 1985).

4.8. Pruebas bioldgicas de los inoculantes elaborados con las cepas ICA L9 e ICA
J96

Se prepararon inoculantes en bolsas de polietileno de alta densidad en presentacién de
100g. Se pesaron 62,5g de turba Growing Mix y se les agregé 2,59 de CaCOs; con el
objeto de obtener un pH cercano a 7,0. La turba se esteriliz6 a 120°C, 15 libras de

presion por 15 minutos durante tres dias consecutivos y posteriormente se le adiciond
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a cada una de las bolsas de polipropileno, 35 ml de medio de cultivo LM inoculado
con cada una de las cepas evaluadas ICA L9 e ICA J96 en fase exponencial, con una
concentracion de 8 x 108 UFC/mI. Se prepararon dos lotes por cepa y se impregnaron
45 bolsas por lote para un total de 90 bolsas por cepa, las cuales se incubaron a
28+2°C durante 5 dias. Pasado el tiempo de incubacion se verifico la pureza de los
inoculantes y UFC/g tomando dos bolsas al azar de cada lote, utilizando el método de
siembra de diluciones sucesivas en medio de cultivo LMA, LMA con rosa de bengala
para determinacién de hongos y agar topping para bacterias, de acuerdo con los
protocolos establecidos en el manual de procedimientos técnicos para el control de
calidad de inoculantes de Corpoica (Corpoica, 2007).

Los inoculantes se almacenaron a tres temperaturas: 4+2, 18+3 y 28+2°C por seis
meses (180 dias) durante los cuales se verificO la pureza, viabilidad y actividad

biol6gica; los tiempos evaluados fueron:

- To: Inmediatamente después de la incubacién
- T1: 2 meses después de la incubacion
- T2: 4 meses después de la incubacion

- T3: 6 meses después de la inoculacion

Para las pruebas bioldgicas de los inoculantes y con el fin de confirmar la eficiencia
de los microorganismos inoculados, se establecieron ensayos bajo condiciones de
invernadero. Las semillas de arveja y soya utilizadas se desinfectaron sumergiéndolas
en etanol al 85% por 20 segundos, luego se pasaron a hipoclorito de sodio al 2% por
dos minutos y finalmente se enjuagaron con suficiente agua destilada con el objeto de
eliminar el exceso de las soluciones desinfectantes; se colocaron en camara himeda y
se incubaron en oscuridad por 48 horas a temperatura de 28+2°C (Corpoica, 2007).

Se prepararon vasos plasticos de 12 onzas con vermiculita estéril como sustrato
inerte. Se aplicaron 80 ml de agua destilada a cada vaso para humedecer el sustrato y
posteriormente se sembraron dos semillas de las leguminosas evaluadas en cada vaso.
Las semillas de arveja se recubrieron con 5 g del in6culo/kg de semilla de la cepa

ICA L9 previamente mezclado con una suspension de sacarosa al 10%. Este
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procedimiento igualmente fue empleado para las semillas de soya las cuales se
recubrieron con el inéculo de la cepa ICA J96 y se llevaron a invernadero, por un

periodo de dos meses para cada uno de los tiempos.
Los tratamientos evaluados se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos evaluados sobre las plantas de arveja y soya
TRATAMIENTOS ICA L9

1. ICA L9 (Lote 1) 4+2°C 2. ICA L9 (Lote 1) 3. ICA L9 (Lote 1)
18+3°C 28+2°C
4. 1CA L9 (Lote 2) 4+2°C 5.ICA L9 (Lote 2) 6. ICA L9 (Lote 2)
18+3°C 28+2°C
7. Testigo absoluto 8. Testigo absoluto 9. Testigo absoluto
(Sin inocular) (Sin inocular) (Sin inocular)
10. Testigo nitrogenado 11. Testigo nitrogenado 12. Testigo nitrogenado
(200 ppm N3) (200 ppm N2) (200 ppm N2)

TRATAMIENTOS ICA J96

1. ICA J96 (Lote 1) 4+2°C 2. ICA J96 (Lote 1) 18 + 3. ICA J96 (Lote 1)
2°C 28+2°C
4.1CA J96 (Lote 2) 4+2°C 5. ICA J96 (Lote 2) 18 + 6. ICA J96 (Lote 2)
2°C 28+2°C
7. Testigo absoluto 8. Testigo absoluto 9. Testigo absoluto
(Sin inocular) (Sin inocular) (Sin inocular)
10. Testigo nitrogenado 11. Testigo nitrogenado 12. Testigo nitrogenado
(200 ppm No) (200 ppm Ny) (200 ppm No)

Las plantas inoculadas con las cepas, mantenidas en invernadero bajo cubierta
plastica, crecieron a una temperatura entre 10,9 y 32,9°C y una humedad relativa
entre 50 y 70%; se regaron cada tres dias con una solucion nutritiva de McLeure e
Israel, compuesta por micro y macronutrientes exceptuando el nitrégeno. Los testigos
absolutos se regaron con agua y los testigos nitrogenados, con solucion nutritiva de

McLeure e Israel con adicion de 200 ppm de nitrogeno inorganico (KNOs3) (Ver
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anexo 2). La cantidad de solucién nutritiva tanto para las plantas inoculadas como los

testigos nitrogenados fue de 1ml por vaso.

Los muestreos destructivos para cada uno de los tiempos se realizaron dos meses
después de la siembra y se evaluaron las variables peso fresco de la parte aérea y
radical, peso seco de la parte aérea y radical, longitud de la parte aérea y radical,
namero de nddulos y la prueba de reduccion de acetileno. Se determind el nitrogeno

total extraido por las plantas utilizando el método de Kjheldahl (\Ver anexo 3).

El disefio estadistico empleado para las pruebas bioldgicas fue de bloques completos
al azar con cinco repeticiones por tratamiento por cada bloque. Se aplicd un analisis
de varianza y una prueba de comparacién mdaltiple con el test de DUNCAN (p< 0,05)
empleando el programa SAS 3.1, para la determinacién de diferencias entre los

tratamientos evaluados.
4.9. Reduccion de acetileno

4.9.1. Preparacion del acetileno

El acetileno utilizado para la prueba se produjo a partir de carburo de calcio
afiadiendo agua destilada en un recipiente, hasta la produccién del gas del cual se
tomaron alicuotas con ayuda de una jeringa para la inyeccion de las muestras
(Corpoica, 2007).

4.9.2. Determinacion de la actividad nitrogenasa

Inmediatamente después del muestreo de las plantas de arveja y soya, se tomo una
raiz nodulada de una planta por cada tratamiento, se introdujeron en un recipiente de
vidrio con una capacidad de 280 ml, al cual se le acondicion6 un tapdn de caucho, se
cerré herméticamente y se le introdujo una aguja de jeringa para equilibrar la presion
del frasco con la presion atmosférica. Se reemplazaron 28 ml de la atmésfera interna
de los recipientes que contenian las muestras (10% v/v) por 28 ml de acetileno; las
raices noduladas se dejaron en incubacion durante 1 hora. Pasado este tiempo, se
tomo con ayuda de una jeringa de 10ml, una alicuota de 5ml de la mezcla de gases

almacenada dentro de cada recipiente de vidrio a través del tapon de caucho y se
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inyectd en un tubo al vacio (vacutainer). Para determinar el contenido de etileno y
acetileno se tomé 1ml de muestra contenida en cada vacutainer y se inyectd en un
cromatégrafo de gases marca Perkin-Elmer 3920B, con detector de llama FID,
columna empacada Poropack R (malla 80/100) de 200cm de longitud y 0,2cm de
seccién e inyector manual. Los picos de etileno y acetileno se registraron en el
cromatograma, cuantificando por altura de pico; finalmente se calcul6 el nimero de
micromoles (um) de etileno producidas en 1ml de muestra inyectada interpolando los
datos en la ecuacion de la curva patron realizada para microorganismos simbi6ticos,
con cinco concentraciones conocidas de etileno; donde Y= 0,1456 X + 0,548; R® =
0,9971 (Ver anexo 4) (Corpoica, 2007).
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Identificacion fenotipica de las cepas ICA L9 e ICA J96
La descripcion fenotipica de las cepas ICA L9 e ICA J96 se describe en la tabla 4.

Tabla 4. Descripcion macroscépica y microscopica de las cepas ICA L9 e ICA J96
en el medio LMA

Cepa Descripcion macroscopica y microscopica
TC CC DC TR EL FC FM M DM
ICAL9 R C 3 T C R P P Bacilos Gram negativos

ICA Bacilos Gram negativos
M C 12 T C R P P
J96 pequerios

TC-tiempo de crecimiento: R: rapido (1-3 dias), M: medio (3-5 dias); CC-color colonia (C: cremosa);
DC-diametro colonia (mm); TR-transparencia (T: traslicida); EL-elevacion (C: convexa); FC-forma
colonia (R: redonda); FM-formacidon de mucilago o exopolisacéridos (P: presente); M-movilidad en
fresco (P: presente); DM-descripcion microscépica.

Teniendo en cuenta las observaciones macroscopicas y microscopicas de las cepas
ICA L9 e ICA J96, éstas podrian corresponder a los géneros de Rhizobium y
Bradyrhizobium o Sinorhizobium ya que son capaces de asociarse, formar nddulos y
fijar nitrégeno en raices de arveja y soya, respectivamente; estas caracteristicas son
similares a las descritas por Wang (1999b) y Kuykendall et al. (2005) quienes
describen a las bacterias del género Rhizobium y Sinorhizobium como Bacilos Gram
negativos, presentan flagelos peritricos o subpolares que les permiten desplazarse con
mayor facilidad en medio de cultivo LM, las colonias generalmente son de color
crema o blancuzcas de forma circular con bordes regulares, el didmetro oscila entre 2
a 4 mm después de 48 horas de incubacion a 28+2°C, son de crecimiento rapido y
producen abundante goma o acumulacion de poli-pB-hidroxibutirato vy

exopolisacaridos extracelulares (Figura 8).
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Figura 8. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la cepa ICA L9 en el
medio LMA

Las bacterias del género Bradyrhizobium se caracterizan por ser Bacilos Gram
negativos pequefios, algunas veces pleomorficos dependiendo de la edad del cultivo;
el tamafio de las colonias es menor a 1 mm después de 5 a 7 dias de incubacion. Las
colonias pueden ser convexas, circulares o puntiformes con bordes regulares y
gomosas; son de crecimiento lento y al igual que las bacterias del género Rhizobium y
Sinorhizobium, no producen ningin tipo de pigmento fluorescente difusible en el
medio de cultivo (Figura 9).

Figura 9. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de la cepa ICA J96 en el
medio LMA

Las cepas ICA L9 e ICA J96 cultivadas en el medio LMA con adicién de rojo congo
presentaron una coloracion crema o ligeramente rosada debido a que éstas
generalmente no absorben el colorante, siendo una particularidad distintiva de este
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grupo de microorganismos. Sin embargo, esta caracteristica puede variar dependiendo
de la concentracion del colorante, condiciones de incubacion, edad del cultivo y la
exposicion de las cajas a la luz. EI medio LMA suplementado con rojo congo puede
ser empleado como medio selectivo para diferenciar a los rizobios de
microorganismos contaminantes, como es el caso de Agrobacterium que forma
colonias rojas en el medio por absorber fuertemente el color; este colorante tiene
propiedades antifungicas evitando el crecimiento de hongos contaminantes sobre el
medio de cultivo (Kneen & Laure, 1983).

5.2. Prueba de acidez y alcalinidad de las cepas ICA L9 e ICA J96
La prueba de acidez y alcalinidad realizada a las cepas ICA L9 e ICA J96 sembradas
en el medio de cultivo LMA, suplementado con azul de bromotimol se describe en la
tabla 5.
Tabla 5. Descripcion de la prueba de acidez y alcalinidad realizada a las cepas ICA
L9 e ICA J96 en el medio LMA con azul de bromotimol
Cepa  Descripcion macroscopica
CC TR FC DC RAA
ICAL9 C T R 3 AC
ICAJ6 C T R 1 AC

CC-color colonia (C: cremosa); TR-transparencia (T: traslicida); FC-forma colonia (R: redonda); DC-
diametro colonia (mm); RAA-reaccion acida o alcalina (AC: &cida).

El viraje de color del medio LMA suplementado con azul de bromotimol que
inicialmente es verde a color amarillo indica una reaccion &cida. La cepa ICA L9
después de 24 horas de incubacion, mostré una reaccion acida al igual que la cepa
ICA J96 después de 72 horas de incubacion (Figura 10). Morales (1992) encontro que
cepas de crecimiento rapido e intermedio, pertenecientes a los géneros Azorhizobium,
Rhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium producen &cidos a partir de los azUcares
utilizados como fuentes de carbono, que pueden ir desde mono hasta disacaridos

como el manitol, la glucosa y la sacarosa.
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Segun Lancheros (2001), citado por Ramirez (2004) la caracteristica de acidificar el
medio de cultivo esta relacionada con la capacidad de estos microorganismos de
producir diferentes tipos de exopolisacaridos mucilaginosos extracelulares de caracter
acido o neutro en medio LMA, compuestos por carbohidratos, que son secretados al
medio a traves de la pared celular. Dentro de los exopolisacaridos acidos secretados
por Rhizobium se encuentra el succinoglicano, galactoglucano y glucoronan. Las
cepas de crecimiento rapido también pueden utilizar ciertos aminoacidos o azucares
como glutamina y galactosa, que pueden promover la acidificacion del medio donde

estén creciendo.

la 1b

Figura 10. Cepa ICA L9 (1a) e ICA J96 (1b) sembradas en el medio LMA

suplementado con azul de bromotimol

Los microorganismos pertenecientes al género Allorhizobium y Bradyrhizobium
generalmente producen una reaccion alcalina en el medio de cultivo, sin embargo,
bajo condiciones naturales y de laboratorio, esta caracteristica puede variar de
acuerdo a las condiciones del suelo como el pH o del medio en donde se esta
desarrollando el microorganismo. Rojas et al. (2009) realizaron esta prueba con una
cepa de Bradyrhizobium sp (ICA J01-inoculante para soya) crecida en LMA mas azul
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de bromotimol y obtuvieron que la cepa de crecimiento lento acidifico el medio de

cultivo.

