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Resumen

Las Bacterias Aerobias Formadoras de Endosporas (BAFES) han sido poco estudiadas en
asociacion con los cultivos de cafia de azulcar, ya sea desde el punto de vista de
biofertilizacion o de su ecologia. El cultivo de cafia panelera en Colombia reviste gran
importancia desde el punto de vista socioeconémico y su manejo agronémico se desarrolla
de manera diferencial a lo largo de la geografia del pais. Con el fin de conocer si el manejo
del cultivo tiene un efecto en las actividades asociadas a promocion de crecimiento vegetal
de este grupo funcional y seleccionar aislamientos con potencial uso como promotores de
crecimiento vegetal, 52 aislamientos de BAFESs rizosféricas obtenidas de cultivos de cafia
panelera de Cundinamarca y Santander con diferente régimen de fertilizacion, diferente
variedad y tasa de renovacion de semilla, fueron caracterizados en términos de produccién
de compuestos indolicos, solubilizacion de fosfato de calcio y aluminio, mineralizacion de
acido fitico, fijacién biolégica de nitrégeno, actividad ACC deaminasa y antagonismo frente
a tres hongos fitopatégenos. Se encontré que los aislamientos provenientes de Santander
son mas destacados en la produccion de indoles, solubilizacién de fosfato tricalcico y
mineralizacion de 4&acido fitico, mientras que los aislamientos provenientes de
Cundinamarca exhibieron mayor capacidad antago6nica frente a hongos fitopatégenos. Las
actividades de solubilizacién de fosfato de aluminio, fijacién biolégica de nitrdgeno y ACC
deaminasa no fueron destacadas dentro del grupo de BAFEs estudiado. Los aislamientos
de BAFEs se encontraron en su mayoria asociados a los clados de Bacillus cereus y
Bacillus megaterium y la inoculacién de plantulas de cafia panelera con B. megaterium
6C07 mostro6 un aumento en la longitud de vastago en la Variedad POJ 2878 y también
en el diametro del tallo y en el peso seco de vastago en la variedad CC93-771 en
comparacion con el control no inoculado.

Palabras clave: BAFEs, cafia panelera, promocién de crecimiento vegetal.
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Introduccioén

El cultivo de cafia panelera en Colombia esta surgiendo como un importante renglon
econdmico en el pais sobre todo por la apertura de la panela en mercados internacionales
y por la tendencia al alza del precio nacional al productor, sin embargo, existen escenarios
heterogéneos en los sistemas de produccién de este cultivo en regiones como
Cundinamarca y la Hoya del Rio Suarez (Boyaca y Santander), lo que incide en que se
encuentren altibajos en los rendimientos alcanzados a lo largo de las regiones productoras
y que se generen dos contextos distintos donde sea importante el desarrollo de estrategias
de biofertilizacion que permitan ya sea disminuir los costos asociados a la fertilizacion de
los cultivos o mejorar la nutriciébn y desarrollo de las plantas donde la fertilizacion es
ausente.

Govindasamy et al., (2010), relacionan que multiples especies de Bacillus y Paenibacillus
pueden afectar positivamente el crecimiento y la salud de los cultivos mediante tres formas
de interaccion que incluyen: una mejora en la disponibilidad y movilizaciéon de nutrientes
para la planta huésped, el antagonismo contra hongos, bacterias, nematodos patégenos e
insectos plaga y la estimulacion de los mecanismos de defensa del huésped; la
colonizacién enddfita y la formacion de biopelicula también ha sido reportada en estos dos
géneros y todas esas caracteristicas asociadas a promocion de crecimiento, sumada a su
capacidad de formar endosporas hacen que en este grupo bacteriano se encuentren
potenciales Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal que puedan ser Utiles para
su aplicaciéon en una agricultura sustentable.

Dada la alta demanda de nutrientes de un cultivo permanente como la cafa, las altas dosis
de fertilizacién usadas en zonas como Santander y la continua extraccion de nutrientes en
regiones donde no se fertiliza como Cundinamarca, se encuentra un gran potencial en el
estudio de Bacterias Aerobias Formadoras de Endospora (BAFES), sumado a esto, los dos
escenarios mencionados brindan la oportunidad para estudiar las caracteristicas

funcionales de BAFEs que se han asociado a dos nichos ecolégicos, como lo serian la



rizosfera de plantas de cafia panelera manejados bajo diferentes regimenes agronémicos,
adicionalmente, el estudio de estas bacterias permitiria la seleccion de aislamientos que
puedan ser usados como indculos capaces de mejorar el desarrollo de las plantas,
incentivando la incursion de nuevas tecnologias en este cultivo que es de gran importancia
para el pais.

En este sentido, el presente trabajo busc6 mediante la seleccidon en primera instancia de
un grupo de BAFEs obtenidas de rizosfera de cafia panelera con un historial de manejo
contrastante del cultivo, realizar una caracterizacion in vitro en actividades de promocién
de crecimiento vegetal que incluyen la produccién de compuestos inddlicos, solubilizacion
de fosforo inorganico, mineralizacion de fésforo organico, fijacion de nitrégeno, actividad
ACC deaminasa y antagonismo in vitro contra hongos fitopatdgenos, para posteriormente
desarrollar ensayos a nivel de invernadero que permitieron evidenciar el efecto de la
inoculacion de los aislamientos seleccionados en el crecimiento de plantas de cafia

panelera.



1.Marco Teorico

1.1 La Cana de AzUcar

La cafia de azucar es una planta perenne perteneciente a la familia de las poaceas, su
cultivo es de gran importancia en la economia de muchos paises en el tropico y el
subtrépico al almacenar sacarosa en sus tallos, ser fuente de alimento y ser un cultivo
bioenergético (Moore, Paterson & Tew, 2014). El cultivo de la cafia de azlcar es
desarrollado en casi 100 paises sobre un area de 23,8 millones de Hectareas, que
corresponde a cerca del 1,5% del area total de tierra cultivada en el planeta (Moore,
Paterson & Tew, 2014).

La cafla es originaria de Nueva Guinea (Indonesia y Papua) y arribé a Colombia a
principios del siglo XVI, donde fue sembrada por primera vez en Santa Maria antigua del
Darién y posteriormente en Cartagena y Buenaventura (Murcia y Ramirez, 2015). Las
variedades actualmente cultivadas pertenecen a la especie Saccharum officinarum, a las
cuales se les conoce como cafias nobles, y se considera que fueron domesticadas a partir

de S. robustum (Insuasty et al., 2003).

1.2 Morfologia de la Cafia de Azucar

El conocimiento de la morfologia de la planta permite diferenciar y reconocer las especies

y variedades existentes y asociarlas con comportamientos en rendimiento y adaptabilidad.

Las partes basicas de la estructura de la planta son la raiz, el tallo, las hojas y la flor (Osorio,

2007).

» Raiz: Constituye el 6rgano de sostén y el medio para la absorcion de nutrientes y agua.
En la planta de cafia se distinguen dos tipos de raices (Figura 1-1): Las raices

primordiales que corresponden a las raices de la estaca original de siembra, son muy



ramificadas y su periodo de vida llega hasta los 3 meses de edad (Osorio, 2007), estas
raices, son reemplazadas por las raices de los brotes, que son mas robustas, emergen
de la base o anillo de crecimiento del brote que se esté desarrollando (Rae et al., 2014)
y son conocidas como raices permanentes al formar el principal sistema radicular de

la planta (Osorio, 2007).

Raices
del brote

Figura 1-1. Sistema Radicular de la cafia (Bonnett, 2014)

= Tallo: Es el 6rgano donde se da la acumulaciéon de azucares y su numero,
didmetro y color dependen de la variedad. Pueden ser primarios, secundarios o

terciarios dependiendo de la yema de la cual se originan (Figura 1-2) (Osorio, 2007).

Tallo primario

Tallos terciarios

Nivel del suelo

Punto de unién a
la estaca original

Figura 1-2. Tallos de la cafa (Osorio, 2007)



Las partes del tallo son el nudo y el entrenudo, el nudo es la seccion mas dura y fibrosa y
se encuentra conformado por el anillo de crecimiento, la banda de raices, la cicatriz foliar,
la yema y el anillo ceroso (Figura 1-3). El entrenudo por su parte es la porcion de tallo
localizada entre dos nudos y sus caracteristicas varian en funcién de la variedad vy las
condiciones agroecolégicas donde se desarrolla la planta, alli se lleva a cabo la division y
la expansion celular para incrementar el tamafio de los tallos de manera radial y
longitudinal (Osorio, 2007; Rae et al., 2014).

Anillo de crecimiento
Banda de raices
Cicatriz foliar

Anillo ceroso

Nudo

Entrenudo

—— Canal de la yema

Figura 1-3. Partes del tallo de la cafia de azucar (Osorio, 2007)



= Hojas: Las hojas de la planta de cafa se originan en los nudos y se van alternando a
lo largo del tallo (Osorio, 2007). Las principales partes de una hoja madura de cafa de
azucar son la lamina foliar con un nervio central engrosado, la vaina o yagua que
envuelve al tallo en estado inmaduro y a las hojas més joévenes y la unién entre ellas
llamada collar (Figura 1-4) (Rae et al., 2014; Osorio, 2007).

Collar

Auricula

Vaina

Figura 1-4. Partes de una hoja madura de cafa de azlucar (Rae et al., 2014)

1.3 Cultivo de la Cafia de Azucar

Existen dos ciclos de produccién béasicos de la cafia de azucar. El primero se refiere al
ciclo de la planta de cafia que comienza con la siembra y finaliza después de la primera
cosecha, el segundo, conocido como retofio o soca comienza después de la cosecha de
la planta de cafia y contina con sucesivos rebrotes o socas hasta la renovacién de la

semilla o estaca de siembra (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011) (Figura 1-5).



Figura 1-5. Ciclo fenolégico de la cafia de azucar. a) Tallos usados en la siembra;
b) Inicio de la germinacién de las yemas y enraizamiento; c) Inicio del macollamiento;
d) Macollamiento Intenso; e) Comienzo de la maduracion; f) Tallos en una
concentracion optima de sacarosa; g) Cosecha; h) Rebrote o soca de la planta de cafia
de azucar. (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011).