Esta caracteristica presentada por algunos rizobios puede ser una ventaja competitiva
que le permita sobrevivir a condiciones adversas y esta estrechamente relacionada
con la composicién del medio, fuentes de carbono como hexosas, pentosas,
polisacaridos, disacaridos, acidos organicos y compuestos nitrogenados disponibles y
no se puede tomar como carécter taxonomico exclusivo de estos microorganismos
(Frioni, 1999).

Norris (1965) encontrd que cepas aisladas de suelos acidos son capaces de excretar al
medio de cultivo sustancias que alcalinizan; mientras que cepas aisladas de suelos
alcalinos excretan sustancias que acidifican el medio, lo cual parece ser un
mecanismo de adaptacion a condiciones adversas, siendo este comportamiento
mediado por el tipo de suelo, cantidad y calidad de los nutrientes disponibles. Esta
caracteristica es aplicable a los suelos tropicales donde se cultivan leguminosas de

interés agricola como la soya, ya que éstos generalmente tienen pH acidos.

5.3. Crecimiento de las cepas bajo diferentes valores de pH

El crecimiento de la cepa ICA L9 en los medios de cultivo con pH: 4,0; 5,0; 6,0; 6, 5;
7,0 y 8,0, se observo a las 24 horas de agitacion e incubacion a 28+2°C; siendo los
pH 5,0 y 6,0 donde se determind el mayor numero de UFC/ml, con valores de 26 y 29
x 10® UFC/mI respectivamente. Sin embargo, se puede observar que esta cepa tolera
un amplio rango de pH, no encontrandose diferencias significativas entre los valores
de pH evaluados (p<0,05). Para el caso de la cepa ICA J96, el crecimiento en los
medios de cultivo con pH: 5,0; 6,0; 6,5; 7,0 y 8,0 se observé a las 72 horas de
agitacion e incubacion; siendo en los pH 6,5, 7,0 y 8,0 donde se evidenciaron mas
UFC/ml con valores de 30, 47 y 28 respectivamente, comparado con el pH 5,0 y 6,0
con valores de 16 y 11 UFC/ml, evidenciandose diferencias significativas (p<0,05)
(Figura 11). Este crecimiento se determino por la viabilidad y nimero de UFC/ml de

las cepas crecidas en el medio de cultivo liquido LM.
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Cuando se observa el crecimiento y recuento de UFC/ml de ICA L9 e ICA J96 bajo
diferentes concentraciones de pH en el medio de cultivo, se puede decir que las dos
cepas toleran un amplio rango de pH entre 4,0 (acido) y 8,0 (basico); siendo el rango
entre 4,0 y 10,0 6ptimo para el crecimiento y multiplicacion de rizobios (Kuykendall
et al., 2005). El tolerar pH acidos podria ser un mecanismo de adaptacion de las cepas
al ambiente asociadas con leguminosas cultivadas en suelos del trépico, donde
generalmente se presentan problemas de acidez con valores entre 3,5y 5,5 (Valencia,
2003), teniendo en cuenta que estas cepas han sido introducidas; pudiendo ser esta
una ventaja selectiva de adaptacion.
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Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (Prueba Duncan p<0,05)

Figura 11. Recuento de UFC/mlI de las cepas ICA L9 e ICA J96 bajo diferentes
condiciones de pH en el medio de cultivo LM

Se han descrito algunas especies de Rhizobium que nodulan trébol, alfalfa y arveja
que toleran pH inferiores a 3,5; asi como cepas de Bradyrhizobium que nodulan soya
que pueden sobrevivir a pH 4,0, incluso 3,5. Sin embargo, es importante destacar que

las condiciones de acidez de un suelo puede tener algunos efecto adversos ya sea
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sobre los rizobios, en la formacion de nodulos, o en la FBN ya que hay etapas en el
proceso de nodulacién que son sensibles a la acidez, donde ciertas enzimas como la
nitrogenasa puede disminuir su actividad (Drevon, 1995). Al evaluar las cepas ICA
L9 e ICA J96 inoculadas en plantas de arveja y soya respectivamente, bajo
condiciones de invernadero, se evidenci6 que el pH 6,8 no tuvo ninglin efecto

negativo en el establecimiento de la simbiosis y en la fijacion bioldgica del nitrgeno.

Meghvansi et al. (2005) aislaron 8 cepas de Bradyrhizobium japonicum en soya
(Glycine max) y evaluaron el crecimiento en medio LMA con diferentes valores de
pH (entre 5,0 y 9,0), encontrando que todas las cepas crecieron en el rango de pH
entre 5,5 y 8,5; sin embargo, tres de ellas presentaron los mayores valores de
absorbancia a 540 nm a pH ligeramente acido entre 5,0 y 6,0; este resultado es similar
a los obtenidos con las cepas ICA L9 e ICA J96 las cuales crecieron en este rango de
pH. Esta caracteristica es importante, debido a que se puede inferir que algunas cepas
de rizobios son capaces de adaptarse a condiciones de acidez en los suelos con bajos

contenidos de nutrientes.

5.4. Identificacion bioquimica
En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos a partir de la lectura del Test AP120

NE para cada una de las cepas en estudio, despues de 24 y 48 horas de incubacion.
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Tabla 6. Resultados obtenidos a partir de la lectura de los Test AP120 NE realizados
a las cepas ICA L9 e ICA J96

Cepa Pruebas convencionales Pruebas de asimilacion
P
= G A U G N G AMMNMG C A
NOgPLQB PLRNAAANADL
U H E C L G U A E N G L T P 1
ICA
+ - - -+ o+ - - + + + + + + + - - +
L9
ICA
+ - -+ o+ - - -+ + + o+ 4+ o+ o+ -+ O+
J96

(-): Reaccion negativa; (+): Reaccion positiva; NO3. Nitrato (reduccion de nitratos a nitritos); TRP:
Triptéfano (formacion de indol); GLU: Fermentacién glucosa; ADH: L-arginina; URE: Urea; ESC:
Esculina; GEL: Gelatina; PNPG: 4-nitrofenil-pD-galactopiranosida; GLU: D-glucosa (asimilacion
glucosa); ARA: L-arabinosa; MNE: D-manosa; MAN: D-manitol; NAG: N-acetil-glucosamina; MAL:
D-maltosa; GNT: Gluconato potasico; CAP: acido caprico; ADI: acido adipico; MLT: acido malico;
CIT: citrato trisédico; PAC: acido fenilacético.

Las cepas ICA L9 e ICA J96 asimilaron diferentes azicares como D-glucosa, L-
arabinosa, D-manosa, D-manitol, L-arginina, N-acetil glucosamina y D-maltosa como
fuentes de carbono. Las cepas de crecimiento rapido como Rhizobium vy
Sinorhizobium tienen una maquinaria enzimatica que les permite utilizar una mayor
variedad de fuentes carbonadas siendo la sacarosa y el manitol los sustratos de
preferencia. Las cepas de crecimiento lento como Bradyrhizobium prefieren utilizar
glicerol y pentosas como L-arabinosa, xilosa y ribosa como fuentes de carbono y
nitrogeno. La via principal para la degradacion de azucares en rizobios de crecimiento
rapido es la Enther Doudoroff (ED) dando como productos finales piruvato y
gliceraldehido-3- fosfato, la via de las pentosas fosfatos (PF) y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT). En las cepas de crecimiento lento se han encontrado enzimas
que intervienen en la via ED y CAT para la degradacion de fuentes carbonadas
(Mylona et al., 1995). Muchas cepas incluidas dentro de este grupo crecen mejor en
medios suplementados con pentosas; sin embargo, la L-arabinosa es la fuente de
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carbono preferida y puede ser metabolizada a a- cetoglutarato (Becquer, 2004;
Kuykendall et al., 2005).

Los azucares asimilados por los microorganismos son importantes para sus funciones
celulares ya que intervienen en la formacion de oligosacaridos, polisacaridos que
conforman la pared celular y sirven como reservas energéticas. Estos resultados son
similares a los reportados por Amarger et al. 1997 y Gonzélez et al. 1998 donde
cepas de Rhizobium empleadas para la inoculacion de leguminosas asimilaron D-
manosa, D-fructosa, D-glucosa, L-arabinosa, L-arginina, D-manosa, L-ramnosa, D-
sorbitol, D-galactosa, D-glucosa y D-trehalosa como fuentes de carbono en los

diferentes medios donde fueron crecidas.

Las cepas ICA L9 e ICA J96 no hidrolizaron la gelatina; esta caracteristica es
sefialada por Kuykendall et al. 2005, quienes observaron que dentro de los azlcares
asimilados por rizobios, la peptona es pobremente utilizada mientras que el almidon,
la caseina, la quitina, agar-agar y gelatina no son hidrolizados por estos

microorganismos.

Para el caso del NOsy la urea, las dos cepas utilizaron estos sustratos como fuentes de
nitrégeno bajo condiciones de laboratorio; en el suelo, los nitratos pueden inhibir el

proceso de nodulacion y disminuir la fijacidn bioldgica de nitrégeno.

5.5. Resistencia intrinseca a antibioticos

Al sembrar las cepas ICA L9 e ICA J96 en medio de cultivo LMA con los discos de
antibidticos de Kanamicina (30ug), Estreptomicina (10ug), Nitrofurantoina (300ug),
Cloranfenicol (30ug) y Ampicilina (10ug), se obtuvieron los siguientes resultados:

La cepa ICA L9 presentd halos de inhibicién mayores a 5 mm de didmetro para todos
los antibidticos evaluados, lo cual muestra sensibilidad ante estos agentes
antimicrobianos. Teniendo en cuenta que estas sustancias pueden encontrarse en los
suelos producidos por microorganismos rizosféricos, esta caracteristica puede ser
desfavorable para los rizobios afectando el desarrollo y por lo tanto su biodiversidad.
Este resultado es similar al obtenido por Chen et al. 1997 donde aislamientos de
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Rhizobium sembrados en LMA con discos de Kanamicina (5pg/ml), Cloranfenicol
(10ug/ml) y Terramicina (50pg/ml), no crecieron en el medio de cultivo lo cual
indico sensibilidad de las cepas ante estos antibioticos, utilizando concentraciones

mas bajas que las usadas en este estudio.

Amer en el 2008, encontrd6 que rizobios productores de abundante goma o
exopolisacaridos son mas sensibles a concentraciones de 30 pg de Estreptomicina,
Kanamicina y Cloranfenicol que aquellas que producen colonias secas en el medio de
cultivo, capaces de tolerar estos antibidticos. La cepa ICA L9 que produce abundante
goma en el medio de cultivo, mostro sensibilidad frente a los antibiéticos evaluados;
estudios de resistencia intrinseca a antibioticos muestran que cepas de crecimiento
rapido pueden ser menos resistentes a diferentes concentraciones de antibidticos
encontrados en el medio con respecto a las cepas de crecimiento lento que pueden
mostrar mas resistencia, especialmente frente al Cloranfenicol y Estreptomicina
(Bergey’s, 2005).

Cuadrado et al. (2009) aislaron rizobios nativos en suelos del departamento de
Bolivar en Colombia, encontrando cepas de rapido crecimiento posiblemente
pertenecientes al género Rhizobium, que fueron altamente resistentes a la
Estreptomicina y Cloranfenicol con concentraciones de 100 y 500 ppm
respectivamente; mostrando un resultado diferente al obtenido en este trabajo, en el
cual la cepa de crecimiento rapido ICA L9 mostrd sensibilidad a estos antibioticos

evaluados.

Para el caso de ICA J96, esta cepa presentd una alta resistencia frente a Ampicilina
(10ug), Nitrofurantoina (300ug) y Cloranfenicol (30ug) lo cual se manifestd por el
crecimiento en el medio de cultivo; la cepa mostré una baja y moderada resistencia
frente a la Kanamicina (30ug) y Estreptomicina (10ug) observando halos de
inhibicion entre 6 y 3 mm de diametro respectivamente (Figura 12). Esta
caracteristica de resistencia a antibidticos puede estar mediada por la cantidad de
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goma, exopolisacaridos y polisacéridos capsulares, que interfieren en el paso de
compuestos hacia dentro de las células bacterianas evitando lisis celular o inhibicion

de sintesis de proteinas (Milicic et al., 2006).

Figura 12. Cepa ICA J96 sembrada en medio de cultivo LMA con discos de
antibidticos, halo de inhibicién producido por Kanamicina y Estreptomicina

Estudios realizados por Romero & Bernal (2008) mostraron que cepas de Rhizobium,
Sinorhizobium y Bradyrhizobium presentaron resistencia a la Kanamicina y
Estreptomicina en concentraciones de 10 y 5ug respectivamente; este resultado puede
estar relacionado con que en los suelos del tropico se pueden encontrar poblaciones
altas de actinomicetos (género: Streptomyces) capaces de producir una amplia gama
de antibidticos en diferentes concentraciones como mecanismo de supervivencia; en
consecuencia los rizobios pudieron haberse adaptado a estas condiciones adversas
(Bécquer, 2009) o pueden vivir sinérgicamente con este grupo de microorganismos
generando mecanismos enziméticos que confieran tolerancia o resistencia a los
diversos antibioticos o sustancias antimicrobianas producidos por ellos, presentes en

el suelo.

Tokala et al. (2002) evaluaron la cooperacion entre cepas de Streptomyces-
Rhizobium-leguminosas en plantas de Pisum sativum encontrando beneficios en la
interaccion, evidenciandose una mejora tanto en el crecimiento como en la salud de

las plantas inoculadas con Streptomyces + Rhizobium en comparacion con las plantas
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control inoculadas con s6lo Rhizobium; aumentando la frecuencia de nodulacion, el
tamafio medio de los nodulos, el vigor y nimero de bacteroides de Rhizobium en su
interior, e incrementando a su vez la asimilacion de hierro y probablemente de otros

nutrientes encontrados en el suelo.

Esta caracteristica de resistencia intrinseca a antibioticos muestra la gran diversidad
que puede existir entre cepas de rizobios; sin embargo, la resistencia a la
Estreptomicina es uno de los factores mas importantes que se ha tenido en cuenta
para el monitoreo de estos microorganismos ya que aumenta la posibilidad de obtener
cepas mas adaptadas a las condiciones del suelo, sin que se presente una interrupcién

en la asociacion y por ende en la FBN (Milicic et al., 2006).
5.6. Identificacion genotipica de las cepas ICA L9 e ICA J96

5.6.1. Secuenciacion de la region de ADN que codifica para el gen ARNr 16S
La cuantificacion del ADN de las cepas ICA L9 e ICA J96 utilizado para la PCR
mostré valores de 51,8ng/ul y 171,3 ng/ul respectivamente. Las bandas en el gel de

agarosa se muestran en la figura 13.

1 2 3 4 5

1000

Pozos: 1 (Marcador peso molecular 1Kb); 2 (Cepa ICA L9); 3 (Cepa ICA J96); 4 (Control positivo:
bacteria); 5 (Control positivo: bacteria)
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Figura 13. Bandas observadas en el gel de agarosa al 2% de las cepas ICA L9 e ICA
J96

Las amplificaciones del gen ARNr 16S obtenidos a partir de la PCR utilizando los

primers 27F y 1544R, se muestran en la figura 14.

1 2 3 4

1031—

500 —

Pozos: 1 (Marcador masa molecular: 81 a 1031pb); 2 (Control positivo: bacteria); 3 (Cepa ICA L9); 4
(Cepa ICA J96)

Figura 14. Amplificacion del gen ARNr 16S con los primers 27F-1544R en gel de
agarosa TAE 1X al 2%; siembra con 1ul de muestra

Las secuencias obtenidas para cada una de las cepas, fueron modificadas
manualmente teniendo en cuenta la calidad del cromatograma (Ver anexo 5y 6). El
resultado de los alineamientos de las secuencias obtenidas que permitié tener una
aproximacion taxonémica de cada una de las cepas, comparadas con otras secuencias

reportadas en las bases de datos de genes de NCBI y CBS se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Comparacion de las secuencias de la cepa ICA L9 e ICA J96, con las

reportadas en las bases de datos del NCBI y CBS

NCBI CBS

CEPA .. . B v . . B v

Descripicion género-especie % E Descripicion género-especie % E
GU429862 1-Rhizobium sp 100 0,0 NI 98 0.0
U50168.1-Rhizobium sp. 100 0.0 U50168.1-Rhizobium sp. 100 0.0
ICALY U50165.1-Rhizobium sp. 100 0,0 U350165,1-Rhizobium sp. 100 0.0
EU074208 1-Mesorhizobium sp. 99 0,0 EU074208,1-Mesorhizobium sp. 99 0.0
EU074175.1-Mesorhizobium sp. 99 0,0 EU074175,1-Mesorhizobium sp. 99 0,0
EU841541.1- Rhizobium sp. 99 0,0 EU841541 1- Rhizobium sp. 100 0,0
ICA 196 NI 98 0.0 EU637926-Sinorhizobium freddi 98 0.0
NI 98 0,0 D14516-Sinorhizobium freddi 98 0.0
GU591754 1-Rhizobium sp. 100 0.0 NI 98 0.0

N.I: no identificado; % Identidad (valores < 97 no se incluyen); ° Valor E (valores > 0,0 no se
incluyen. Ej: e*); CBS — Centraalbureau voor Schimmelcultures, Databases.; CRUB — Centro
Regional Universitario Bariloche.

Las dos cepas presentaron porcentaje de similaridad entre 98 y 100%, con secuencias
de microorganismos de referencias, encontradas en el GenBank. La cepa ICA L9
segun el porcentaje de similitud con secuencias reportadas en las bases de datos de
ADN podria ser un Rhizobium sp nimero de accesion: U50168.1, teniendo en cuenta
caracteristicas genotipicas, fenotipicas y especificidad por el hospedero. Para el caso
de la cepa ICA J96, esta podria ser un Rhizobium sp numero de accesion:
EU841541.1 o un Sinorhizobium fredii, nimero de accesion: EU637926, especie
reportada capaz de asociarse con plantas de soya. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que el género Sinorhizobium posee una similitud del 95-96% en el gen ARNr
16S de Rhizobium y recientemente se ha propuesto denominarlo Ensifer (Philippe et
al., 1994; Albareda et al., 2009).

En el arbol de similitud construido por medio del programa Mesquite version 1.9, se
incluyeron las secuencias de las cepas ICA L9 e ICA J96; adicionalmente se tomaron
20 secuencias obtenidas del NCBA y CBS para el analisis filogenético, de acuerdo a
los porcentajes de similaridad obtenidos en el analisis BLAST. El tamafio de los
amplicones para cada una de las cepas estaba en el rango entre 700 y 900 pb (Figura
15).
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RLLZ01ES - Rhizobium loti
paa— ELI256444, 1-Mesorhizobium loti
L 4271899, 1-Mesorhizabium amorphae
sgar—* EF549388.1-Mesorhizohium gobiense
L 003311089 1-Mesorhizobium albiziae
721 D14516.1-Sinarhizobium fredil
] 800 D14516.1-Sinarhizobium fredii
EUB37926.1-Sinorhizobium fredii
GU429862.1-Rhizobium sp.
L8-27F.ab1
b 196-27F .ab
GUS81754.1-Rhizobium sp.
GUS64355.1-Agrobacterium sp
ELIB41541.1-Rhizobium sp.
GU479945 1-Agrobacterium tumefaciens
EUT41078.1-Rhizobium sp
+ GU300111.1-Rhizobium sp.
AYT86080.1-Phyllobacterium trifolii
EU730818.1-Aminobacter niigataansis
EUBT2219.1-Masorhizobium sp

—* GU185865.1-Mesorhizobium cicen
21— ¥10175.1-Rhizobium sp.
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Figura 15. Arbol filogenético empleando la metodologia de Neighbour Joining;

divergencias entre las secuencias amplificadas del gen ARNr 16S (1000 réplicas)

Sin embargo, aunque el alineamiento por BLAST de las secuencias de bacterias
fijadoras de nitrégeno del suelo descritas en las bases de genes, permitieran una
aproximacion a la identificacion de las cepas ICA L9 e ICA J96 hasta el nivel de
género y especie (con una similitud del 98%), se encontraron pequefias diferencias
cuando se usaron las bases de datos de NCBI vs. CBS. Los resultados en ambas bases
de datos, mostraron que no todas las identificaciones de microorganismo encontradas
en NCBI, corresponden a las encontradas en CBS. Teniendo en cuenta estos
resultados, de acuerdo a los porcentajes de similitud (PS) y al valor E (E) obtenidos
del andlisis BLAST, las cepas ICA L9 e ICA J96 mostraron diferencias entre las dos
bases de datos, y se puede considerar que los resultados no son lo suficientemente

contundentes para poder afirmar la identificacion de estos microorganismos.
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Debido al porcentaje de similitud obtenido por medio de la amplificacion del gen
ARNr 16S y que no permite la identificacion de las cepas hasta especie, es necesario
hacer nuevos acercamientos moleculares que nos permitan definir completamente el
estatus taxondémico de estas bacterias, sin excluir la informacion relevante de los
estudios bioquimicos y fisiolégicos, como son caracteristicas macroscopicas y
microscopicas, resistencia intrinseca a antibidticos, pruebas bioquimicas,
especificidad por el hospedero y pruebas moleculares en conjunto, que nos permita un

mayor acercamiento a la identificacion de las cepas hasta nivel de especie.

5.7. Curva de crecimiento de las cepas ICA L9 e ICA J96

Se observo la curva de crecimiento de las cepas ICA L9 e ICA J96 durante 60 y 97
horas, respectivamente. La curva para cada microorganismo se interrumpio cuando el
valor de absorbancia en las cuatro ultimas lecturas fue similar en todos los casos, no
encontrandose diferencias significativas (p>0,05) segun el andlisis de varianza,

evidenciando que las cepas se encontraban en fase estacionaria.

Para la cepa ICA L9 se pudo observar que la fase de adaptacion o latencia estuvo
comprendida entre la hora 2 y 8 con 8,60 unidades logaritmicas (UL) al inicio y 8,77
UL al final. El incremento del microorganismo reflejado en el nimero de colonias en
el medio LMA puede ser menor comparado con el medio LM que se encuentra en
agitacion constante, lo cual promueve la multiplicaciéon a mayor velocidad de las
células bacterianas (Larcher et al., 2008). La fase exponencial estuvo comprendida
entre la hora 10 y 40 con 8,77 y 9,30 UL respectivamente; la fase estacionaria se
observd a partir de la hora 42 hasta la hora 60 aproximadamente (Figura 16); el
recuento en placa mostré que la maxima poblacién se obtuvo alrededor de la hora 36

con un recuento de 9,50 UL.

62



1,4 -

’

1,2 4

'

0,6 -

04 -

Absorbancia (540nm)

0,2 -

'

0,0 .o ’ T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (h)

Figura 16. Curva de crecimiento de la cepa ICA L9 en medio de cultivo LM

La fase de adaptacion de la cepa ICA J96, se observo a partir de la hora 0 hasta la 20,
seguida por la fase exponencial entre la hora 22 y 50 (Figura 17); el maximo
crecimiento se observo a la hora 36 con una absorbancia de 0,568 y un recuento en
placa de 3,36 UL. Durante la fase exponencial se presenté un crecimiento balanceado
de la cepa en presencia de nutrientes; la bacteria recupera su ciclo celular e

incrementa su numero exponencialmente con respecto al tiempo (Santos et al., 2005).

Después de la fase exponencial, las cepas bajo estudio presentaron una disminucion
en la biomasa bacteriana causada posiblemente al agotamiento de uno o mas
nutrientes en el medio, especialmente la fuente de carbono (manitol) o la acumulacion

de metabolitos o sustancias tdxicas que inhibieron la multiplicacion celular.
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Figura 17. Curva de crecimiento de la cepa ICA J96 en medio de cultivo LM

Se calculd la ecuacion de regresion para la cepa ICA L9 tomando los valores de
absorbancia desde la hora 10 hasta la 40 (Figura 18) y para la cepa ICA J96 desde la
hora 22 hasta la 50 (Figura 19). Se observé que las curvas de crecimiento para cada
una de las cepas se ajusta a un modelo lineal, evidenciandose una relacion
estadisticamente significativa entre las variables (p < 0,05). Para la cepa ICA L9 la
ecuacion de regresion obtenida es: y = 0,00477x — 0,6018 ; R? = 0,9748

vy =0,0477x- 0,6018

R =0,9748
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Figura 18. Tiempo (h) vs Absorbancia: ecuacion regresion para la cepa ICA L9

tomando valores de absorbancia desde la hora 10 hasta la 40
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La ecuacion de regresion obtenida para la cepa ICA J96 es: y = 0,0414x — 1,0003;
R®=0,9537

1,2 y=0,0414x- 1,0003
R?=0,9537

Absorbancia (540nm)
Q
[2}

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo {h)

Figura 19. Tiempo (h) vs Absorbancia: ecuacion regresion para la cepa ICA J96

tomando valores de absorbancia desde la hora 22 hasta la 50

Para cada una de las cepas, se calculd la velocidad especifica de crecimiento y tiempo
de duplicacion en el medio de cultivo LMA (Tabla 8) teniendo en cuenta la ecuacion:
H= (Af-Ai)/(Tf-Ti); td = In2/u

Tabla 8. Parametros cinéticos de la cepa ICA L9 e ICA J96

Cepa Velocidad especifica Tiempo
crecimiento (W) duplicacion
ICA LY 0,071h™ 9,75 h
ICA J96 0,060 h 11,57 h

La cepa ICA L9 mostré una velocidad especifica de crecimiento mayor con respecto
a la cepa ICA J96 pero el tiempo de duplicacion es menor teniendo en cuenta que la
velocidad especifica es el cambio en el nimero de células por unidad de tiempo
expresado como fraccion de la poblacion ya existente y el tiempo de duplicacion

como el tiempo necesario para que la poblacidn bacteriana se reproduzca al doble de
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su numero inicial; con la cepa ICA J96 ocurrio lo contrario, mostr6 una velocidad de
crecimiento menor y un tiempo de duplicacién mayor en el medio LM. Al comparar
este resultado con los obtenidos por Rojas et al. (2009) quienes determinaron este
parametro cinético a una cepa perteneciente al género Rhizobium y cuyo valor fue de
0,181h™, se puede inferir que las cepas bajo estudio presentaron una velocidad

especifica de crecimiento menor.