1.3.1 Fases del Ciclo de cultivo

Germinacién y establecimiento: Esta etapa comprende desde la siembra hasta la
germinacion de las yemas; la germinacion puede comenzar entre los 7 y 10 dias o
extenderse hasta los 30 dias después de la siembra, dependiendo de factores externos
como la humedad, la temperatura, la aireacion del suelo, la variedad, la presencia de
la vaina y el tiempo transcurrido entre el corte de la semilla y la siembra. Los factores
internos que influyen en la germinaciéon comprenden la salud de la yema, la humedad
y el contenido de azlcares reductores de la semilla vegetativa. Una condicion
adecuada de humedad, temperatura (28-30°C) y aireacion asegura una rapida
germinacion (Santos & Diola, 2015).

Macollamiento: El macollamiento comienza alrededor de los 40 dias después de la
siembra y se puede extender hasta los 120 dias, es el proceso fisiol6gico de
ramificacién subterranea de los nodos compactos del tallo primario. El macollamiento
da al cultivo el nimero de tallos suficientes requerido para una buena produccion y
depende de factores como la variedad, la luz, la temperatura, la irrigacion y la
fertilizacion. EI maximo macollamiento se da entre los 90 y 120 dias después de la
siembra (Santos & Diola, 2015).

Fase de crecimiento de tallos: El crecimiento de los tallos comienza cerca de los 120
dias después de la siembra y se extiende hasta los 270 dias en un cultivo de 12 meses,
la formacién frecuente y rapida de hojas se da en esta fase y bajo condiciones
favorables, los tallos crecen rapidamente, alcanzandose hasta 4 o 5 entrenudos por
mes (Santos & Diola, 2015).

Fase de maduracion: Esta fase tiene una duracion aproximada de 6 meses,
comenzando entre los 270-360 dias después de la siembra, en esta etapa se da la
rapida sintesis y acumulacion de azucares y el crecimiento vegetativo se reduce. Con
el progreso de la maduracién, azucares simples como glucosa y fructosa son

convertidos en sacarosa (Santos & Diola, 2015).



1.4 La cafia panelera

En Colombia, dentro de los cultivos permanentes, la cafia de azlcar ocupa el tercer lugar
en extension, luego de la palma de Aceite y el Café. De las 472.914 has sembradas hacia
el 2015, el 48,9 % fue destinado a la produccién de cafa para panela y el restante para la
produccién de azlcar y mieles, hacia este mismo afio, la produccién de cafia panelera fue
de 1'223.607 toneladas (MADR, 2017). En este escenario, Colombia se ha posicionado
como el segundo productor de panela en el mundo, después de la India, con una

participacién del 15% en el mercado global.

En Colombia, la panela se produce en 28 departamentos y 543 municipios. De acuerdo
con la Federacion Nacional de Productores de Panela (2012a), en &rea cultivada,
Cundinamarca es el departamento con mayor extension (22,76%) seguido por Antioquia
(17,88%), Santander (16,59%) y Boyaca (7,82%), sin embargo, los departamentos con
mayor rendimiento son Santander, Boyaca, Valle del Cauca, Huila y Narifio (Rodriguez,
2014; Murcia y Ramirez, 2015).

1.4.1 Importancia socioecondémica de la cafia panelera

La produccién panelera en Colombia representa el 1,5 % del PIB agropecuario del pais y
el 2,9% del PIB exclusivamente agricola. Hacia el 2009 se registraron 91.176 unidades
productoras de cafa para panela y 17.700 trapiches paneleros inscritos ante el INVIMA,
de los cuales, 57 registran actividades de exportacion de panela (Fedepanela, 2009;
Murcia y Ramirez, 2015).

La cafia panelera es un producto fundamental para el mercado laboral en el sector
agropecuario de Colombia. En el 2012 fue el segundo cultivo permanente que generdé mas
empleos directos, al superar los 282 mil, y fue el tercero con mas indirectos, superando los
564 mil (Finagro, 2014). En este contexto, alrededor de este producto se teje una de las
agroindustrias rurales mas importantes del pais, con cerca de 70.000 productores
asociados, ademas, el hecho de que el 80% de la produccion se desarrolle en fincas de
menos de 5 has, hace que este cultivo sea de gran importancia en la economia campesina
del pais (USDA, 2016).
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1.4.2 Caracteristicas de la produccion panelera en Colombia

La produccion panelera en Colombia se desarrolla en contextos regionales diferentes,
generandose varios escenarios con unas caracteristicas tecnolégicas y socioeconémicas
determinadas. Duran et al., (2014), relacionan que los dos modelos definidos en la
produccion de cafia panelera responden basicamente al sistema de corte 0 cosecha,
encontrandose regiones productoras de corte por entresaque, donde se recolecta la cafa
dependiendo de la maduracion en el cultivo, como en Cundinamarca (DANE, 2017) y
regiones de corte por parejo, donde se realiza un corte total en un momento determinado

como en la Hoya del Rio Suarez, region ubicada entre Boyac4 y Santander.

Lo anterior, ha conducido a que existan entre dichas zonas grandes diferencias en las
practicas de manejo agronémico como el sistema de siembra, los planes de fertilizacién y
nutricion, el control de plagas, enfermedades y malezas y la renovacién de lotes y
sustitucion de variedades tradicionales, lo cual ha incidido a su vez, en los rendimientos

por unidad de area tanto en cafia como en panela. (Duran et al., 2014).

El rendimiento promedio del cultivo se encuentra en 6,1 Ton.ha?, sin embargo, en
regiones como la Hoya del Rio Suarez se pueden alcanzar hasta 11,32 Ton.hal
(MADR, 2017).

La region geografica de la Hoya del Rio Suéarez se ha relacionado como la principal zona
productora de panela de Colombia. En ella se encuentran establecidas cerca de 42.000
hectareas, y se produce aproximadamente, el 32% de la panela de Colombia (Fedepanela
2012). En este escenario, la siembra se desarrolla a chorrillo, cosecha con corte parejo,
mecanizacion en diferentes labores, uso de fertilizantes en mayores dosis, pendientes
leves, cultivos con areas superiores a 7 hectareas y rendimientos mayores por su nivel
tecnolégico (DANE, 2011). En esta zona, la variedad RD75-11 se encuentra establecida
en cerca del 70% de los cultivos comerciales y se caracteriza por la amplia adaptacion
edafoclimatica, tolerancia a las principales enfermedades de importancia econémica, y de

alta produccion de biomasa y panela por unidad de area (Durén et al., 2014).
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Por otro lado, se encuentran explotaciones a pequefia escala ubicadas al occidente de
Cundinamarca, y en municipios de clima medio de Antioquia, Tolima, Huila y Norte de
Santander, alli se desarrolla la explotacion panelera bajo un esquema de economia

campesina y se constituye el escenario mas representativo del pais (Rodriguez, 2004).

En este modelo de produccién, se desarrolla siembra en cajuela, con corte por entresaque,
sin mecanizacion, poca o nula fertilizacion, la mano de obra es familiar y las fincas no
poseen una extensién mayor a las 7 hectareas (Fedepanela, 2009), ademas, los cultivos
tienen mas de 20 afios y hay bajos indices de renovacion de semilla, predominando la
siembra de la variedad POJ 2878 (DANE, 2017). En este sentido, la baja incursion de
tecnologias ha influido en los bajos rendimientos (Rodriguez, 2004).

1.5 Rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal

La rizésfera es la zona que rodea las raices de las plantas y en la cual se desarrollan
complejas relaciones entre las especies vegetales, los microorganismos y el suelo
(Nadeem et al., 2015). Hiltner (1904) relaciona que esta es una regién donde se presenta
la maxima actividad microbiana, razén por la cual, también ha sido considerada como un
“hot spot ” para la actividad microbiana, donde la diversidad de interacciones esta basada
en complejos intercambios y cuya naturaleza neutral, benéfica o perjudicial es regulada

por una compleja sefializacion molecular (Dardanelli et al., 2010).

Las interacciones benéficas que se dan en la rizésfera pueden influir significativamente en
el crecimiento de las plantas y por lo tanto, tener un efecto positivo en la produccién de los
cultivos. Los exudados radiculares consisten en una diversidad de compuestos organicos
como auxinas, azucares, vitaminas y flavonoides y esta variedad hace que
microorganismos como las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (RPCV),
puedan colonizar las raices de las plantas y se encuentren en altas concentraciones
alrededor de las raices empleando estos compuestos como fuentes de carbono y energia
(Nadeem et al., 2015; Kloepper y Schroth,1978).
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1.5.1 Clasificacion de las RPCV

Las RPCV pueden ser clasificadas de acuerdo con tres criterios: su localizacién, su funcién
y su actividad (Figura 1-6) (Sharma et al., 2017).

RPCV
Segun la Segun la Segun la
localizacion funcion actividad
PGPRs Bacteri'as. promotoras de Biofertilizantes
Extracelulares crecimiento vegetal

PGPRs
Intracelulares

Fitoestimulantes
Bacterias Biocontroladoras

Rizoremediadoras

Bacterias homoreguladoras
del estrés

Biopesticidas

Bioprotectantes

Figura 1-6. Clasificacién de las Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
(Modificado de Sharma et al., 2017)

= Segun la localizacién: De acuerdo con su ubicacién en la rizosfera, pueden ser
clasificadas como RPCV extracelulares (eRPCV) si se encuentran en la rizosfera,
el rizoplano o en los espacios intercelulares del cortex de la raiz o como RPCV
intracelulares (iIRPCV) si se ubican dentro de las células, generalmente, formando
una estructura nodular especializada (Martinez-Viveros et al., 2010).

» Segun la funcion: Se dividen a su vez en tres grupos, el primero corresponde a las
rizobacterias capaces de promover el crecimiento mediante la fijacion biol6gica de

nitrégeno (N), la produccién de fitohormonas, la produccion de sideréforos o la
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solubilizacion de fosforo (P); El segundo grupo incluye aquellas bacterias que
pueden promover de manera indirecta el crecimiento vegetal mediante la liberacion
de sustancias como &cido cianhidrico, quitinasas, pectinasas, lipopéptidos y
antibiéticos que son responsables del control de patégenos en plantas; Por ultimo,
se encuentran las bacterias homeoreguladoras del estrés o PSHR por sus siglas
en inglés, el término fue propuesto por Cassan et al., (2009), para referirse a
aquellas bacterias que pueden favorecer el crecimiento vegetal bajo condiciones
de estrés, ya sea por la liberacién de moléculas activas como el acido abscisico, el
acido salicilico y el a&cido jasmonico, que regulan la tolerancia al estrés en plantas,
la liberacién de poliaminas como la cadaverina o mediante la actividad de enzimas
como la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa (Sharma et al.,
2017).

» Segun la actividad: Somers et al., (2004) clasifican las RPCV como Biofertilizantes
si participan en el ciclaje de nutrientes mediante diferentes mecanismos,
fitoestimuladoras si producen sustancias reguladoras de crecimiento vegetal,
rizoremediadoras si pueden favorecer la degradacion de herbicidas, pesticidas y
otros contaminantes del suelo, biopesticidas si producen antibiéticos o sustancias
gue controlan fitopatogenos y bioprotectantes si favorecen la supresion de

enfermedades.

1.5.2 Principales mecanismos de las RPCV

» Produccién de sustancias reguladoras de crecimiento vegetal

Uno de los mecanismos de promocién de crecimiento de las RPCV que ha sido
ampliamente estudiado es la produccién de sustancias reguladoras de crecimiento
vegetal o fitohormonas (Nadeem et al., 2015), estas sustancias, pueden estimular
varios procesos en la planta como la division celular, la elongacion de la raiz, la
floracién o la fructificacion (Jordan y Casaretto, 2006; Cassén et al., 2009). Dentro de
estas fitohormonas se encuentran las auxinas, las giberelinas, el acido abscisico y las

citoquininas (Nadeem et al., 2015).

La sintesis microbiana de auxinas y en particular del acido indol-3-acético (AlA) ha sido
extensamente estudiada, de hecho, se ha reconocido que actia como una molécula

sefial en los microorganismos al regular la expresion génica y que de manera similar,
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participa como una molécula sefial reciproca en las interacciones planta-
microorganismo (Spaepen & Vanderleyden, 2011), lo cual implica que el efecto de
promocién de estas sustancias requiera de unas vias de sefalizacion en la planta

huésped.

El AIA ex6geno controla varios procesos implicados en el desarrollo de las plantas, es
asi, como bajas concentraciones pueden estimular la elongacion de raices primarias,
mientras que altos niveles de AIA estimulan la formacion de raices laterales,
disminuyen la longitud de las raices primarias e incrementan la formacién de pelos

radiculares (Vacheron et al., 2013).

El AlA de origen microbiano es sintetizado usualmente por las rizobacterias a partir del
triptéfano, el cual estd presente en los exudados radiculares a diferentes
concentraciones en funcion del genotipo de la planta (Kamilova et al., 2006); a partir
de este precursor, se han descrito cinco rutas de produccion de AlA: la via indol-3-
acetamida, la via indol-3-piruvato, la via de la triptamina, via de la oxidasa-cadena
lateral de triptéfano y la ruta indol-3-acetonitrilo, algunas de estas rutas, son similares
a las descritas para las plantas (Spaepen & Vanderleyden, 2011).

Una de las rutas que han sido ampliamente descritas para la sintesis de AlA es la via
del &cido indol-piravico, alli participa la enzima Indol-3-piruvato descarboxilasa, que es
codificada por el gen ipdC. Patten & Glick (2002) encontraron una disminucion entre
un 35y 50% de la longitud de la raiz de plantas de canola inoculadas con una cepa
mutante para el gen ipdC de Pseudomonas putida sugiriendo que el AlA bacteriano

cumple un papel relevante en el desarrollo del sistema radicular de plantas huésped.

= Solubilizacién de fosforo

El P es el segundo elemento mas importante en la nutricion de las plantas después del N,
debido a su importante papel en procesos metabdlicos como la fotosintesis, la
transferencia de energia, la biosintesis de macromoléculas y la respiracion (Khan et al.,
2010). Solo el 0,1% del total de P en el suelo existe en formas solubles disponibles para
las plantas, el resto, se encuentra formando complejos minerales insolubles o inmovilizado
en la materia orgénica del suelo (Sharma et al., 2013), hecho que lo convierte en uno de

los elementos mas limitantes en la productividad de los cultivos.
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La fijacion del P o remocion del P disponible de la solucion del suelo a la fase sélida del
mismo, se da por la sorcion del fosfato en la superficie de los minerales del suelo o por la
precipitacion con iones como Fe*® y Al'3, este fendmeno se da en 1018 millones de
hectéareas en el tropico y lleva al uso excesivo de fertilizantes, cuya eficiencia no supera el
30% (Sharma et al., 2013).

El uso de RPCV con capacidad de solubilizacion de P es considerada como una alternativa
para hacer un uso eficiente de este elemento y para favorecer el crecimiento de las plantas
(Figueiredo et al., 2016). Entre los géneros bacterianos mas estudiados por su capacidad
para solubilizar fosfatos se encuentran Pseudomonas y Bacillus, asi como también
especies de Rhizobium y varios hongos como Aspergillus y Penicillium (Shahid et al., 2012;
Khan et al., 2010).

Desde 1948 Pikovskaya sugirié que los microorganismos podrian mejorar la disponibilidad
de P en los suelos y a partir de alli, se han empleado diferentes metodologias y medios de
cultivo para su evaluacion, entre ellos el medio Pikovskaya (1948) y el medio NBRIP
(National Botanical Research Institute’s phosphate) (Nautiyal, 1999), sin embargo la
seleccion de la fuente de fosforo insoluble a emplear para la bioprospeccion de
solubilizadores de P dependera del tipo de suelo donde el microorganismo sera usado,
Bashan et al., (2013) han sugerido emplear fosfatos de calcio incluyendo la roca fosférica
para suelos alcalinos, fosfatos de aluminio e hierro para suelos acidos y fitatos para suelos

ricos en materia organica.

Varios estudios han sugerido diferentes mecanismos que median la solubilizacion de P por
parte de los microorganismos, entre ellos se incluye la produccion de acidos organicos,

sideroforos, protones, iones hidroxilo, CO, y H>S (Alori et al., 2017).

Los acidos organicos producidos en el espacio periplasmico por el metabolismo oxidativo
(Zhao et al., 2014) pueden generar una disminucion en el pH, quelacion de los cationes
unidos al P, formacién de complejos con los iones metalicos que se unen al P o competir

de manera directa con el P por los sitios de adsorcion en el suelo (Sharma et al., 2013).

Los principales acidos asociados a esta actividad incluyen el acido gluconico, acido oxalico,
acido citrico, acido lactico, acido tartarico y acido aspartico (Sharma et al., 2013), sin
embargo, se ha encontrado que no siempre existe una correlacion entre la disminuciéon de

pH producto de acidos organicos y la cantidad de P solubilizado. Alori et al., (2017)



16

relacionan que un mecanismo alternativo es la liberacion de H* a cambio de la captacion
de cationes. Se ha reportado que la asimilacién de NH** esta acompariado de la liberacion
de protones que llevan a la solubilizacion de P por reacciones de sustitucién sin la

produccion de acidos organicos (Sharma et al., 2013).

=  Mineralizacion de acido fitico

La mineralizacién del P organico del suelo tiene un papel muy relevante en el ciclo del P
dentro los sistemas agricolas, sobre todo, si se tiene en cuenta que el P organico puede
constituir hasta el 50% del P total en el suelo, encontrandose en su mayoria como inositol
fosfato o fitato (Sharma et al., 2013; Alori et al., 2017).

Diferentes enzimas estan involucradas en la mineralizacion de P, entre estas, se
encuentran las fosfatasas acidas-no especificas 0 NSAPs vy las fitasas, estas ultimas
median la degradacion del fitato y la presencia de mineralizadores de fitato en la rizosfera
pueden compensar la incapacidad de la planta de adquirir P directamente de este
compuesto (Richardson & Simpson, 2009).

Una amplia proporcion de microorganismos del suelo y la rizosfera son capaces de utilizar
el fitato como fuente de carbono y de P, entre estos se encuentran cepas microbianas
pertenecientes a los géneros Bacillus sp., Pseudomonas sp., Sporotrichum sp, Aspergillus
sp y Chaetomium sp (Ryu et al., 2005; Singh & Satyanarayana, 2010; Hayes et al., 2000;
Tarafdar & Gharu, 2006; Singh & Satyanarayana, 2011).

= Actividad 1-aminocyclopropano-1-carboxylato (ACC) deaminasa

La productividad de los cultivos puede verse afectada por diversos tipos de estreses
biéticos y abidticos que incluyen la alta radiacion, inundacion, sequia, presencia de metales
toxicos y contaminantes en el suelo, asi como presencia de patégenos, incluidos virus,
bacterias, hongos y nematodos (Govindasamy et al., 2011), la inhibicién del crecimiento
vegetal ocurre generalmente por los elevados niveles de etileno que se producen bajo
estas condiciones. El etileno es sintetizado en los tejidos de la planta a partir del precursor
1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) y retarda el crecimiento de la raiz a la vez que

genera senescencia en la planta (Nadeem et al., 2012).
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Hay RPCV que pueden emplear ACC como fuente de nitrdgeno haciendo uso de la enzima
ACC deaminasa, la cual cliva el precursor ACC y esto genera una disminucién en los
niveles de etileno en la planta (Nadeem et al., 2012).