Népoles et al. (2006) reportaron la velocidad especifica de crecimiento de dos cepas
de Bradyrhizobium sp. (ICA 8001 y 6134) cultivadas en medio LM con unos valores
de 0,018 hy 0,020 h™ respectivamente, estos datos son menores comparados a los
obtenidos para las cepas ICA L9 e ICA J96. Para estudios cinéticos de crecimiento
bacteriano es importante tener en cuenta que la velocidad especifica en funcion de la
concentracion de sustratos contenidos dentro del medio esta directamente relacionada

con las propiedades de cada cepa para asimilarlos.

5.8 Pruebas biologicas de los inoculantes elaborados con las cepas ICA L9 e ICA
J96

Las caracteristicas fisico-quimicas de la turba Growing Mix utilizada para la
preparacion de los inoculantes elaborados con base en las cepas ICA L9 e ICA J96, se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de la turba Growing Mix utilizada para la

elaboracién de los inoculantes

Cationes cambio Elementos menores
P|s kat Al| Al| Ca | Mg| K |Na|cicE|CE| Fe | cu|mn| zn | B
0,
Textura | Ph {% M.O kg AL+H cmol/kg % oolkg S kg
F | 73] 226 |31(365 0 0 |0(206/145/0361041| 228 (234| 79 | 1 | 2 |41 1017
Franco | N M NL A[B|[M]|A AlM A|B

N: neutro, M: medio, NL: no limitante, A: alto y B: bajo
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5.8.1. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con las cepas ICA L9 e ICA J96 sobre el pH y el porcentaje de
humedad hasta los 180 dias de evaluacion

A los inoculantes almacenados a temperaturas de 4+2, 18+3 y 28+2°C se les
determind el pH y el porcentaje de humedad a los 60 y 180 dias de evaluacion. Asi
mismo se realizd un control de calidad a los 15, 60, 120 y 180 dias para verificar la
pureza y viabilidad de las cepas observada en el nimero de UFC/g de inoculante
expresado en Logio. EI pH y el porcentaje de humedad inicial para todos los
inoculantes fue de 7,30 y 60,0% respectivamente.

El efecto de las temperaturas de almacenamiento sobre el pH y el porcentaje de

humedad a los 60 y 180 dias, se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes sobre el
pH y el porcentaje de humedad a los 60 y 180 dias de evaluacion

Cepa/Temperatura pH pH % H % H

(60 dias) (180 dias) (60 dias) (180 dias)

ICA L9/4+2°C 7,32 7,53 35,42 32,20
ICA L9/18+3°C 7,592 7,84 60,12 64,76
ICA L9/28+2°C 7,56 7,90 30,74 26,53
ICA J96/4+2°C 7,43 7,72 66,59 66,17
ICA J96/18+3°C 7,61 7,95 59,98 63,81
ICAJ96/28+2°C 7,36 7,97 38,50 47,83
TA/4£2°C 7,32 7,36 51,48 53,65
TA/18+3°C 7,37 7,30 20,15 20,93
TA/28+2°C 7,35 =S 10,78 8,78
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Para los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9, no se observé variacion en el
valor de pH a los 60 dias de almacenamiento a 4+2°C. Los inoculantes elaborados
con la cepa ICA J96 mostraron un aumento de 0,13 unidades de pH a los 60 dias de
almacenamiento a 4+2°C con respecto al valor inicial de 7,30. A los 180 dias de
almacenamiento, los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9 mostraron un
aumento de 0,23; para la cepa ICA J96 el valor fue de 0,42 unidades de pH. Al
determinar el pH de los inoculantes almacenados a temperatura 18+3°C y 28+2°C se
puede observar que hubo un aumento en dichos valores desde los 60 hasta 180 dias;
sin embargo, este cambio en el pH pudo no tener un efecto negativo sobre la
concentracion bacteriana ya que se encuentra en el rango de pH entre 4,0 y 10,0
optimo para la multiplicacion de rizobios (Kuykendall et al., 2005). EI cambio de pH
en inoculantes bacterianos puede verse afectado por la presencia de productos
metabolicos secretados por las cepas, tales como acidos organicos y exopolisacéridos

extracelulares.

El porcentaje de humedad de los inoculantes elaborados con base en la cepa ICA L9
almacenados a 4+2°C, presentd una disminucion entre el dia 60 y 180 con valores de
35,42% y 32,20% respectivamente. Para la cepa ICA J96, el porcentaje de humedad
se mantuvo con valores entre 66,59% a los 60 dias y 66,17% a los 180 dias, lo cual
no evidencia diferencias significativas (p<0,05). EI menor contenido de agua en el
producto final (20-30%) es responsable de la supervivencia de los microorganismos
almacenados a largo plazo. De esta manera, las bacterias en el producto pueden
permanecer inactivas, resistir el estrés hidrico, ser menos sensibles a la contaminacion
especialmente por hongos y mas compatibles con la aplicacion de fertilizantes en el
suelo; sin embargo, la humedad por debajo del 10% puede interferir en la

multiplicacion de los rizobios (Diaz-Franco & Pérez, 2008).

El resultado obtenido para los inoculantes elaborados con base en la cepa ICA L9 es
similar a los obtenidos por Estrada (2008), quien evidencio que el almacenamiento

bajo condiciones ambientales y refrigeracién aumento el porcentaje de humedad de 3
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a 5% y de 4 a 9% respectivamente en todos los inoculantes elaborados con base en

bacterias diazotroficas.

En los inoculantes almacenados a 18+3°C, elaborados con la cepa ICA L9 no se
evidencio una disminucion en el porcentaje de humedad entre los dias 60 y 180
(60,12% vy 64,76%, respectivamente) con respecto al porcentaje inicial (60,0%)
tomado a los 5 dias de elaborado el producto. Sin embargo, este porcentaje de
humedad pudo haber afectado la sobrevivencia de los rizobios disminuyendo el
namero de células viables a los 180 dias de almacenamiento; segiin Temprano et al.
(2002) el porcentaje de humedad del 40% en inoculantes con base en Bradyrhizobium
sp en turba estéril, mantiene la poblacién bacteriana en 10° UFC/g de inoculante
después de un afio de almacenamiento a 25°C; esto sugiere que la disminucion de
celulas bacterianas es mas pronunciada cuando el contenido de humedad es mayor al
60%. Por otra parte, la cantidad de contaminantes, especialmente hongos, puede
aumentar en los inoculantes bioldgicos cuando el porcentaje de humedad en el

soporte se incrementa.

El porcentaje de humedad en los inoculantes elaborados con las cepas ICA L9 e ICA
J96 almacenados a 28+2°C se redujo casi a la mitad desde los 60 hasta 180 dias con
respecto al porcentaje inicial del 60,0%, perdiéndose mas humedad con respeto a los
inoculantes conservados a 4+2°C y 18+3°C. Un bajo porcentaje de humedad (< 30%)
en inoculantes puede disminuir la multiplicacion de los rizobios, inhibir la infeccion y
la formacidén de nodulos. Caso contrario ocurre cuando hay exceso de humedad
(>80%), esta puede reducir la cantidad de oxigeno molecular requerido para la
multiplicacion de los rizobios en el soporte. Para que los rizobios sobrevivan en el
inoculante, el producto debe mantener una humedad del 60% (Valbuena, 1990 citado
por Moya, 2004). La turba por sus caracteristicas como alto contenido de materia
organica, por su capacidad higroscopica y gran superficie especifica ofrece proteccion
fisica a las bacterias permitiendo una mayor sobrevivencia en condiciones de déficit

hidrico y temperaturas elevadas (Hungria et al., 2001).

69



Es importante tener en cuenta que muchas veces el porcentaje de humedad de los
productos almacenados, disminuye cuando las bolsas de polipropileno estan rotas,
afectando la poblacion de rizobios presentes en el inoculante. Segin Hungria et al.
(2005), las bolsas que van a ser empleadas en la elaboracion de inoculantes deben ser
resistentes a la esterilizacion, retener el mayor porcentaje de humedad sin interrumpir
el intercambio gaseoso y garantizar el transporte seguro del inoculante con el objetivo

de mantener la viabilidad de las cepas.

5.8.2. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con las cepas ICA L9 e ICA J96 sobre el niumero de unidades

formadoras de colonia hasta los 180 dias de evaluacion

Los resultados obtenidos a partir del control de calidad realizado sobre la turba
después de la inoculacion con ICA L9 e ICA J96 e incubacion por 5 dias a 28+2°C,

se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Control de calidad de la turba inoculada con las cepas ICA L9 e ICA J96;

numero de UFC/ml expresado en Logio

Cepa Log UFC/mI Log UFC/mI
Indéculo inicial Inoculantes
ICA L9 8,47 8,90
ICA J96 8,60 8,60

Se puede observar que la cepa ICA L9 se multiplico en la turba aumentando el
namero de células en 0,43 unidades logaritmicas, mientras que la cepa ICA J96
aparentemente no se multiplico después de 5 dias de incubacién; este resultado se
debe al cambio drastico medioambiental al que son sometidas las cepas y esta
relacionado con el tiempo y capacidad de adaptacion y utilizacion de los diferentes
nutrientes encontrados en el soporte, generando en algunos casos la disminucién de la

biomasa celular.
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Al evaluar el efecto de la temperatura sobre la viabilidad de las bacterias en los
inoculantes elaborados con base en la cepa ICA L9, se observd que a los 15 dias de
almacenamiento en nevera a temperatura de 4+2°C, hubo un incremento en la
concentracion celular pasando de 8,90 UL/g de inoculante a 9,14 UL, sin embargo, a
los 60 dias se observo una disminucion en el nimero de UL/g y luego se estabilizo la
concentracién manteniéndose en 10° hasta los 180 dias de almacenamiento; sin
embargo, no se evidencio diferencias estadisticamente significativas segun la prueba
de Duncan (p<0,05) en el nimero de rizobios presentes en los inoculantes hasta los
180 dias (Figura 20). El incremento inicial en la concentracion celular puede estar
relacionado con los nutrientes encontrados en la turba, que permitieron el desarrollo y
multiplicacion de las bacterias; posteriormente, después de 60 dias de
almacenamiento, estos nutrientes pudieron agotarse paulatinamente, especialmente el
manitol utilizado por los rizobios como fuente de carbono, disminuyendo la
concentracion celular. Al finalizar el periodo de evaluacion (180 dias), los
microorganismos que se encontraban en estado de latencia como consecuencia de la
temperatura de almacenamiento, pudieron reactivar su metabolismo manteniendo el

niimero de células viables en una concentracién por encima de 105,
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Figura 20. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con base en la cepa ICA L9 a 4+2, 18+3 y 28+2°C sobre el nimero de

UFC/ml expresado en Logio, hasta los 180 dias de evaluacion

En los inoculantes elaborados con la cepa ICA J96 se observé que a los 15 dias de
almacenamiento a 4+2°C hubo un aumento en el nimero de UFC/g pasando de 8,60
UL hasta 9,41 UL, luego se evidenci6 una disminucion hasta el dia 60 de 0,14 UL y
luego se estabilizd el crecimiento desde los 120 hasta los 180 dias de evaluacion con
9,23 UL/g de inoculante en 10° no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (Figura 21). El incremento inicial de la poblacion bacteriana se pudo
dar por la presencia de nutrientes encontrados en la turba ya que esta se caracteriza
por tener un alto contenido de materia organica, capacidad de retencion de agua y
aireacion. Asi mismo, el agotamiento de los nutrientes y/o acumulacion de catabolitos
toxicos, explicarian la disminucion de ambas poblaciones a los 180 dias (Cuzcano &
Davila, 2003).
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Temprano et al. (2002) afirmaron que inoculantes elaborados con base en Rhizobium
sp. (Hedysarum) Hc3, preparados con turba estéril, almacenados a temperatura de
4°C presentan una alta densidad bacteriana durante las primeras 4 semanas; luego se
estabiliza el crecimiento con una concentracién de 10° UFC de rizobios y esta se
mantiene hasta el final del ensayo (32 semanas).
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Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (Duncan p<0,05)
Temperatura 1: 4+2°C; Temperatura 2: 18+3°C; Temperatura 3: 28+2°C. Las barras indican la
diferencia media significativa

Figura 21. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con base en la cepa ICA J96 a 42, 18+3 y 28+2°C sobre el numero de
UFC/ml expresado en Logso, hasta los 180 dias de evaluacion
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Estrada en el 2008, evalud diferentes temperaturas para el almacenamiento de
inoculantes con base en bacterias diazotroficas, entre ellas A. brasilense, A.
amazonense, H. seropedicae y Rhizobium tropici (SP245) encontrando que los
inoculantes elaborados con base en H. seropedicae y Rhizobium tropici (SP245)
almacenados a 4°C mantuvieron la concentracion celular por encima de 10® UFC/g de
inoculante durante los 150 dias de evaluacion comparado con las otras bacterias
evaluadas. Este resultado es similar al obtenido con las cepas ICA L9 e ICA J96,
donde a los 180 dias de almacenamiento, ain mantuvieron un nimero de UFC/g de

inoculante en 108

En los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9 almacenados a 18+3°C, se presento
un aumento en la concentracion bacteriana de 8,47 UL (indculo inicial) hasta 9,25 UL
después de 15 dias de almacenamiento del producto; luego se evidencié una
disminucion a los 60 dias de 0,56 UL. A pesar de presentarse este descenso en la
concentracion bacteriana, a los 180 dias se encontraron 8,47 UL/g en 10%. Esta
caracteristica es importante ya que la calidad de los inoculantes solidos esta
expresada por el numero de UFC; en general, se considera que los inoculantes
preferiblemente elaborados con turba estéril deben contener un minimo de 1x10° de
células viables de rizobios (Rhizobium sp y/o Bradyrhizobium sp) por gramo de
inoculante en fabrica, y 1x10® UFC/g hasta el término de su vida Gtil. Sin embargo,
este requerimiento varia de acuerdo a las legislaciones vigentes para cada pais (Rossi,
2005). En Colombia, el ICA exige que los inoculantes elaborados con base en
bacterias fijadoras de nitrégeno contengan una concentracién minima de 1x10°

UFC/g de inoculante, para su comercializacion.