Glick et al., (1998) propusieron un modelo para explicar lo anterior (Figura 1-7), segun el
cual, la rizobacteria se une a la superficie de la planta, generalmente la raiz y en respuesta
al triptéfano y otras pequefias moléculas presentes en los exudados, sintetiza y secreta
AlA, el cual es captado por la planta. EI AIA de origen microbiano junto con el AIA
enddgeno, puede estimular la proliferacion y elongacion celular o inducir la transcripcion
de la ACC-sintasa, enzima que cataliza la produccion de ACC, parte del ACC es exudado
a través de las raices u hojas, y es en ese momento donde puede ser metabolizado por
las bacterias que se encuentran asociadas para producir amoniaco y a-cetobutirato. En
este modelo, las bacterias que posean esta enzima, pueden disminuir el efecto deletéreo

del etileno bajo condiciones de estrés (Govindasamy et al., 2011).

Varios estudios relacionan que la actividad ACC deaminasa esta ampliamente distribuida
en bacterias del suelo pertenecientes a los géneros Alcaligenes, Variovorax, Rhodococcus,
Bacillus y Pseudomonas, asi como en especies de Rhizobium. También se han reportado
bacterias filosféricas del género Methylobacterium de arroz, positivas para esta actividad
(Chinnadurai et al., 2009; Govindasamy et al., 2011).

Elongacion
celulary
proliferaciéon
AIA —— AIA
SAM L
ACC sintasa
J
ACC —— - ACC
ACC
ACC oxidasa deaminasa
r Amoniaco y
Etileno a-CB
~— 00000V
RPCV

Elongacion radicular

Semilla de la planta o
Raiz

Figura 1-7. Modelo explicativo de como las RPCV acc deaminasa positivas disminuyen la concentracion de etileno
y, por tanto, evitan la inhibicidon de la elongacién radicular. AlA: acido indolacetico, SAM: S-adenosil metionina,
ACC: 1-aminociclopropano-1-carboxilato, a-CB: a -cetobutirato. (Modificado de Glick et al., 1998)
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= Actividad biocontroladora
Existen RPCV que pueden promover de manera indirecta el crecimiento de las plantas al
tener actividad biocontroladora sobre organismos fitopatogenos que afectan diferentes
cultivos, dicho efecto, se puede dar mediante diferentes mecanismos como la produccion
de sideroforos, que limitan la disponibilidad de hierro (Fe) para los fitopatogenos,
produccion de antibidticos, produccion de sustancias antifngicas e induccién de

resistencia sistémica en las plantas (Akhtar & Siddiqui, 2010).

Uno de los mecanismos mas efectivos para controlar la proliferacion de fitopatogenos es
la sintesis de antibiéticos por RPCV; se han reportado diferentes metabolitos como
butirolactonas, 2,4 diacetilfloroglucinol (DAPG), lipopéptidos ciclicos, acido cianhidrico
(HCN), oligomicina A y fenacinas, entre otros (Akhtar & Siddiqui, 2010). De hecho, con el
fin de demostrar el papel de los antibiéticos en el biocontrol, se han desarrollado mutantes
incapaces de producir los antibiéticos o con genes sobre-expresados, y se han usado
genes reporteros o0 sondas para evidenciar la produccion directamente en la rizosfera
(Compant et al., 2005; Akhtar & Siddiqui, 2010).

Otro de los mecanismos usados por los agentes de control biolégico involucra la
produccion de enzimas degradadoras de pared celular; enzimas como la $-1-3 glucanasa,
guitinasas, celulasas y proteasas secretadas por cepas Biocontroladoras ejercen un efecto
inhibitorio en el crecimiento de las hifas de hongos fitopatogenos (Labuschagne, et al.,
2010).

Las RPCV también pueden elicitar induccién de resistencia sistémica (ISR) en las plantas
al aumentar la resistencia fisica y mecanica de la pared celular y generar cambios en las
reacciones fisiolégicas y bioquimicas del huésped, llevando a la sintesis de sustancias
como quitinasas, peroxidasas y proteinas relacionadas con patogénesis (PR)
(Labuschagne et al., 2010).

* Fijacion bioldgica de Nitrégeno

El N es un elemento fundamental para la sintesis de acidos nucleicos, proteinas y otros
compuestos organicos, hecho que lo convierte en uno de los principales nutrientes de las
plantas, y a su vez, en uno de los mas limitantes dentro de los sistemas agricolas, debido

a las perdidas por volatilizacion, escorrentia y lixiviacion (Reddy, 2014).
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La fijacion biologica de N aporta cerca del 60% de la entrada de N anual a la biosfera, y es
desarrollada por un grupo limitado de bacterias y arqueas, que son conocidos como
diazotréficos y poseen el complejo enzimético conocido como nitrogenasa (Newton, 2007).

Los organismos diazotréficos generalmente son categorizados como bacterias simbioticas
0 no simbidticas, las primeras incluyen a miembros de la familia Rhizobiaceae, los cuales
forman simbiosis con plantas leguminosas (Rhizobium) y con no leguminosas (Frankia) y
las segundas (de vida libre, asociativas o endofiticas) incluyen algunas cianobacterias
(Anabaena, Nostoc), y los géneros Azospirillum, Azotobacter, Gluconacetobacter y
Azoarcus, entre otros (Bhattacharyya y Jha, 2012). De hecho, también se ha relacionado
la actividad nitrogenasa en bacterias pertenecientes a los géneros Bacillus y Paenibacillus
(Park et al., 2005; Madhaiyan et al.,2011).

La estructura del complejo enzimatico de la nitrogenasa fue dilucidada por Dean y
Jacobson (1992) como una metaloenzima de dos componentes proteicos. EI componente
homodimérico NifH (proteina de hierro) transfiere electrones al segundo componente: la
proteina heterotetramérica hierro-molibdeno (NifDK), la cual alberga el sitio catalitico que
contiene un unico cofactor hierro-molibdeno donde ocurre la reduccién del N.. (Fernandes
et al., 2014).

1.6 Bacterias aerobias formadoras de endospora
(BAFES)

Las Bacterias Aerobias Formadoras de Endosporas (BAFES) corresponden a un grupo de
bacterias, generalmente pertenecientes al género Bacillus que se caracterizan por la
capacidad de producir un tipo de célula latente denominada endospora en presencia de
oxigeno. Sin embargo, se ha relacionado recientemente que el género Bacillus puede
incluir algunos anaerobios estrictos y organismos no esporulados. Existen mas de 150
especies de Bacillus y al menos la mitad de ellos han sido encontrados en suelos.
(Stanier et al., 1992; Logan & Halket, 2011).

Se ha reconocido que las BAFEs son ubicuas y muy cosmopolitas en los sistemas
agricolas y que dentro de las caracteristicas que permiten su amplia distribucion y

supervivencia se encuentran ademas de la formacion de endosporas, la formacién de una
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pared celular “multicapa”, la secrecion de péptidos antibidticos y enzimas extracelulares

(Beneduzi y Pasaglia, 2011).

Logan & Halket (2011) relacionan que las especies mas conocidas de Bacillus son B.
subtilis, B.anthracis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus y B.
thuringiensis, ademas, refieren que existen subgrupos filogenéticos o “cluster” en la
taxonomia de Bacillus: B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B.
pseudomycoides y B. weihenstephanensis conforman el grupo de “Bacillus cereus” y son
especies patogenas, el otro subgrupo es el de “Bacillus subtilis” e incluye a B.

amyloliquefaciens, B. licheniformes y otras especies cercanas.

Muchos termdfilos obligados que fueron ubicados originalmente en el género Bacillus,
fueron transferidos al género Geobacillus, que ahora comprende cerca de 16 especies, y
especies como B.sphaericus y B.fusiformis con caracteristicas distintivas como la
presencia de lisina en el polimero peptidoglicano de la pared celular han sido ubicados en
el género Lysinibacillus.

Luego del género Bacillus, Paenibacillus, con 110 especies, es el segundo grupo mas
grande de Bacterias aerobias formadoras de endosporas; Los miembros de este género
estan ampliamente distribuidos en el suelo, asociados con plantas y varias especies tienen

capacidad de fijar nitrégeno atmosférico (Logan & Halket, 2011).

1.6.1 Ecotipos de Bacillus

Cohan y Perry (2007) relacionan que en los Ultimos afios varios estudios ecolégicos han
demostrado que una especie bacteriana puede ser tipicamente un conjunto de organismos
estrechamente relacionados que representan poblaciones ecolégicamente distintas. Usan
el término "ecotipo”, para referirse a "un grupo de bacterias que son ecolégicamente
similares entre si y cuya diversidad genética esta limitada por una fuerza cohesiva, ya sea

seleccion periddica o deriva genética, o ambas".

Koeppel et al., (2008) relacionan que, debido a la ausencia de unas directrices tedricas,
los métodos actuales de sistemética bacteriana no contemplan la divisién del dominio
bacteriano en unidades significativas de ecologia y evolucion, en este sentido, ellos
proponen un enfoque conocido como “simulacidon de ecotipos” para modelar la dinamica

evolutiva de poblaciones bacterianas e identificar ecotipos dentro de una comunidad
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natural. Connor et al., (2010) muestrearon bacterias del clado B.subtilis-B.licheniformis de
sitios que resultan contrastantes en exposicién solar y textura del suelo, en el “Parque
nacional del valle de la muerte” en California, EEUU; dentro de este clado, hipotetizaron
demarcaciones de ecotipos basados en diversidad de secuencias de ADN empleando dos
algoritmos conocidos como ES (ecotype simulation) y AdaptML. Producto de estas
investigaciones, encontraron que los ecotipos demarcados son diferentes en sus
asociaciones con la exposicion solar y la textura del suelo y sugieren que estos y los
pardmetros ambientales se encuentran entre las dimensiones de la divergencia ecoldgica

para los ecotipos de Bacillus recientemente divergentes.

En este contexto, se sugiere que un ecotipo bacteriano estaria mas cerca del concepto de
especie: grupos ecologicamente distintos que pertenecen a linajes evolutivos
genéticamente cohesivos e irreversiblemente separados. El estudio de los ecotipos, por
tanto, enriqueceria la sistemética bacteriana al identificar grupos bacterianos no
reconocidos previamente, y proporcionaria una base natural muy necesaria para la
ecologia microbiana, de hecho, estas diferencias, que llevan a la demarcacion de los
ecotipos, permitirian inferir sobre los tipos de adaptaciones ecolégicas que pueden
acumularse en periodos de tiempo muy cortos y que pueden fomentar la coexistencia entre
las poblaciones mas estrechamente relacionadas (Cohan & Perry, 2007; Logan & Halket,
2011).

1.6.2 BAFEs como RPCV

Varias especies de Bacillus y Paenibacillus son reconocidos como promotores de
crecimiento vegetal, los principales mecanismos de promocion incluyen la produccién de
fitohormonas, solubilizacion y movilizacion de P, produccion de antibiéticos e induccion de

resistencia sistémica (Richardson et al., 2009; Kumar & Johri, 2011).

Entre la amplia variedad de antibidticos que producen las bacterias de este género se
encuentran la gramicidina, tirotricina (B.brevis), bacitracina (B.licheniformis), Polimixina,
colistina (B.polymyxa), pumulina (B.pumilus), subtilina, micobacilina (B.subtilis), entre otros
(Reddy, 2014).También se reporta la produccién de péptidos antifingicos (iturinas) que
incluyen las micosubtilinas, bacilomicinas, surfactinas, fungistatinas y subsporinas, asi
como la produccion de otros metabolitos como fitoalexinas, quitinasas, enzimas

degradadoras de pared celular y compuestos organicos volatiles que elicitan mecanismos
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de resistencia en la planta contra el ataque de hongos, bacterias y nematodos (Reddy,
2014).

Son varias las investigaciones que han relacionado la asociacién de BAFEs con plantas
de cafia de azUcar, tal es el caso, de cepas de Bacillus subtilis, B. cereus y B. pumilus que
han sido aislados de rizosfera, raices, tallo y apoplasto de esta planta. (Antwerpen et al.,
2002; Hassan et al., 2010; Velazquez et al., 2008).

Madhaiyan et al., (2011) aislaron de suelo rizosférico de cafia de azlcar una nueva especie
bacteriana diazotréfica que llamaron Bacillus rhizospareae, esta cepa present6 actividad
ACC deaminasa correspondiente a una produccion de 21,2 nmoles de a-cetobutirato.mg
proteina™.h, producciéon de acido indolacético y actividad de reducciéon de acetileno de
42,5 nmoles de etileno.ht.mg de proteina?, por otra parte, Orbera Ratén et al., (2012)
caracterizaron BAFEs aisladas de la rizésfera de plantas de cafia de azlcar, estos aislados
fueron identificados empleando el marcador filogenético 16S rRNA, en cuatro géneros:
Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus y Cohnella, algunos de ellos, con actividad inhibitoria
in vitro contra Curvularia y Fusarium, el 74% presentaron actividad poligalacturonasa, el
100% actividad endoglucanasa y el 83,3% de los aislamientos fueron capaces de
solubilizar fosfato de calcio.

Shankaraiah et al., (2000) estudiaron el efecto de diferentes niveles y fuentes de P bajo la
inoculacion de microorganismos solubilizadores de P en el crecimiento de la cafia de
azucar, encontrando que bajo la inoculacién de B. megaterium el rendimiento fue mas alto
(25, 46 t azucar.ha*) con un 75% de la fertilizacién de P en comparacién con el control sin
inocular y con un 100% de fertilizaciéon de P (25, 16 ton azucar.ha?), de modo similar,
Sundara et al., (2002) encontraron que la aplicacion de una bacteria solubilizadora de P
(PSB), Bacillus megatherium var. Phosphaticum incrementa en un 12, 6% el rendimiento
de la cafa de azlcar, ademas de que reduce en un 25% las dosis de P requeridos para el

cultivo.

Kruasuwan y Thamchaipenet (2016) obtuvieron 135 aislamientos de bacterias enddfitas a
partir de raices de plantas de cafia de azlcar; basados en analisis del gen rRNA 16S, los
endofitos se distribuyeron en 14 géneros, destacandose dentro de los mas dominantes, el
género Bacillus. Para experimentos de promocion de crecimiento vegetal en plantulas de
cafia de azlcar, se seleccionaron 4 aislamientos y se desarrollaron co-inoculaciones con

Bacillus amyloliquefaciens, Enterobacter asburiae y dos cepas de actinomicetos:
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Microbispora hainanensis y Streptomyces canus encontrando 60 dias después, en los
tratamientos inoculados con el aislamiento de Bacillus un aumento en la longitud de la raiz
(11,43 cm) en comparacion con el control sin inocular (6,25 cm) y diferencias en el peso
seco de los brotes (5,07g) en comparacion con el control sin inocular (2,65 g).

En este contexto, las BAFEs se muestran como un grupo funcional que se ha asociado
exitosamente con la cafia de azlcar, lo cual las convierte en un grupo de estudio con gran

potencial en aras de establecer estrategias de biofertilizacion para este cultivo.
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2.Problema de investigacion y objetivos

2.1 Problema de Investigacion

2.1.1 Planteamiento del problema

La heterogeneidad en las condiciones socioecondémicas y tecnoldgicas del cultivo de cafa
panelera incide en que se encuentren altos y bajos rendimientos en las diferentes regiones
productoras del pais (Osorio, 2007). Tal es el caso que, en regiones como Santander, el
rendimiento es de 13,48 t. ha mientras que en zonas como Cundinamarca, con el doble
de area cultivada, el rendimiento solo alcanza las 4,7 t.ha! (MADR,2016a), esto, ha llevado
a que se reconozcan dos escenarios en torno a este cultivo, el primero donde existe una
alta demanda de fertilizantes, que segun los productores puede alcanzar hasta 100 Kg de
N, 200 Kg de P y 200 Kg de K por hectérea cultivada, lo cual tiene implicaciones no solo
ambientales sino relacionadas con un incremento en los costos de produccién, de hecho,
en la Hoya del rio Suarez, se ha relacionado que la fertilizacién del cultivo representa el
15% de los costos de produccién de la panela (Osorio, 2007). Por otro lado, se encuentra
el escenario representativo del occidente de Cundinamarca, donde el esquema es
netamente extractivo, con ausencia de fertilizaciéon y sin renovacion de semilla, lo cual ha

repercutido en la nutricion de los cultivos y en los bajos rendimientos.

En torno a este panorama, surge la necesidad de poder desarrollar estrategias que
mejoren la sostenibilidad de los cultivos, ya sea para lograr la disminuciéon de dosis de
fertilizacion empleadas, en el caso de la Hoya del Rio Suarez o para mejorar la
disponibilidad de nutrientes en aquellos cultivos donde no se hace uso de fertilizantes
guimicos y se ha buscado diversificar el manejo de la panela para poder satisfacer la

demanda de mercados organicos como es el caso de la zona de Cundinamarca.

El desarrollo de biofertilizantes ha sido una de las estrategias exploradas de manera
creciente e implica un amplio proceso de Bioprospeccion, sin embargo, de manera regular,
aspectos ecoldgicos no son tenidos en cuenta, como el hecho de que diferentes
condiciones bidticas y abioticas pueden afectar a la comunidad microbiana y sus rasgos

bioquimicos, asi como su capacidad de promocion de crecimiento vegetal.
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En este sentido, las dos regiones en las que se desarrolla el cultivo de la cafia panelera de
donde fueron obtenidos los aislamientos de BAFEs contempladas en este estudio,
presentan unas condiciones contrastantes en términos de caracteristicas fisicas y
guimicas de los suelos, asi como de las condiciones de manejo del cultivo, particularmente
en términos de fertilizacion y renovacion de la semilla. Esta situacion, plantea una
oportunidad para evaluar si dichas condiciones determinan la seleccion de ecotipos de
BAFEs diferentes, que a su vez se evidencien por sus atributos fenotipicos en funcién de

las actividades relacionadas con promocién de crecimiento vegetal.

2.1.2 Justificacion

Alrededor del cultivo de la cafia panelera se ha consolidado una agroindustria de gran
importancia para el pais, no solo por los empleos que genera en el sector rural, sino
también por la tendencia al alza en las exportaciones de panela, al igual que del precio
promedio nacional al productor (MADR, 2016b; Fedepanela, 2012), sin embargo, como se
menciond anteriormente, resulta indispensable ahondar esfuerzos en la blsqueda de
estrategias que puedan reducir el uso de fertilizantes quimicos y los impactos que esto
conlleva, asi como mejorar la disponibilidad de nutrientes, bajo esquemas que puedan

responder a demandas nacionales e internacionales.

El suelo es uno de los actores mas importantes en el mantenimiento de la productividad
de los cultivos, por lo que es de gran relevancia entender gue alli se desarrollan diversidad
de procesos determinados por los microorganismos que lo habitan (Uribe, 2011), al igual,
gue reconocer que en la rizésfera de las plantas coexisten diferentes organismos que

pueden establecer relaciones benéficas con ellas (Barriuso et al., 2008).

En este sentido, el manejo del cultivo de cafia panelera en Cundinamarca y la Hoya del
Rio Suarez bajo las condiciones contrastantes mencionadas anteriormente, en cuanto a
edad de cultivo, cultivariedad sembrada y fertilizacion, podria llevar a la generacion de dos
nichos ecoldgicos particulares en la rizosfera de las plantas de cafia de cada sitio. Esta
situacion resulta interesante tanto en procesos de bioprospeccién de biofertilizantes como
en estudios ecoldgicos y de las caracteristicas de grupos funcionales que han establecido

interacciones alli.

Las BAFEs conforman un grupo funcional con especies que han sido relacionadas como

RPCV, por otra parte, la capacidad de desarrollar endosporas se muestra como una
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ventaja diferencial puesto que facilita su aislamiento, el desarrollo de formulaciones y
potencializa su aplicacién en campo (Kumar, Prakash y Johri, 2011; Mondal y Verma, 2002;
Perez-Garcia et al, 2011).