Los inoculantes elaborados con la cepa ICA J96, por el contrario mostraron un
aumento en el nimero de células viables a partir de los 15 dias de almacenamiento
con 8,77 UL, hasta los 60 y 120 dias con valores de 9,14 y 9,25 UL respectivamente,
evidenciandose colonias bacterianas hasta 10°. A los 180 dias, el crecimiento
bacteriano disminuy6 una unidad exponencial encontrandose 8,84 UL en 10° UFC/g
de inoculante. Estos resultados indican que la temperatura ambiente puede no tener
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un efecto marcado sobre la poblacidn bacteriana ya que hasta el final de la evaluacion
para cada una de las cepas se mantuvo el nimero de UFC/g de inoculante en el rango

de 10 esta concentracién hace que el inoculante sea apto para la comercializacién.

En los inoculantes elaborados con base en la cepa ICA L9 almacenados a 28+2°C, se
puede observar que se presentd una disminucién en el numero de UFC desde el dia
15 hasta 60 con valores de 8,77 y 8,60 UL respectivamente; luego se evidencio un
crecimiento constante hasta los 180 dias de almacenamiento con un ndmero de
células viables de 8,69 UL en 10°. La temperatura 6ptima para el crecimiento de
rizobios en medio de cultivos e inoculantes sélidos puede variar entre cepas y
especies, con valores entre 27°C y 39°C. Las temperaturas maximas se encuentran en
el rango de 35-39°C, sin embargo, se ha observado un aumento en la proliferacion
celular de rizobios con temperatura hasta los 42°C. Esta caracteristica es importante
ya que cepas adaptadas a altas temperaturas de almacenamiento pueden sobrevivir a
altas temperaturas encontradas en suelos tropicales, las cuales oscilan entre 27 y 50°C
(Abdulland & Al-falih, 2002).

Los inoculantes elaborados con la cepa ICA J96 almacenados a 28+2°C mostraron un
aumento paulatino en una unidad exponencial desde el dia 15 hasta el dia 60 con
valores de 8,60 y 9,95 UL respectivamente, con un posterior declive hasta los 120 y
180 dias de evaluacion; sin embargo, se mantuvo el nimero final en 8,90 UL/g de
inoculante en 10°. Temprano et al. (2002) encontraron que inoculantes elaborados
con Rhizobium sp almacenados a 25+3°C, presentaron un incremento inicial en el
namero de células viables a las dos semanas de almacenamiento; luego este se redujo
durante las ocho semanas siguientes por debajo de 10 UFC/g turba. Con base en los
resultados obtenidos con los inoculantes de Rhizobium almacenados a 28+2°C se
puede inferir que son aptos para su comercializacion ya que se conservan durante 180
dias con un nimero de UFC/g en 108, Seguin Kuykendall et al. (2005) la temperatura

Optima para el crecimiento y multiplicacion de rizobios es entre 25 y 30°C.
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Kremer y Peterson (1983) evaluaron diferentes soportes para la preparacion de
inoculantes entre ellos turba, carbon vegetal, bentonita y aceite vegetal, encontrando
que la turba y el aceite vegetal puede mantener un alto nimero de rizobios (> 10°)
almacenados a temperatura entre 30 y 60°C después de 6 meses; para el caso del
aceite vegetal, observaron que la alta supervivencia y viabilidad de los rizobios se
debe a que este soporte puede proteger a las células contra el calor y las condiciones

de sequia por el uso de altas temperaturas de almacenamiento.

Aarons y Ahmad (1996) observaron el crecimiento y supervivencia de cepas nativas
de Rhizobium sp. (JRW3, JRC29) obtenidas a partir de suelos de Jamaica y cepas
introducidas (IRC291, MI-SOA) aisladas a partir de suelos de Africa Occidental, en
plantas de Vigna unguiculata, inoculadas con biofertilizantes elaborados con turba
estéril almacenados a 30°C; los resultados obtenidos muestran que las cepas nativas
(JRW3, JRC29) sobrevivieron mejor con respecto a las cepas introducidas (IRC291,
MI-SOA) después de seis meses de almacenamiento a 30°C, con valores de 8,60-8,70
UL/g y 7,80-7,20 UL/g de inoculante, respectivamente. Estos autores concluyeron
que la supervivencia de los rizobios en los inoculantes almacenados a temperatura de
30°C va a depender de cada cepa, su capacidad de establecer una baja tasa de
metabolismo enddgeno y utilizar reservas energéticas para mantenerse bajo

condiciones de estrés.

Tittabutr et al. (2007) encontraron que cepas de crecimiento lento pueden sobrevivir
mas tiempo (> 6 meses) almacenadas en inoculantes sélidos con base en turba, e
incluso en inoculantes liquidos, comparadas con cepas de crecimiento rapido; sin
embargo, la eficiencia de los rizobios puede disminuir con el tiempo de
almacenamiento. Largos periodos de almacenamiento (> 1 afio) puede traer cambios
fisiolégicos en las células, reduccién en la viabilidad y tasa de multiplicacién,
interferir en la sintesis de proteinas, ADN, ARN, disminucion del vigor celular por la
pérdida de genes dispensables ex planta posiblemente ligados a plasmidos portadores

de genes simbiodticos y aumentar el tiempo de nodulacion en las raices de las
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leguminosas, disminuyendo la eficiencia de los rizobios en los inoculantes (Ledn et
al., 1986). A mayor temperatura de almacenamiento de los inoculantes, se aceleran
los procesos biologicos, especificamente la respiracion de los microorganismos
dentro del empaque, agotando en menor tiempo el sustrato y disminuyendo la
cantidad de carbono disponible (Pérez & Torralba, 1997 citado por Jiménez, 2007).

Albareda et al. (2008) evaluaron diferentes sustratos para la preparacion de
inoculantes con base en Sinorhizobium freddi SMH12 (Ensifer) y Bradyrhizobium
japonicum USDA110, observando que el compost de corcho, perlita y turba son
soportes eficaces ya que permitieron la supervivencia de altas poblaciones de rizobios
alrededor de 10'° UFC/g inoculantes y se mantuvo sin cambios durante 90 y 120 dias
de incubacion a temperatura de 25°C. Al final del periodo de almacenamiento, el
nimero de células viables para SMH12 y USDA110 fue superior a 10° y 5x10°

UFC/g, respectivamente para los inoculantes elaborados con turba.

5.8.3. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con la cepa ICA L9 sobre la actividad bioldgica, evaluada en plantas
de arveja

El peso fresco de la parte aérea y radical de las plantas de arveja inoculadas con los

productos almacenados durante 15, 60, 120 y 180 dias, se muestran en la tabla 12.

Para la variable peso fresco de la parte aérea de plantas de arveja inoculadas con los
productos almacenados durante 15, 60, 120 y 180 dias a 4+2°C, 18+3°C y 28+2°C se
observo que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
inoculados con la cepa ICA L9 pero si comparado con el testigo quimico (TQ) y
testigo absoluto (TA). Con respecto al peso fresco radical podemos observar que el
producto almacenado a 4+2°C a los 60 dias, muestra diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la temperatura de almacenamiento de 28+2°C con
valores de 0,23g y 0,42g, respectivamente. Cuando los inoculantes estan almacenados

en nevera, los rizobios tienden a disminuir su actividad metabdlica, este resultado
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puede estar correlacionado con el nimero de UFC/g ya que al evaluar este parametro
en los inoculantes almacenados a temperatura de 4+2°C se encontr6 que hubo una
disminucion en la multiplicacion de los rizobios a los 60 dias lo cual pudo afectar la
nodulacion y la FBN en las plantas evaluadas con este tratamiento. Los inoculantes
almacenados a las temperaturas evaluadas durante 180 dias e inoculados en arveja no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo quimico

y absoluto.

Tabla 12. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con la cepa ICA L9 sobre el peso fresco de la parte aérea y radical en

plantas de arveja

TIEMPO (dias)

Fu_en_te 15 60 120 180
varacion 1 pea | pER PFA PFR | PFA | PFR | PFA | PFR
L9 (4+2°C) | 0,82a 1,06a 0,81a 0,23b 2,45a 2,36a 1,22a 0,95a
L9
(18+3°C) 0,89a 1,17a 0,87a 0,31ab 2,21a 2,34a 1,26a 0,88a
L9
(sc) | 0772 | 103 | 080a | 042 | 258 | 2442 | 134 | 11%
TA 053 | 036b | 038 | 026b | 1,01b | 13 | 074c | 070a
TQ 066b | 040b | 046b | 036a | 097b | 100 | 112a | 0s86a
CV 3368 | 3752 | 2763 | 9789 | 3445 | 3278 | 5849 | 7381

PFA: peso fresco de la parte aérea; PFR: peso fresco radical. Unidades: gramos. Letras diferentes
indican: Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba de rangos
maltiples de Duncan.

Las plantas inoculadas con rizobios tienden a tener mayor capacidad fotosintética
expresada en el area foliar con respecto a las plantas no inoculadas. Pefiaranda (2004)
evalud plantas de arveja variedad “Santa Isabel” inoculadas con la cepa ICA L9,
encontrando un mayor peso de la parte aérea de las plantas inoculadas con respecto al
testigo quimico y absoluto, 99 dias después de la siembra del cultivo. Esta
caracteristica se vio reflejada en una mayor capacidad productiva por el cultivo,
generando plantas con mayor tasa absoluta de crecimiento e indice de area foliar

aumentando la biomasa vegetal.
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Las variables de peso seco de la parte aérea y radical de las plantas de arveja
inoculadas con la cepa ICA L9 en los productos almacenados a diferentes

temperaturas se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con la cepa ICA L9 sobre el peso seco de la parte aérea y radical en

plantas de arveja

Tiempo (dias)
Fuente
variacion 15 60 120 180
PSA PSR PSA PSR PSA PSR PSA PSR
L9
(4+2°C) 0,11a 0,07a 0,16a 0,06a 0,35a 0,13a 0,32a 0,18a
L9
(18+3°C) 0,09a 0,06a 0,17a 0,06a 0,34a 0,14a 0,36a 0,16a
L9
(28+2°C) 0,08a 0,06a 0,17a 0,06a 0,39% 0,14a 0,28a 0,16a
TA 0,05b 0,04b 0,05b 0,03b 0,12b 0,07b 0,22b 0,12b
TQ 0,06b 0,04b 0,07b 0,04b 0,10b 0,04c 0,28a 0,16a
CcV 75.97 79.26 45.77 43.01 35.64 37.10 42.41 47.63

PSA: peso seco de la parte aérea; PSR: peso seco radical. Unidades: gramo. Letras diferentes indican:
Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba de rangos multiples de
Duncan.

Para la variable peso seco de la parte aérea y radical, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas segun la prueba de comparacion mdltiple de Duncan
(p<0,05) entre los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9 almacenados a 4+2°C,
18+3°C y 28+2°C a los 15, 60, 120 y 180 dias. El testigo quimico y el testigo
absoluto sin inocular, presentaron menores valores de peso seco foliar y radical con
respecto a los tratamientos inoculados con la cepa ICA L9. El testigo quimico mostro
un valor menor para la variable de peso seco radical de 0,04g con respecto al testigo
absoluto de 0,07g en los ensayos de evaluacion de 120 dias de almacenamiento de los
productos. Las plantas de arveja inoculadas con los productos almacenados durante
180 dias a diferentes temperaturas no presentaron diferencias significativas para las

variables de peso seco de la parte aérea y radical con respecto al testigo quimico. Este
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resultado muestra la necesidad de las plantas de incluir dentro de su nutricion al
nitrégeno como elemento esencial para llevar a cabo sus funciones celulares, el cual
como podemos observar en estos ensayos, pudo ser tomado bien sea por la FBN a
través de los rizobios o el nitrégeno contenido dentro de la fertilizacion. En el caso de
las plantas en simbiosis, la sustitucion del nitrégeno es del 100% y no se requiere la
aplicacion de este elemento. Lo anterior se confirma por los menores valores

obtenidos para esta variable, con el testigo absoluto.

El peso seco de la parte aérea es un parametro Util para determinar la influencia de los
tratamientos, en este caso la inoculacién de la cepa ICA L9 sobre la produccion de
materia verde en las plantas de arveja. Es importante anotar que la disponibilidad de
nitrogeno procedente de la fijacion bioldgica se inicia aproximadamente 20 dias
después de la siembra, lo cual ha generado una controversia entre diferentes
investigadores y asistentes técnicos, ya que algunos consideran necesario adicionar
una pequefia cantidad de N mineral (30kg/ha), para estimular el crecimiento inicial de
las plantulas, favorecer el establecimiento de las cepas en el cultivo y estimular la
formacion de los nodulos en la raiz (Silvestre 1983 citado por Mora, 1995). Sin
embargo, en estudios realizados por Corpoica y en este trabajo de investigacion, no se
adiciond nitrégeno en ninguno de los ensayos evaluados a través del tiempo, razon
por la cual se puede pensar que la asociacion entre los rizobios y la leguminosa se
presentd de forma natural con la formacion de nodulos en las raices de arveja
estimulada quiza por el nitrogeno presente en el soporte o por el contenido dentro de
la semilla, necesario en la etapa de crecimiento y desarrollo de las plantas.