En este sentido, y teniendo en cuenta que la aplicacion exitosa de estos microorganismos,
la obtencién de nuevas cepas y el desarrollo de inoculantes, requiere un conocimiento
comprensivo de su ecologia (Beneduzi y Pasaglia, 2011), lo cual incluye reconocer cémo
el manejo agronémico de los cultivos puede determinar o no la funcionalidad de bacterias
cultivables, el presente trabajo esta orientado a caracterizar un conjunto de BAFEs
rizosféricas obtenidas de cultivos de cafia con practicas de cultivo contrastantes y
seleccionar aislamientos que puedan favorecer el crecimiento de plantas de cafia panelera

bajo condiciones de invernadero.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Seleccionar Bacterias Aerobias Formadoras de Endospora provenientes de cultivos de
cafia con manejos agrondmicos contrastantes, capaces de promover el crecimiento de

plantas de cafia panelera.

2.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar funcionalmente BAFEs aisladas de rizGsfera de cafia panelera en actividades

relacionadas con promocién de crecimiento vegetal bajo condiciones in vitro.
Identificar a nivel molecular BAFEs aisladas de rizosfera de cafa panelera.

Evaluar bajo condiciones de invernadero aislamientos de BAFESs seleccionadas segun

Sus caracteristicas in vitro.
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3.Materiales y métodos

3.1 Aislamientos bacterianos

Los microorganismos empleados en este trabajo provienen de la coleccién de cepas de
Bacterias Aerobias Formadoras de Endosporas de cafia panelera establecida por el grupo
de investigacion en Microbiologia Agricola del IBUN, en el marco del proyecto “Generacién
de recomendaciones agronémicas y nuevas tecnologias en la produccién de panela en
Colombia” desarrollado en convenio con CORPOICA. A partir de dicha coleccion de
microorganismos se seleccionaron 25 aislamientos de BAFESs provenientes de la rizosfera
de plantas establecidas en Cundinamarca y 27 BAFEs provenientes de la rizdsfera de
cultivos de la misma especie vegetal establecidos en Santander. La tabla 3-1 muestra las
caracteristicas de los suelos donde se encontraban establecidos los cultivos y las practicas

agronoémicas desarrolladas en las fincas donde se realizé el muestreo.

3.2 Ildentificacidon molecular de aislamientos de
BAFEs

Los aislamientos seleccionados fueron identificados a nivel molecular mediante la
amplificacién y secuenciacion del marcador filogenético 16S rRNA. Para tal fin, se realiz6é
la extraccion de ADN gendmico a partir de colonias obtenidas en agar TSA luego de 24h
de incubacién a 30°C siguiendo la metodologia de lisis alcalina (Sahoo et al., 2014).

La extraccion de ADN se desarrollé a partir de una colonia pura, la cual fue transferida a
50 pL de Buffer de lisis (NaOH (0,05N) y SDS (0,25%))); luego, con el fin de favorecer la
disgregacion de la pared celular dicha suspension fue calentada a 95°C durante 15
minutos, posteriormente se adicionaron 200 uL de agua HPLC estéril en cada tubo y se
realizé centrifugacion a 13 684 xg durante 5 minutos. El ADN obtenido en el sobrenadante

fue almacenado a -20°C hasta su uso.






Tabla 3-1. Caracteristicas quimicas y nutricionales de los suelos y cultivos muestreados.
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La amplificacion por PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se realizé empleando los
primers universales 27F y 1492R (Lane, 1991). El volumen final de la mezcla de reaccion
fue de 50uL, empleando una concentracion final de dNTP’s, primers y de enzima Biolase

DNA pol Bioline®, de 0,2 mM, 0,4 uM y 1U. pL?, respectivamente.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94°C por
2 minutos seguida de 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 55°C por 1 minuto y 72°C por 3
minutos y un ciclo de elongacion final de 72°C por 15 minutos. Los productos de PCR
obtenidos (aproximadamente 1500 pb) fueron purificados utilizando el kit Promega
Wizard® PCR Clean-Up System y secuenciados en el Servicio de Secuenciacion y Analisis
Molecular (SSiGMol) del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia.

Las secuencias obtenidas fueron limpiadas empleando el Software Bioedit version 7.2.5.
La identidad de los aislamientos fue confirmada empleando la base de datos curada RDP
(Ribosomal Database Project) (Cole et al., 2014), posteriormente, se elabord un arbol de
distancia filogenética mediante el paquete informéatico MEGA 7 con el método Neighbor-
Joining (Saitou & Nei, 1987) y haciendo uso de secuencias de referencia obtenidas de la
base de datos GenBank del NCBI de las especies de bacterias filogenéticamente mas
cercanas a las cepas estudiadas.

3.3 Caracterizacion de BAFEs rizosfericas en
actividades relacionadas con promocion de
crecimiento vegetal

Los aislamientos fueron reactivados en agar TSA realizando una siembra directa a partir
de los crioviales almacenados a -20°C, luego de 24h de incubacién a 28+2°C se verificé la
viabilidad y pureza y se inocularon en 5 mL de caldo Luria-Bertani (LB); transcurridas 24h
de incubacién a 28+2°C y 125 rpm, la biomasa fue resuspendida en NaCl 0,85% (P/V)
luego de dos lavados sucesivos con la misma solucién y ajustada a una densidad 6ptica

de 0.2 medida a 600nm en un espectrofotometro (Thermo scientific 20 Genesys).
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3.3.1 Produccion de compuestos indolicos

La determinacion de la produccion de compuestos indolicos se desarrolld mediante la
técnica colorimétrica de Salkowsky (Glickmann y Dessaux,1995), previo a estos ensayos,
se elabor6 una curva de calibracion de AIA empleando una solucién patrén concentrada
(Img.mL™?), a partir de la cual, se prepararon soluciones a diferentes concentraciones entre
2y 30 pug AIA.mL*, 700uL de cada una de las soluciones se mezclaron con 700uL de
reactivo de Salkowsky, dicha mezcla reacciondé durante 30 minutos en oscuridad y
posteriormente, se realiz6 la lectura de absorbancia a 540 nm (Anexo 1).

Para la evaluacién de la produccién de compuestos indolicos de los aislamientos, se
inocularon 100uL de la suspensién celular ajustada tal como se describe en la seccion 3.3,
en 9 mL de caldo LB suplementado con 1mL de tript6fano a una concentracion de 3mM,
luego de tres dias de incubacion a 28+2°C y 150 rpm, se dispens6 1mL de caldo en tubos
de microcentrifuga y se centrifugé a 9503 xg durante 2 minutos, posteriormente, 700pL del
sobrenadante fueron mezclados con 700uL de reactivo de Salkowsky, la mezcla reaccioné
durante 30 minutos y la absorbancia de cada una de las muestras fue leida a 540 nm en

un lector de microplacas.

3.3.2 Solubilizacion de fosfatos

Se evalud la capacidad de los aislamientos de BAFEs de solubilizar dos fuentes de fosforo

inorganico siguiendo la prueba analitica del Spectroquant® Fésforo de Merck.

La metodologia desarrollada consisti6 en suplementar 15 mL de medio liquido NBRIP
(Nautiyal, 1999) con 0,5 % (P/V) de fosfato tricalcico o 0,1% (P/V) de fosfato de aluminio,
posteriormente, estos caldos se inocularon por triplicado con 150 uL de la suspensién
celular ajustada a una densidad 6ptica de 0,2 descrita anteriormente. Luego de 5 dias de
incubacién a 28+2°C y 150 rpm, se centrifugd 1mL de caldo a 4 656 xg durante 15 minutos
y 250uL de sobrenadante fueron transferidos a 750uL de agua destilada estéril,
adicionalmente, se dispensaron 240uL del reactivo Spectroquant® de Merck y se
transfirieron 200uL de la mezcla de reaccién de cada una de las muestras al lector de

microplacas para medir la absorbancia a 405nm.
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Esta técnica se fundamenta en que los iones ortofosfato libres de la muestra en presencia
del &cido sulfarico que se encuentra en el reactivo, reaccionan con los iones de molibdato,
para formar acido molibdofosforico; el &cido ascorbico de la solucion reduce esta molécula,
y forma fosfomolibdeno, un compuesto que puede ser determinado fotométricamente
(Merck, 2016).

La curva de calibracién, para determinar los mg.L? de fosfato solubilizado, se construyé a
partir de soluciones a diferentes concentraciones conocidas de K:HPO4, la medicion se

realizé siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente (Anexo 1).

3.3.3 Mineralizacion de acido fitico

La evaluacién de la mineralizacién de acido fitico se realizé de manera cualitativa en medio
solido NBRIP suplementado con &cido fitico como fuente de fosforo organico, a una
concentracion de 1% (P/V). El pH del medio fue ajustado a 7.

Se inocularon 10uL de la suspension celular ajustada a una densidad 6ptica de 0,2 descrita
anteriormente sobre la superficie del medio empleando 4 réplicas por cada aislamiento.
Luego de 5 dias de incubacién a 28+2°C, se realizaron observaciones del crecimiento de
colonias y produccion de halo con el fin de estimar la eficiencia de mineralizacion (EM)

segun la metodologia modificada de Kandil (2017):

didmetro del halo

EM 100

= *
didmetro de la colonia

3.3.4 Actividad ACC deaminasa

Con el fin de evaluar la actividad 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminasa en los
aislamientos de BAFESs, se sigui6 la metodologia descrita por Jacobson et al., (1994)

modificada.

Los aislamientos bacterianos se sembraron en agar TSA y se incubaron a 28+2°C,
posteriormente, se inocularon 5 mL del medio minimo M9 modificado, con (NH4).SO. como

fuente de N, luego de 24 horas de incubacion a 28+2°C y 150 rpm, la biomasa fue lavada
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tres veces con una solucion de MgSO. (0,1M) y ajustada a una densidad 6ptica de 0,2
medida a 600 nm en un espectrofotometro.