Ramirez et al. (2007) realizaron ensayos de eficacia con la cepa ICA L9 de
Rhizobium, en arveja (Pisum sativum) a nivel de campo, donde observaron que la
inoculacién mostrd un beneficio en el desarrollo y crecimiento de las plantas,
viéndose reflejado este efecto en el peso fresco y seco de la parte aérea con valores de
328,56 y 37,269 al compararlos con el testigo absoluto con valores de 273,15 y
30,249 respectivamente, observandose una mayor acumulacién de biomasa en los

80



tratamientos inoculados con la cepa ICA L9, en la época de cosecha. Para el caso del
testigo quimico, no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) con respecto a las plantas inoculadas, para estas variables. Este resultado
pudo estar influenciado por la cantidad de nitrdgeno presente en el suelo, aplicado en
la fertilizacion. Sin embargo, este resultado no significativo, permite afirmar que la

inoculacion puede sustituir el 100% del fertilizante nitrogenado.

Para las variables de longitud de la parte aérea, radical y namero de nddulos se pudo
observar que no hay diferencias significativas segun la prueba de Duncan (p<0,05)
entre los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9, almacenados a 4+2°C, 18+3°C
y 28+2°C durante 15, 60 y 180 dias (Tabla 14); sin embargo, es evidente las
diferencias entre las plantas inoculadas con respecto al testigo quimico y absoluto
(Figura 22). Las plantas inoculadas con la cepa ICA L9 independientemente de las
temperaturas de almacenamiento del producto, fueron las mas vigorosas, con una
longitud de la parte aérea y radical mayor. Este resultado muestra el beneficio
proporcionado a las plantas con la inoculacion, disminuyendo o sustituyendo en un
100% la fertilizacion quimica nitrogenada y reduciendo los costos de produccion
(Alfonso et al., 2005). Es evidente que el nitrogeno es un elemento esencial para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, este efecto se vio claramente en las plantas no
inoculadas (testigo absoluto) donde la no aplicacion del mismo produjo un efecto

negativo sobre las variables evaluadas (Figura 23).
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Tabla 14. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes

elaborados con la cepa ICA L9 sobre la longitud de la parte aérea, radical y numero

de nddulos en plantas de arveja

TIEMPO (dias)
15 60 120 180
Fuente
variacion LA LR NN LA LR NN LA LR NN LA LR NN
L9
(4+2°C) 22,37a | 20,67a | 42,73a | 30,50a | 26,56a | 27,90a | 34,22a | 11,34b | 27,86a | 29,96a | 16,41a | 15,86a
L9
(18+3°C) | 21,57a | 20,17a | 50,86a | 29,74a | 26,88a | 24,80a | 33,72a | 12,05ab | 22,63a | 30,21a | 16,11a | 13,96ab
L9
(28+2°C) | 20,19a | 19,53a | 42,06a | 27,00a | 25,20a | 32,70a | 35,68a | 12,29a | 22,13a | 30,88a | 17,20a | 10,63b
TA 14,61c | 15,12b | 0,00b | 15,43b | 17,37b | 0,00b | 12,99b | 9,69b 0,00b | 25,32b | 14,42b | 0,00b
TQ 17,43b | 20,30a | 0,00b | 15,55b | 16,57b | 0,00b | 12,98b | 9,18b 0,00b | 29,15a | 15,51a | 0,00b
CV 26.63 | 20.01 | 51.74 | 3849 | 23.94 | 5456 | 19.14 14.16 59.09 | 27.85 | 21.70 71.63

LA: longitud de la parte aérea; LR: longitud radical; NN: nimero de nddulos. Unidades: centimetros.
Letras diferentes indican: Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de acuerdo con la

prueba de rangos multiples de Duncan.

Los inoculantes almacenados durante 180 dias a temperatura de 4+2°C y 28+2°C,

mostraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de nédulos con

valores de 15,86 y 10,63 respectivamente (Figura 24). Aunque se evidencié un menor

numero de nodulos en los inoculantes almacenados a 28+2°C, se observé un mayor

tamafio y coloracion interna, caracteristica que indica la efectividad en la FBN

(Figura 25). Es importante tener en cuenta que el niamero de noédulos no determina la

eficiencia en la FBN ya que en el suelo se pueden encontrar cepas de rizobios

altamente efectivas que pueden formar pocos ndédulos en las raices de leguminosas
(Bécquer, 2009).
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Figura 22. Longitud de la parte aérea de las plantas de arveja inoculada con la cepa

ICA L9, testigo quimico y absoluto

Figura 23. Longitud radical de las plantas de arveja inoculadas con la cepa ICA L9y

testigo quimico, comparadas con el testigo absoluto
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Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (Duncan p<0,05)
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Figura 24. Numero de nodulos en las plantas de arveja inoculadas con productos
almacenados durante 180 dias a diferentes temperaturas

El menor nimero de nodulos en las raices de arveja observados en los ensayos de
evaluacion de los inoculantes almacenados durante 180 dias, puede estar relacionado
con la humedad del sustrato, en este caso la vermiculita; debido a las altas
temperaturas (30-32°C) presentadas al final del periodo de evaluacién donde fue
necesario regar las plantas todos los dias; en algunas ocasiones se presentd
acumulacion de agua en los vasos, lo cual pudo afectar considerablemente la
nodulacion, ya que porcentajes de humedad mayor al 80% puede reducir la cantidad
de oxigeno molecular requerido para la multiplicacion de los rizobios, retardar el
proceso de nodulacion e interrumpir la eficiente FBN (Hungria et al., 2001). Las altas
temperaturas a las que estuvieron expuestas las plantas en el invernadero, pudieron
inhibir la formacidn de raices laterales y pelos radicales, disminuyendo el nimero de

sitios posibles para la nodulacion. Cuando las temperaturas sobrepasan los 30°C, es
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recomendable inocular repetidamente a fin de mantener el proceso de fijacion de N,
(Hungria & Vargas, 2000).

(\

Figura 25. Nodulos efectivos encontrados en raices de arveja

El efecto positivo en el crecimiento de las plantas de arveja puede estar
correlacionado con un mayor desarrollo radical estimulado por la inoculacion con la
cepa ICA L9, permitiendo la extraccion de més cantidad de nutrientes que pueden ser
traslocados a las plantas para su metabolismo y nutricion (Faiguenbaum, 1993). Las
plantas fertilizadas con 200 ppm de nitrégeno inorganico también presentaron una

mayor longitud radical comparada con los testigos absolutos.

Se determind el indice de efectividad de la inoculacion (IEI) expresado en porcentaje
(Beck et al., 1993 citado por Ledn et al., 2002) de los productos almacenados a las
tres temperaturas durante 15 dias, teniendo en cuenta la siguiente expresion:

IEl = [Materia seca tratamiento inoculado - Materia seca control no
inoculado/Materia seca control con nitrégeno - Materia seca control no inoculado, sin
N,] x 100; y se clasifica asi:

Inefectivo = Menos del 50% de la materia seca del control con nitrégeno (C/N)

Parcialmente efectivo = 50-75% de la materia seca del control con nitrégeno (C/N)
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Efectivo = 75-100% de la materia seca del control con nitrogeno (C/N)

IEI (ICA L9 - temperatura 4£2°C) = 90%
IEI (ICA L9 - temperatura 18+3°C) = 60%
IEI (ICA L9 - 28+£2°C) = 50%

Segun el IEI, los inoculantes almacenados a temperatura de 4+2°C, fueron los mas
efectivos, con un porcentaje del 90% con respecto a los almacenados a 18+3°C y
28+2°C. Los microorganismos cuando se encuentran almacenados en nevera, tienden
a entrar en estado de latencia disminuyendo las actividades metabdlicas; este estadio
se refleja en la disminucién en el consumo de nutrientes encontrados en el soporte,
soportando asi varios periodos de almacenamiento; cuando son inoculados en el
suelo, activan su maquinaria enzimatica para llevar a cabo las diferentes funciones
como la FBN. Los microorganismos que se encuentran almacenados a temperaturas
mas altas dentro del producto, utilizan los nutrientes encontrados en el soporte y
Ilevan a cabo sus funciones metabdlicas de acuerdo a sus requerimientos, pasando por
la etapa de adaptacion, exponencial, latencia y decline dentro del mismo sustrato. Es
posible que cuando inoculamos estos productos en las leguminosas, el niUmero de
rizobios haya disminuido por efecto de la temperatura y humedad en el invernadero
durante el tiempo de evaluacidn, el proceso de nodulacion sea menos eficiente y asi
mismo, la FBN; lo cual se puede ver reflejado en una menos produccion de biomasa

fresca en las plantas inoculadas.

5.8.4. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con la cepa ICA J96 sobre la actividad bioldgica, evaluada en plantas
de soya

El peso fresco de la parte aérea y radical de las plantas de soya inoculadas con los

productos almacenados a diferentes temperaturas, se muestra en la tabla 15.
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Tabla 15. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con la cepa ICA J96 sobre el peso fresco de la parte aérea y radical en

plantas de soya

TIEMPO (dias)

Fuente 15 60 120 180
variacion
PFA | PFR | PFA | PFR | PFA | PFR PFA PFR
J96 102a | 092a | 233 | 209 | 207a | 249 1,02a 0,92a
(4+2°C) ! ! : : : : : :
J96 130a | 121a | 222a | 20la | 19a | 210a | 1.30a 1,21a
(18i30C) 1 b 1 y 7 7 1 i)
J96 119a | 1.20a | 2.66a | 237a | 221a | 166a | 119a | 1.20a
(28120C) 1 H 1 H 1 1 i ]
TA 085 | 060b | 1.08b | 138b | 1539 | 116b | 085 | 0,60b
TQ 08%b | 080b | 1250 | 097b | 1,70b | 1,37b | 089 | 0,80b
CV 6793 | 7362 | 3611 | 4421 | 4321 | 9387 | 6793 | 73.62

PFA: Peso fresco de la parte aérea; PFR: peso fresco radical. Unidades: gramo. Letras diferentes
indican: Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba de rangos
maltiples de Duncan.

Para las variables de peso fresco de la parte aérea y radical de las plantas de soya
inoculadas con los productos almacenados a 4+2°C, 18+3°C y 28+2°C, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los productos inoculados
con la cepa ICA J96 almacenados a 15, 60, 120 y 180 dias; pero si se evidenciaron
diferencias entre los tratamientos inoculados con respecto al testigo quimico y
absoluto. Entre el testigo quimico y absoluto se observaron diferencias significativas
en la variable de peso fresco de la parte aérea en el ensayo de evaluacién de 120 dias
de almacenamiento de los productos, con valores de 1,70g y 1,39g respectivamente.

Los resultados para las variables de peso seco de la parte aérea y radical, se muestran

en la tabla 16.
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Tabla 16. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes
elaborados con la cepa ICA J96 sobre el peso seco de la parte aérea y radical en

plantas de soya

Tiempo (dias)
Fuente 15 60 120 180
variacion
PsA | PsR | Psa | PSR | psa | PSR PSA PSR
J96 043a | 011a | 05lab | 016a | 044a | 013a | 043a | 01la
@4xoc) | O ’ ' ; ’ ’ ' !
196
(sepc) | 0453 | 013 | 0470 | Ol4a | O44a | 02 | 045 | 013
J96 046a | 011a | 060a | 017a | 047a | 014a | o046a | 011a
(28i20C) 1 1 H 1 1 1 1 ]
TA 032 | 010a | 017c | 006b | 025c | 008b | 032b | 0,10a
TQ 035b | 011a | 025b | 007b | 033b | 009 | 035 | 0,11a
cV 30,82 | 6238 | 4308 | 4578 | 47.27 | 5326 | 39.82 | 62.38

PSA: peso seco de la parte aérea; PSR: peso seco radical. Unidades: Centimetros. Letras diferentes
indican: Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de acuerdo con la prueba de rangos
maltiples de Duncan.

Con respecto a la variable peso seco de la parte aérea no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las plantas de soya inoculadas con los productos
almacenados a diferentes temperaturas durante 15, 60, 120 y 180 dias segun el
ANOVA (p<0,05). Para la variable peso seco radical, se pudo observar que los
inoculantes utilizados en soya almacenados durante 15 y 180 dias a diferentes
temperaturas, no presentaron diferencias significativas con respecto al testigo
quimico y absoluto. Este resultado puede estar relacionado con la dindmica de
crecimiento y establecimiento de los rizobios en el soporte después de 15 dias de
elaborado los productos y la disminucion en el nimero de células viables después de

180 dias de almacenamiento.

Mannasila et al. (2007) evaluaron cepas de Bradyhizobium japonicum y B. elkanii
sobre el crecimiento en plantas de soya (Glycine max) y frijol mongo (Vigna radiata),

encontrando que hay una relacién directa entre el efecto de la inoculacién sobre la
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materia seca de las plantas, numero y peso fresco de nddulos, con respecto a los
testigos sin inocular donde los valores son menores; este resultado es similar al
obtenido en este trabajo de investigacion ya que demuestra claramente el efecto
positivo que tienen las plantas de soya inoculadas, en la produccién de materia seca,
sin haber un efecto directo en las temperaturas de almacenamiento de los productos;

lo cual indica que si hubo una asociacion de los rizobios con las plantas y FBN.

Resultados similares han sido encontrados por Lima et al. (2005) quienes
identificaron la diversidad fenotipica de cepas de Bradyrhizobium aisladas de suelos
del amazonas y evaluaron la eficiencia relativa de la inoculacién (ERI) en plantas de
caupi (Vigna unguiculata); encontrando un efecto positivo en la inoculacién con una
respuesta superior en la produccion de materia seca, cantidad de nitrégeno
acumulado, produccién de parte aérea y mayor ERI en las plantas inoculadas, con

respecto al testigo quimico y testigo sin inocular.