En una placa de 96 pozos, 120 pyL del medio liquido M9 sin fuente de nitrogeno fue
adicionado en cada pozo, en los primeros cuatro carriles de la placa se adicionaron 15 L
de MgSO. (0,1M), en los siguientes cuatro, 15 uL de (NH4).SO. (0,1M) y en los ultimos
cuatro carriles, 15 yL de ACC (3mM), posteriormente, 15 uL de la suspensién bacteriana
de cada una de las BAFEs se coloc6 en cada pozo con 3 réplicas por aislamiento y fuente
de nitrégeno. Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 28+2°C, transcurrido este
tiempo, se midié la densidad éptica a 600nm en un lector de placas. Los valores de
densidad 6ptica obtenidos en los pozos con ACC y con (NH4).SO4 fueron comparados con
la densidad Optica alcanzada por la cepa empleada como control negativo P.putida UW4
ACC-deaminase minus facilitada por el Dr Bernard Glick de la Universidad de Waterloo,
Canada, con el fin de determinar si los aislamientos evaluados tienen la capacidad de usar
ACC como fuente de nitrdgeno para su crecimiento (Habib et al.,2016).

3.3.5 Evaluacion de la fijacion de Nitrogeno

La determinacion de la actividad nitrogenasa mediante el ensayo de reduccion de acetileno
(ARA) se desarrollé siguiendo la metodologia modificada de Reis et al., (2015), para este
fin, viales de 13 mL con 5 mL de medio NFb suplementado con glucosa y manitol (4g.L™?)
se inocularon con 100pL de una suspension celular ajustada a una densidad éptica de 0.2
medida a 600 nm, luego de 72h de incubacion a 28+2°C, los tapones de algodén de los
viales fueron reemplazados por tapones de caucho para garantizar condiciones herméticas
y el 10% (V/V) del aire atmosférico de cada uno de los viales fue reemplazado por
acetileno. Todos los viales fueron llevados nuevamente a incubacion a 28+2°C durante 24
horas, posteriormente, 1 mL de aire fue retirado de los viales e inyectado en el
cromatografo de gases Shimadzu GC-2014, con el fin de detectar la concentracién de
etileno producido como consecuencia de la actividad de reduccién de acetileno. Tanto el
acetileno (C2Hz), como el etileno (CzH4), pueden ser identificados mediante cromatografia
de gases, usando N como gas de arrastre. La cantidad de etileno producido se calcula

mediante una curva estandar.
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La técnica de ARA se fundamenta en que la enzima nitrogenasa, que cataliza la reduccion
biol6gica del nitrogeno atmosférico puede aceptar otros sustratos ademas de No,
caracterizados por tener triple enlace como el acetileno, el cual es reducido a etileno, por
tanto, la cantidad de acetileno reducido es una medida de la actividad reductora de la
nitrogenasa (Santos et al., 2005).

3.3.6 Antagonismo contra hongos fitopatégenos

Se evaluo la capacidad antagénica de los aislamientos de BAFEs contra tres hongos
fitopatdgenos, siguiendo el procedimiento descrito por Bautista, Mendoza y Uribe (2007),
los hongos empleados fueron Rhizoctonia solani aislado de cultivos de arroz, Botrytis
cinerea aislado de un cultivo de mora y un aislamiento presuntivo de Sclerotium aislado de

plantulas de cafia panelera.

La prueba de antagonismo consisti6 en sembrar una colonia de los aislamientos
reactivados en agar TSA en medio PDA en forma de estria, sobre dos lineas paralelas
equidistantes al centro de la caja de Petri. Luego de 24-48 horas de incubacién se dispuso

en el centro de la caja un cuadrado de agar de 25 mm? con micelio del respectivo hongo.

Las cajas se incubaron por periodos diferentes dependiendo del hongo evaluado: 4 dias a
28+2°C para Rhizoctonia solani, 5 dias a 27°C para Botrytis cinereay 3 dias a 28+2°C para
el aislamiento presuntivo de Sclerotium sp. Como control negativo se sembr6 un cuadrado
de micelio del respectivo hongo en el centro de una caja de Petri sin presencia de las cepas
a evaluar, cada aislamiento de BAFE fue evaluado por triplicado. Transcurrido el tiempo
respectivo de incubacion se procedié a comparar el crecimiento del hongo en las cajas con
y sin presencia de bacterias, esto, con el fin de clasificar los aislamientos como positivos
para aguellos que inhiben el crecimiento del hongo, limitantes para aquellos que no
permiten el crecimiento del micelio méas alli de la estria y negativos para aquellos donde

el hongo crece sobre la estria alcanzando el borde de la caja.
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3.4 Evaluacion bajo condiciones de Invernadero

Se evaluaron bajo condiciones de invernadero 5 aislamientos de BAFEs. La tabla 3-2

muestra los tratamientos evaluados.

Tabla 3-2. Tratamientos evaluados en los ensayos de invernadero realizados.

Tratamiento Aislamiento Fertilizacion Fertilizacion de P
de N

1 2C12 Sin N 120 Kg P20s.hat como
roca fosférica

2 2C02 Sin N 120 Kg P20s.ha como
roca fosférica

3 6C05 Sin N 120 Kg P.0s.ha* como
roca fosférica

4 6C07 Sin N 120 Kg P.0s.ha* como
roca fosférica

5 S93B1 Sin N 120 Kg P20s.ha* como
roca fosférica

6 Sin inocular Sin N 120 Kg P20s.ha! como
roca fosférica

7 Sin inocular 45 Kg N.ha! | 120 Kg P20s.ha* como

KH2PO4

Se desarrollaron dos evaluaciones a nivel de invernadero, la primera de ellas fue realizada
con la variedad POJ 2878 que ha sido cultivada tradicionalmente en la region de
Cundinamarca. A partir de un cultivo de cafia panelera de aproximadamente 8 meses de
edad, establecido en el municipio de Nimaima, Cundinamarca, se obtuvieron las semillas
vegetativas que fueron sembradas en bandejas, empleando suelo del mismo cultivo como
sustrato; las plantulas de 30 dias fueron llevadas al Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional (IBUN), sin embargo, dada la heterogeneidad en el tamafio de las
plantas y en aras de disminuir la variabilidad de los resultados, se establecieron cuatro
rangos de alturas para desarrollar el ensayo, con 6 réplicas por cada tratamiento en cada

rango. La definicién de los grupos se realiz6 mediante el método Ward de distancia
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euclideana. Los cuatro rangos de alturas establecidos para las plantas son relacionados
en la tabla 3-3.

Tabla 3-3. Rangos de alturas de plantas.

# Rango Valores
1 21- 30,5 cm
2 30,6- 43 cm
3 43,1 - 51 cm
4 51,1- 66,3 cm

Las plantulas de cafia fueron trasplantadas a bolsas con 1 Kg de suelo (Anexo 2,
caracteristicas del suelo empleado), previo al trasplante, se realiz6 la inoculacion de la raiz
y la semilla en una suspension de esporas de cada uno de los aislamientos a evaluar, a
una concentracion de 1 x 107 esporas. mL* durante 30 minutos, en los dos controles sin
inocular, la raiz y semilla de las plantas fueron sumergidas en agua destilada durante el

mismo periodo de tiempo.

La fertilizacién con N, P y K se determin6 segun la aplicacion recomendada para cafa
panelera (Osorio, 2007) y con base en el analisis del suelo empleado. La fertilizacion fue
realizada en el momento del trasplante y adicional a la aplicacion de roca fosférica
relacionada en la tabla 3-2, se realiz6 una fertilizacion de todas las plantas con KCI (150
Kg K20.ha' correspondiente a 0,18g KCl.bolsa® para los tratamientos 1 al 6 y 0,0026 g
KCl.bolsa® para el tratamiento 7) y fertilizante Nutrifoliar completo® al momento de la

siembra y 8 dias después del trasplante, en todos los tratamientos.

Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de invernadero durante 60 dias, la
temperatura oscil6 entre 20,6 y 40°C, con una humedad relativa entre 12% y 51% y un
fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad. Como variables de respuesta se midieron

el diametro de tallo, la altura de las plantas y el peso seco de raiz y vastago.
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El segundo ensayo de Invernadero fue realizado con la variedad CC93-771 empleada en
Santander. La semilla fue obtenida de un cultivo de cafia panelera de 8 meses de edad
establecido en Glepsa, Santander y sembrada en sustrato inerte (mezcla de ceniza
proveniente de residuos de trapiche con gravilla fina de cantera) con el fin de favorecer la
germinacion, de acuerdo con las especificaciones desarrolladas en el centro de
investigacion CIMPA de CORPOICA. Luego de 30 dias de crecimiento se realizé la
seleccién de plantas de tamafio homogéneo y la inoculacién tal como se menciond para el
ensayo con la variedad POJ 2878 y con los mismos tratamientos descritos en la tabla 3-2.
Las plantas fueron sembradas luego de la inoculacion en bolsas con 1Kg de suelo (Anexo
2) con 26 réplicas por tratamiento. La fertilizacibn en N, P y K se realiz6 segun lo

mencionado para el ensayo anterior y al momento de la siembra.

Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de invernadero durante 60 dias, la
temperatura oscilé entre 21 y 43°C, con una humedad relativa entre 11% y 50% y un
fotoperiodo de 12 horas luz: 12 horas oscuridad. Como variables de respuesta se midieron

el diametro de tallo, la altura de las plantas y el peso seco de raiz y vastago.

3.5 Analisis estadistico

Para todos los datos se determind la normalidad a través del Test de Shapiro Wilk y la
homocedasticidad a través del test de Bartlett con un nivel de significancia de 0,05. Cuando
los datos cumplian con estos supuestos, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) y se
realizo la prueba de rangos multiples de Duncan con un nivel de significancia de 0,05. Se

utilizo la prueba de Kruskal-Wallis para los datos no paramétricos.

El andlisis de componentes principales se llevo a cabo en el programa programa R Wizard
(Guisande, 2014).

Las pruebas T-student, el test extacto de Fischer y el ANOVA fueron desarrollados con el
programa R studio (R core Team, 2012). El nivel de significancia empleado para todas las

pruebas fue de 0,05.
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4.Resultados y discusion

4.1 Andlisis de suelo

Con el objetivo de identificar si existian diferencias en los parametros fisicoquimicos de los
suelos muestreados en las fincas de cafia panelera establecidas en Santander y
Cundinamarca, de donde se obtuvieron los 52 aislamientos caracterizados en el presente
estudio, se realizé un analisis de componentes principales (ACP) empleando el programa

R wizard.