Para las variables longitud de la parte aérea, radical y numero de nodulos (Tabla 17),
se puede observar que no hay diferencias estadisticamente significativas en las
plantas inoculadas con los productos almacenados durante 15, 60 y 180 dias a
diferentes temperaturas; pero si es evidente un efecto negativo en el testigo quimico y
absoluto en cuanto al desarrollo radical de las plantas (Figura 26). En el caso de la
longitud radical, se observa que las plantas inoculadas con los productos almacenados
a 18+3°C durante 120 dias, mostraron una menor longitud con 11,99 cm, con
respecto a los productos almacenados a 4+2°C y 28+2°C con valores de 14,78 cm y
16,60 cm respectivamente; observandose también diferencias estadisticamente
significativas con respecto al testigo quimico y absoluto con valores de 15,09 cm y
15,36 cm respectivamente, siendo el tratamiento inoculado el que presentd menores
valores de longitud radical evaluado en este tiempo.

89



Tabla 17. Efecto de las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes

elaborados con la cepa ICA J96 sobre la longitud de la parte aérea, radical y nimero

de nodulos en plantas de soya

TIEMPO (dias)

15 60 120 180
Fuente
variacion
LA LR NN LA LR NN LA LR NN LA LR NN
( 4;]2? ) 23,82a | 18,56a | 22,30a | 30,91a | 15,07a | 30,83a | 22,65a | 14,78a | 29,20a 23,82a | 1856a | 22,30a
( 181%?’ ) 24,31a | 20,44a | 19,93a | 30,82a | 14,62a | 25,86a | 22,70a | 11,99b | 22,00b 24,31a | 20,44a | 19,93a
(28‘1922(_;) 24,76a | 20,79a | 17,70a | 30,48a | 15,30a | 28,26a | 24,54a | 16,60a | 24,83a 24,76a | 20,79a | 17,70a
TA 22,86ab | 15,98b | 0,00b | 18,12c | 11,74b | 0,00b | 19,89b | 15,36a | 0,00b 22,86ab | 15,98b 0,00b
TQ 21,92b | 17,25b | 0,00b | 21,28b | 12,83b | 0,00b | 21,25b | 15,09a 0,00b 21,92b | 17,25b 0,00b
CV 17,41 38,42 51,14 11,99 21,15 | 42,64 17,01 27,25 45,27 17.41 38.42 51.14

LA: longitud de la parte aérea; LR: longitud radical; NN: nimero de nédulos. Unidades: Centimetros.
Letras diferentes indican: Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de acuerdo con la
prueba de rangos multiples de Duncan.
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Figura 26. Longitud de la parte aérea y radical de las plantas de soya inoculadas con
la cepa ICA J96

En cuanto al nimero de nddulos formados en las raices de las plantas, se puede
observar que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los productos
almacenados a 4+2°C y 28+2°C durante 15, 60 y 180 dias (Figura 27), pero si con
respecto al testigo quimico y absoluto. Para los inoculantes almacenados durante 120
dias a temperatura de 18+2°C, inoculados en plantas de soya, se puede observar que
el numero de nédulos es menor con respecto a la temperatura de 4+2°C y 28+2°C,
con valores de 22, 29,20 y 24,83 respectivamente. Es importante anotar que en las
raices de los testigos quimicos y absolutos, se observaron algunas estructuras
nodulares; sin embargo, en su interior no se evidencid el color rojo caracteristico de la
actividad de la enzima nitrogenasa, lo cual indica que estos nddulos son inefectivos,
debido a que no estan llevando a cabo el proceso de FBN; esto se vio reflejado en una
menor produccién de materia seca y contenido de nitrogeno en las plantas de soya no

inoculadas con respecto a las inoculadas. La vermiculita utilizada como soporte, es un
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mineral compuesto por filosilicatos hidratados, que se presentan en cristales pequefios
o0 ldminas hexagonales (Leibar, 2006); algunas veces el proceso de esterilizacion por
calor, no elimina completamente los microorganismos adheridos entre las laminas de
la vermiculita, por esto se puede presentar contaminacion con rizobios viables
capaces de infectar raices de leguminosas y formar nddulos; aunque se debe tener en
cuenta que la habilidad de algunas cepas de rizobios para formar nodulos, no
necesariamente indica la eficiencia en la FBN (Mora, 1995). La incineracién a 800°C
puede eliminar totalmente los microorganismos adheridos a la vermiculita como
bacterias, hongos, esporas y acaros.

35
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2 20 -
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S 15 -
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5 _
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Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (Duncan p<0,05)
(1) Temperatura almacenamiento 4+2°C: (2) Temperatura almacenamiento (18+3°C): (3) Temperatura
almacenamiento (28+2°C)

Figura 27. Numero de nodulos en las plantas de soya inoculadas con productos

almacenados durante 180 dias a diferentes temperaturas
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Los productos elaborados con la cepa ICA J96, almacenados a temperatura 4+2°,
18+3° y 28+2°C por 15, 60, 120 y 180 dias, no tuvieron ningun efecto negativo sobre
la simbiosis, por el contrario, es evidente que hubo una asociacion de los rizobios

inoculados y las plantas de soya, en todos los tiempos de almacenamiento evaluados.

Ramirez & Salamanca (2007) evaluaron la eficacia de las cepas ICA JO1 e ICA J96
utilizando 4 variedades de soya de la altillanura Colombiana (Sabana 7, Superior 6,
Taluma 5 y Libertad 4), encontrando que para la variable nimero y peso seco de
nddulos, los mayores valores se obtuvieron cuando inocularon con la cepa ICA J96
con respecto a la cepa ICA J01, en las variedades de soya Superior 6 y Sabana 7 con
valores de 4,53 y 2,77 nédulos/planta™®, superando significativamente a las variedades
Libertad 4, Taluma 5 y al testigo quimico nitrogenado con valores de 0,18, 0,06 y 0,1
nédulos/planta™, respectivamente. En cuanto al rendimiento, las variedades Superior
6, Sabana 7 y Taluma 5, inoculadas con la cepa ICA J96 superaron en rendimiento
con valores de 1,289-1,281 y 1,068 kg/ha ™ a las plantas inoculadas con la cepa ICA
JO1 y al testigo quimico nitrogenado. Estos resultados indicaron que las variedades de
soya Superior 6, Sabana 7 y Taluma 5 presentaron una mayor especificidad por la
cepa ICA J96 lo cual se vio reflejado en las variables agronémicas y simbiosis,

superando incluso el contenido de nitrégeno encontrado en las plantas.

93



5.8.5. Determinacion de porcentaje de nitrégeno foliar en las plantas de arvejay
soya inoculadas con las cepas ICA L9 e ICA J96
La determinacion del porcentaje de nitrégeno en plantas de arveja y soya inoculadas
con los productos elaborados con las cepas ICA L9 e ICA J96 almacenados a
temperatura de 4+2°C, 18+3°C y 28+2°C durante 120 dias, se muestran en la tabla
18.

Tabla 18. Porcentaje de nitrogeno foliar encontrado en plantas de arveja y soya,

inoculadas con las cepas ICA L9 e ICA J96

Cepa/Tratamiento N (%) Cepa/Tratamiento N (%)
ICA L9 (4+2°C) 3,09a ICA J96 (4+2°C) 3,18a
ICA L9 (18+3°C) 3,40a ICA J96 (18+3°C) 3,02a
ICA L9 (28+2°C) 2,98a ICA J96 (28+2°C) 3,09a
Testigo absoluto 1,26b Testigo absoluto 1,30b
Testigo quimico 1,51ab Testigo quimico 1,30b

Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (Duncan p<0,05)

Para el caso de los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9, se puede observar que
no hay diferencias significativas (p<0,05) entre el porcentaje de nitrogeno foliar
contenido en las plantas de arveja, inoculadas con los productos con respecto al
testigo quimico fertilizado con 200 ppm de nitrégeno; sin embargo, se observan
diferencias estadisticamente significativas entre estos tratamientos y el testigo
absoluto. Estos resultados son similares a los obtenidos por Contreras et al. (1994)
quienes evaluaron el efecto de la inoculacion de Rhizobium leguminosarum sp. en dos
leguminosas forrajeras, Pisum sativum sp. arvense L. y Vicia villosa Roth.,
determinando el nitrégeno fijado por FBN y la concentracion de nitrogeno foliar en
las plantas inoculadas. Estos autores encontraron que el porcentaje de nitrégeno total
en la parte aérea de las plantas de Pisum sativum sp.arvense fue mayor en los

tratamientos inoculados con Rhizobium sin nitrdgeno (N1) e inoculados con
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Rhizobium méas NH4;NO3 (N,) con valores de 3,51% y 3,32% respectivamente, con
respecto a los testigos absolutos no inoculados con valor de 2,83%. La comparacion
de los resultados obtenidos a partir de los tratamientos inoculados sin nitrégeno y los
inoculados completamente fertilizados, enfatiza la importancia de la inoculacion; no
evidenciandose diferencias estadisticamente significativas en las variables medidas en
las plantas de Pisum sativum sp arvense ya que ambos tratamientos tuvieron el
mismo porcentaje de nitrégeno total y el mismo porcentaje de nitratos en la parte

aérea.

Con respecto al porcentaje de nitrogeno foliar encontrado en las plantas de soya
inoculadas con la cepa ICA J96, se puede observar que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos inoculados con los productos
almacenados a diferentes temperaturas de 4+2°C, 18+3°C y 28+2°C con valores de
3,18%, 3,02% y 3,09% respectivamente; pero si es evidente las diferencias entre las
plantas inoculadas con respecto al testigo quimico y absoluto ambos con un valor de
1,30% de nitrogeno foliar. Teniendo en cuenta estos resultados, se puede inferir que
la cantidad de nitrégeno encontrado en el tejido vegetal de las plantas de arveja y
soya, inoculadas con las cepas bajo estudio, puede provenir fundamentalmente del
proceso de fijacidn bioldgica de este elemento.

La productividad del cultivo de soya esta fuertemente condicionada por la
acumulacion de nitrégeno en la biomasa, y por la proporcion relativa del nitrogeno
proveniente del suelo y de la atmdsfera, que a su vez, es el resultado de la interaccion
de la planta con los microorganismos simbidticos y el ambiente en que crece y se
desarrolla (Racca & Collino, 2004).
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5.9. Determinacion de la actividad de la nitrogenasa

La actividad de la enzima nitrogenasa en los nodulos de las plantas de arveja
inoculadas con los productos elaborados con base en la cepa ICA L9 y soya con la
cepa ICA J96 almacenados durante 120 dias a diferentes temperaturas, se muestran en
la tabla 19.

Tabla 19. Actividad de la enzima nitrogenasa, determinada por medio de la técnica
de reduccion de acetileno (ARA) para inoculantes elaborados con la cepa ICA L9 e
ICA J96

Cepa/Tratamiento umol/ml C,H, h™ /planta

ICA L9 (4+2°C) 2,45b
ICA L9 (18+3°C) 2,28b
ICA L9 (28+2°C) 3,22a
ICA J96 (4+2°C) 0,633
ICA J96 (18+3°C) 0,4762
ICA J96 (28+2°C) 0,5182

Segun los resultados obtenidos en la prueba de reduccion de acetileno para la cepa
ICA L9, se observa que la mayor actividad de la enzima nitrogenasa se estimé en las
plantas inoculadas con los productos almacenados a 28+2°C con un valor de 3,22
umol/ml C,H, h?/planta, seguido de las plantas inoculadas con los productos
almacenados a 4+2°C y 18+3°C, con valores de 2,45 y 2,28 pmol/ml C,H, h™/planta
respectivamente. Para el caso de los testigos quimicos y absolutos, no se observé la

actividad de esta enzima indispensable para la FBN (Figura 28).

Ayala (2005) evalto el efecto de 8 cepas de Rhizobium sp, sobre la actividad
especifica de la enzima nitrogenasa en plantas de mani variedad Red Starr, a los 40

dias de edad; encontrando que 2 cepas (VII-VII) aisladas a partir de Arachis
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hypogaea y Centrosema pubescens, presentaron la mayor actividad de la enzima con
valores de 12,83 y 13,84 umol/ml C,H, h/planta respectivamente; el valor menor
obtenido en la evaluacién de la nitrogenasa fue de 4,36 umol/ml C,H, h™/planta, sin
embargo, se vio un efecto positivo de la fijacion bioldgica de nitrégeno sobre la
produccion de biomasa en las plantas evaluadas.
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Figura 28. Actividad de la enzima nitrogenasa en plantas de arveja inoculadas con la
cepa ICA L9

Jiménez en el 2007, evalud la actividad de la enzima nitrogenasa en arboles de E.
cyclocarpum, S. saman, P. carbonarium, P. indicus, C. farchildiana y Flemingia
macrophylla sembrados en suelos con poblaciones nativas de rizobios, observando
que los arboles que presentaron la mayor actividad total de la nitrogenasa fueron los
de C. farchildiana y Flemingia macrophylla con valores de 3,23 y 3,97 pmol/ml
C,H4 h*/planta, respectivamente. Estos valores son similares a los obtenidos para la
cepa ICA L9, donde el valor mayor observado para la actividad de la nitrogenasa fue

de 3,22 pmol/ml C,H4 h™/planta.
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Para el caso de las plantas inoculadas con la cepa ICA J96, se puede observar que la
mayor actividad de la enzima nitrogenasa se evidencio en las plantas inoculadas con
los productos almacenados a 4+2°C con valor de 0,633 umol/ml C,H, h™/planta,
seguido de las plantas inoculadas con los productos almacenados a 28+2°C y 18+3°C
con valores de 0,518 y 0,476 pumol/ml C,H, h™'/planta, respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Actividad de la enzima nitrogenasa en plantas de soya inoculadas con la
cepa ICA J96

Estos resultados son similares a los obtenidos por Rey et al. (2005) quienes evaluaron
la actividad de la enzima nitrogenasa en cepas nativas aisladas e inoculadas en
Leucaena leucocephala y una cepa de referencia perteneciente al Banco de
Germoplasma de Corpoica, codificada como C50, encontrando que el mayor valor
matemético lo reportd la cepa nativa C-202 con valor de 0,90 pmol/ml C,H, h''/
planta, seguido de la cepa control C-50 con valor de 0,82 umol/ml C,H, h™/planta.
Este resultado muestra la efectividad de la cepa ICA J96 inoculada en las plantas de

soya.
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La actividad de la enzima nitrogenasa puede incrementarse con la edad del cultivo en
las plantas inoculadas. Herdina & Silsbury (1989) observaron que la temperatura,
concentraciones de NO3" y los dias después de la siembra influyeron en los valores
obtenidos de C,H, h™ en plantas de Vicia faba inoculadas con rizobios. Los mayores
valores se obtuvieron a medida que aumentaban los dias después de la siembra (dds)
y la concentracion de NOj3™ presente en el sustrato; a los 38 dds el valor obtenido fue
de 0,78 umol/ml C,H4 h™* planta y a los 63 dds se obtuvo un valor de 11,67 pmol/ml
C,H4 h™ planta.

Finalmente al observar el efecto de las temperaturas de almacenamiento de 4+2°C,
18+3°C y 28+2°C sobre la viabilidad de los rizobios en los inoculantes elaborados
con base en las cepas ICA L9 e ICA J96 y la actividad biologica del producto
evaluado en plantas de arveja y soya, se puede pensar que las temperaturas utilizadas
en este trabajo de investigacion no tuvieron un efecto negativo sobre la supervivencia
de las bacterias ya que hasta el final del tiempo de evaluacion (180 dias), se mantuvo
una concentracion de 10® UFC/g de inoculante. De igual manera, en las pruebas
biologicas se puede observar que los inéculos evaluados presentaron un efecto
positivo en las plantas que se vio reflejado en el aumento de la biomasa de la parte
aérea y radical, lo cual lleva a pensar que fue producto de la simbiosis de los rizobios

con las plantas evaluadas y la fijacidn biologica de nitrégeno.
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Conclusiones

La cepa ICA L9 pertenece al género Rhizobium y la cepa ICA J96 a Rhizobium o

Sinorhizobium capaz de asociarse con plantas de soya.

Las cepas estudiadas crecen en condiciones de laboratorio, en rangos de pH
semejantes a las de los suelos donde normalmente se cultivan arveja y soya. Esta
caracteristica esta relacionada con la capacidad que tienen los rizobios de secretar
al medio de cultivo &cidos organicos o exopolisacaridos de carécter acidos o

neutros productos del metabolismo, que pueden influir en el cambio del pH.

La prueba de resistencia intrinseca a antibiéticos permite diferenciar las cepas
bajo estudio bajo condiciones controladas, por lo cual esta metodologia puede ser
aplicada a estudios de diversidad de rizobios y pruebas de competencia entre

cepas.

Las cepas ICA L9 e ICA J96 son estables y viables al rango de temperatura 4+2
°C a 28+2 °C, manteniendo su concentracion en el nivel requerido para su
comercializacion hasta aproximadamente 6 meses, lo cual sugiere que estos
productos no requieren cadena de frio para su almacenamiento y son aptos para

la comercializacién.

Los inoculantes elaborados con la cepa ICA L9 e ICAJ96 son eficaces en la
fijacion bioldgica de nitrogeno, esto se evidencid con el incremento significativo

de la biomasa aérea y radical de las plantas, con respecto al testigo absoluto.

Contar con un perfil de identificacion, permite hacer seguimiento a la eficiencia 'y
capacidad competitiva de las cepas, aporta al control de calidad y proteccion de

la identidad del inoculante.
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10.

Las temperaturas de almacenamiento de los inoculantes elaborados con las cepas
ICA L9 e ICA J96 tuvieron un efecto directo sobre el pH y el porcentaje de

humedad del sustrato.

No se evidenci6 un efecto negativo de las temperaturas de almacenamiento de los
inoculantes elaborados con las cepas ICA L9 e ICA J96 sobre el establecimiento
de la simbiosis con plantas de arveja y soya; la asociacion de los rizobios se
evidencio a los 30 dias después de la inoculacién mediante la formacion de

nodulos en las raices de las plantas.

El efecto benéfico de la asociacion de arveja y soya con las cepas ICA L9 e ICA
J96 bajo condiciones de invernadero, se reflejo en el incremento significativo de
la biomasa aérea y radical de las plantas inoculadas y en el porcentaje de

nitrégeno foliar, comparado con el testigo absoluto.

A nivel de invernadero, la inoculacion con las cepas ICA L9 e ICA J96 permite
sustituir el 100% de la aplicaciéon de nitrégeno en las plantas de arveja y soya,

confirmandose la eficiencia y beneficio del inoculante en la FBN.
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Recomendaciones

e Evaluar el crecimiento de las cepas ICA L9 e ICA J96 en presencia de metales
pesados, Al y Cu; con el fin de determinar el comportamiento de estos
microorganismos en suelos que presenten estas condiciones y el efecto sobre la

simbiosis y fijacion biologica de nitrégeno.

e Emplear técnicas moleculares que permitan identificar con mayor exactitud,
bacterias fijadoras de nitrogeno a nivel de género y especie. Esto con el objeto de
realizar estudios de competencia de cepas en el suelo, establecimiento de
poblaciones de bacterias fijadoras de nitrégeno en diferentes nichos ecoldgicos,
estudios de impacto ambiental debido al uso de biofertilizantes y, adicionalmente,

permitirian tener una herramienta de control de calidad del inoculante.

e Determinar la produccion de sustancias promotoras de crecimiento vegetal como

hormonas y sider6foros en las cepas evaluadas en este estudio.

e Evaluar la capacidad de asociacion y efectividad de las cepas, en la fijacion

bioldgica de nitrogeno bajo condiciones de campo.

e Evaluar la supervivencia de rizobios inoculados en diferentes soportes para la

utilizacion en cultivos de leguminosas de interés agricola.

e Evaluar la estabilidad de inoculantes elaborados con bacterias fijadoras de
nitrégeno, almacenados a diferentes temperaturas durante un periodo de tiempo

mas prolongado.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo utilizado para la extraccion de ADN de las cepas ICA L9 e ICA
J96

1. Crecer las cepas en 5 ml de medio LM a 200 rpm hasta obtener una densidad
Optica de 600nm

2. Sedimentar las células por centrifugacion a 10000 rpm por 15 minutos

3. Lavar el pellet con Buffer TE (10T/1E)

3. Disolver el pellet en 400 ul de Buffer TE

5. Adicionar 40 pl de SDS AL 10% y 5 pl de proteinasa K (20mg/ml)

6. Incubar a 56°C por 45 minutos

7. Adicionar 400 pl de Tris Fenol saturado (pH: 8,0)

8. Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos

9. Tomar el sobrenadante, dispensarlo en un tubo eppendorf nuevo y adicionar 200 pl
de Tris Fenol saturado y 200 pl de Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

10. Tomar de nuevo el sobrenadante y repetir el paso anterior

11. Tomar el sobrenadante y adicionarle 400 pl de Cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1)

12. Repetir el paso anterior

13. Tomar el sobrenadante y adicionar 0,1 volimenes de acetato de sodio 3 My 2
volumenes de etanol absoluto frio

14. Incubar a -20°C por 2 horas

15. Centrifugar a 15000 rpm por 30 minutos en una centrifuga refrigerada a 10-15°C
16. Decantar el sobrenadante y lavar el pellet con etanol al 70%, centrifugar a 10000
rpm por 15 minutos

17. Decantar el sobrenadante y secar el pellet a temperatura ambiente

18. Resuspender el pellet en 50 ul de Buffer TE
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Anexo 2. Preparacion de la solucion nutritiva de McClure e Israel

1. Preparacion de las soluciones patrén

MI-2: Disolver 0,659g de Na,H,EDTA en 60 ml de H,O desmineralizada destilada
estéril. Agregar a 0,480 g de FeCl; 6H,0O y mezclar bien. Transferir en un bal6n
aforado de 100 ml completando a volumen

MI-3: Disolver 8,713 g de K;SO4 en 60 ml de H,O destilada y desmineralizada
estéril, transferir a balén aforado, completando a volumen de 100 ml

MI-4: Disolver 13,609 g de KH,PO,4 en 60 ml de agua destilada y desmineralizada,
completando en bal6n aforado a 100 ml

MI-5: Disolver 17,418 g de K;HPO, en 60 ml de agua destilada y desmineralizar.
Transferir a un balon aforado de 100 ml y completar a volumen

MI-6: En 600 ml de agua destilada y desmineralizada, disolver lo siguiente:

MnSQO,: 0.453 g

CuS0O,4 5H,0: 0,0393 g
H3BO3: 0,105 ¢
NaMoO, 2H,0: 0,0302 g
NaCl: 0,329 g

Completar a 1000 ml de volumen en bal6n aforado

MI-7: Disolver 24,648 g de MgSO, 7H,O en 60 ml de agua destilada y
desmineralizada, completar a 100 ml de volumen en baldn aforado

Las soluciones MI-2 a MI-7 deben almacenarse en botellas plasticas en la nevera.

2. Preparacion de un litro de la solucion final

B1: Disolver 1,12 g de CaSO,4 2H,0 en 800 ml de agua destilada y desmineralizada
B2: Agregar las soluciones patron en las siguientes proporciones: MI-1: 1.0 ml; MI-3:
2,0 ml; MI-4: 0,25 ml; MI-5: 0,625 ml; MI-6: 1,0 ml; MI-7: 2,0 ml.

B3: Completar a volumen de 1000 ml
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3. Preparacion de un litro de solucién con 200 ppm de nitrégeno
C1: Siga el mismo procedimiento hasta el paso B2
C2: Agregar 518 mg de KNO3

C3: Completar a volumen de 1000 ml
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Anexo 3. Determinacién de nitrégeno en tejido vegetal por el método de Kjeldhal
Reactivos
1. Acido Sulfurico concentrado (Grado reactivo)
2. Catalizador
Mezclar 0,3g de dioxido de titanio TiO, (oxidante), 0,3g de sulfato de cobre CuSO,
5H,0 (catalizador) y 169 de sulfato de sodio Na,;SO,,
3. Indicador mixto
Pesar 0,25¢g de verde de bromocresol y 0,05g de rojo de metilo y afore en un bal6n de
100 ml con etanol absoluto
4. Acido Borico al 4%
Pesar 40g de H3BO;3 y afore en un balon de 1000 ml con agua destilada; antes de
completar el volumen, adicionar 800 gotas de indicador mixto
5. Acido clorhidrico
Pipetear 11,97ml de HCL grado reactivo en un balon aforado y completar a 1000 ml
Procedimiento
1. Digestion
v Pesar 0,29 de la muestra vegetal seca en un balon para digestion Kjeldhal de
100 ml, adicionar 2g de catalizador y 5 ml de acido sulfrico concentrado
v Colocar en el digestor y calentar hasta que la formacion de espuma cese y se
mantenga en ebullicion activa de 15 a 20 minutos, hasta que la solucidn clarifique a
un verde esmeralda
v Dejar enfriar y agregar 30 ml de agua destilada
2. Destilacion
v Adicionar 5 ml de &cido bérico con indicador en un erlenmeyer de 50 ml,
colocar en el destilador asegurandose que la punta del condensador quede totalmente
sumergida en el &cido
v Anadir al balon Kjeldhal 2 granallas de zinc, 8 ml de hidréxido de sodio al
60% cuidadosamente por sus paredes, permitiendo la formacion de dos capas
v Conectar el baldn al destilador y agitar su contenido
v Calentar hasta obtener 30 ml del destilado y apagar el condensador
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v Realizar una prueba en blanco para todos los reactivos, cada vez que se haga
una determinacién o que cambie de reactivos

3. Titulacion

v Titular el contenido del erlenmeyer utilizando el agitador magnético con una
solucién de &cido clorhidrico al 0,1N, hasta observar un cambio de color de azul a
rosado; leer el volumen de &cido gastado y restar la cantidad de este utilizada en el

blanco

La cantidad de acido sulfurico necesario para obtener la digestion completa es
variable y depende de la composicion de la muestra; aproximadamente 1 g de grasa

consume 12 ml y 1 g de carbohidratos, 6 ml.

v Por cada 10 ml de &cido sulfurico usado o su equivalente en &cido diluido,
agregar 15 g de hidroxido de sodio para alcalinizacion fuerte
v Recoger el destilado de &cido boérico y titular inmediatamente, ya que a

temperaturas superiores a 25°C, hay pérdida de nitrégeno
Calculos

% Nitrdgeno: [(ml de &cido borico x normalidad del &cido) x 0,014/peso de la

muestra)] x 100

123



Anexo 4. Curva de calibracién para la determinacion de actividad reductora de

acetileno (ARA) en bacterias simbidticas

Curva de etileno

y=0,1456x+ 0,548
R?=0,9971

10 15 20 25 30
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Anexo 5. Cromatograma obtenido a partir de la secuencia del gen ARNr 16S con el
primer 27F de la cepa ICA L9
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Anexo 6. Cromatograma obtenido a partir de la secuencia del gen ARNr 16S con el
primer 1544R de la cepa ICA J96
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