La figura 4-1 muestra que el componente 1 explica el 40.67% de la variacién, mientras que
el componente 2 explica el 29.98%. Se observa que el pH, el Ca y la CIC se encuentran
estrechamente relacionados, al igual que la Materia orgénica, el nitrogeno y el Magnesio
en los suelos de estudio.

Las diferencias entre las fincas, explicadas en funciéon del componente 1, podrian estar
dadas principalmente por el % de materia organica y el % de N de los suelos, sin embargo,
el agrupamiento no es totalmente claro, dada la ubicacién de los suelos de Campo
Hermoso (Santander) y Retirol (Cundinamarca) hacia el centro de la figura. EI P y el pH
por su parte, que son parametros importantes en suelos, no aportan en la diferenciacién o

agrupamiento de las fincas.

Sin embargo, La figura 4-2 muestra segun un andlisis de conglomerados la formacion de
tres grupos, el primero agrupa a los suelos de las fincas Retiro 1 y Retiro 2, y el segundo
agrupa a los suelos provenientes de las fincas Porvenir 1 y Porvenir 2, todas ellas de la
region de Cundinamarca, el tercer grupo incluye a los suelos de las fincas Campo
Hermoso, Infierno 1 e Infierno 2 provenientes de la regién de Santander, sugiriendo de
todas formas que los suelos provenientes de ambas zonas se diferencian en funcion de

sus atributos fisicos y quimicos (Figura 4-2)

Tarazona (2011) relaciona que la materia organica cumple un papel decisivo en el
mantenimiento de la capacidad productiva de los cultivos de cafa panelera, al favorecer el
drenaje, la aireacion y la actividad biol6gica del suelo; de acuerdo con los resultados del

ACP y la tabla 3-1, estos valores serian mayores en las regiones de Cundinamarca, lo cual
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podria relacionarse con el hecho de que en fincas de esta region no se lleva a cabo
fertilizacion quimica y eventualmente se aplican abonos orgénicos y residuos de cosecha
al cultivo. De acuerdo con los rangos criticos de diferentes elementos en cafia relacionados
por Tarazona (2011), los niveles de materia organica de los suelos de fincas de
Cundinamarca se encontrarian en un nivel medio, mientras que los suelos de fincas de

Santander se encontrarian en nivel medio-bajo.

™ —] INFIERNO 1
INFIERNO 2
CAMPO HERMOSO 1
RETIRO 1
SR— e
PORVENIR 1
Dr’#
S — RETIRO 2
PORVENIR 2
-3 -2 -1 0 1 2 3

PC1 40,67%

Figura 4-1. Andlisis de componentes principales (ACP) de las propiedades fisicoquimicas de
suelos de cultivos de cafa panelera establecidos en Santander y Cundinamarca. Infierno 1,
Infierno 2 y Campo Hermoso corresponden a suelos muestreados en Santander. Retiro 1, Retiro
2, Porvenir 1y Porvenir 2 corresponden a suelos muestreados en Cundinamarca.
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El porcentaje de N también mostr6 una influencia en el agrupamiento de las fincas
establecidas en ambas regiones, siendo mayor en los suelos de las fincas de
Cundinamarca (tabla 3-1), lo cual es explicado por el manejo agronémico relacionado con
el uso de enmiendas organicas mencionado anteriormente, hecho que incidiria en que el
balance total de N sea mayor para suelos de las fincas muestreadas en Cundinamarca.
12

10

| PN T A R TN NT T TN T TN T N N N N R |

Distancia
(23]
i T S R e S

[

Retiro 1 Retiro 2 Porvenir 1 Porvenir 2 C. Hermeso Infierne 1 Infierno 2

Observaciones

Figura 4-2. Andlisis de conglomerados entre los suelos muestreados. Fincas de
Cundinamarca (Retiro 1, Retiro 2, Porvenir 1, Porvenir 2), Fincas de Santander (C
hermoso, Infierno 1, Infierno 2). Metodo de Ward, distancia euclideana.

La tabla 4-1 muestra que, al comparar los pardmetros fisicoquimicos de los suelos
muestreados en las dos regiones de estudio, existen diferencias significativas entre el %
de MO y el % de N, con valores de P < 0,05. Pese a que estos dos parametros (%MO y %
N) tienen niveles mas altos en suelos muestreados en Cundinamarca, es importante
relacionar que los rendimientos no son mas altos en cultivos establecidos en esta region.
De acuerdo a los productores de esta zona, el rendimiento puede estar entre 400 y 2 500
Kg.ha, mientras que en Santander los productores relacionan rendimientos de hasta 16
000 Kg.ha?, en este sentido, deben tomarse bajo consideracién otros factores, como la
tasa de renovacion de la semilla, puesto que en Cundinamarca los cultivos pueden tener
hasta 60 afios, lo cual incide en la disminucién del rendimiento, de hecho, Osorio (2007)

relaciona que luego 8 de afios sin renovar la semilla se disminuye la productividad de cafia
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y de panela, siendo necesario en ese momento, comenzar un esquema de renovacion de
cultivo que puede llevarse a cabo de manera gradual, no obstante, el andlisis de suelos no
contempla las formas inorganicas de N como NOzy NH., que si podrian llegar a marcar
una diferencia entre las dos regiones con relacion al rendimiento, producto de la

fertilizacién quimica que se realiza en cultivos establecidos en Santander.

Tabla 4-1. Comparacion de los pardmetros fisicoquimicos
de suelos provenientes de Cundinamarca y Santander de
acuerdo con el test de Kruskal-wallis (a=0,05).

Variable Valor-P
pH 0,479
Materia organica | 0,033
Fosforo 0,723
CiC 0,723
N 0,030
Ca 0,479
K 1
Mg 0,077
Na 0,857
Al 0,386

Con respecto al pH, las pocas diferencias en este pardmetro entre los suelos muestreados
de ambas regiones llevaron a que este criterio no influyera en el agrupamiento de las
fincas. Los suelos variaron entre acidos y neutros. El nivel de P también varidé entre
muestras de las fincas y regiones, sin encontrar una tendencia en este elemento para
suelos provenientes de las dos zonas. El K es uno de los elementos mas importantes en
la cafia de azUcar puesto que activa el sistema enzimatico, particularmente la invertasa,
estimula la asimilacion de carbohidratos y la formacion de almidones y azucares (Osorio,
2007), dicho pardmetro no revel6 un patron de agrupamiento de las fincas estudiadas, sin
embargo, es importante relacionar que 5 de los 7 suelos analizados presentan niveles
bajos de K (tabla 3.1) de acuerdo con la tabla de rangos criticos para elementos en cafia
panelera, lo cual indicaria una deficiencia de este nutriente en la mayoria de los suelos

bajo estudio.
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4.2 Caracterizacion de BAFEs

rizosfericas en

actividades relacionadas con promocion de
crecimiento vegetal

Los 52 aislamientos de BAFEs obtenidos de las regiones de Cundinamarca y Santander

fueron caracterizados en actividades relacionadas con promocién de crecimiento vegetal.

La tabla 4-2 muestra los resultados para produccibn de compuestos indolicos,

solubilizacion de fosfato tricalcico y solubilizacién de fosfato de Aluminio.

Tabla 4-2 Caracterizacion de 52 aislamientos de BAFEs en solubilizaciéon de dos fuentes
de fosforo inorgénico y produccion de compuestos indolicos.

_ _ Regi6n de _ Fosfatos_ Fosfatos _ Cgmpqestos
Aislamiento origen Finca (mg.L?) a partir de | (mg.L?) a partir indolicos
Cas(PO4)2 de AIPO, pug.mL*?
2C10 C 40,02+6,07 0,00+0 1,68+0,25
2C11 C 0,00+0 0,00+0 2,95+0,17
2C12 C 60,38+7,29 0,00+0 1,67+0,19
2C13 C 32,62+9,64 2,00+0,67 4,45+0,25
2C14 C 22,73+6,06 0,00+0 1,38+0,18
2C01 C El Retiro 4,92+1,79 0,00+0 1,73+0,13
2C02 C 85,90+13,76 0,00+0 5,43+0,33
2C05 C 58,83+5,53 0,000 3,81+0,45
2C06 C 25,38+4,27 0,00+0 3,760
2C07 C 17,05+0,19 0,00+0 2,09+0,46
2C08 C 1,59+0,79 0,00+0 1,63+0,30
2C09 C 2,00+1,10 0,00+0 1,26+0,48
6C01 C 9,80+3,25 0,00+0 0,94+0,05
6C02 C 24,5712 .94 0,00+0 2,33+0,77
6C03 C 0,00+0 0,00+0 0,93+0,05
6C04 C 30,19+3,83 4,40+0,86 13,02+0,57
6CO05 C 79,80+13,13 3,24+0,50 4,18+0,23
6C06 C El porvenir 0,00+0 0,00+0 0,00+0
6C07 C 102+3,64 1,43+0,42 5,75+0,40
6C08 C 28,84+1,91 2,84+0,09 0,39+0,02
6C09 C 89,97+4,68 0,00+0 5,77+0,69
6C18 C 2,72+0,26 0,00+0 0,61+0,25
6C19 C 0,00+0 1,15+0,16 0,22+0,09
6C20 C 0,00+0 0,00+0 2,06+£0,17
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6C21 C 92,23+11,41 0,000 4,24+0,74
S92B3 S 87,05+0,69 0,000 4,19+0,08
S92B4 S 22,33+5,42 0,000 18,78+2,81
S92B5 S 64,34+13,79 0,000 1,59+0,31
S92B7 S 29,00+5,02 0,000 2,60+0,15
S92B8 S 37,33+10,79 0,000 0,000
S93B1 S Campo 177,79+36,63 0,000 19,33+0,69
S93B2 S Hermoso 53,25+3,03 0,000 0,62+0,13
S93B3 S 25,44+5,62 0,000 18,74+1,34
S93B4 S 47,62+5,60 0,000 0,91+0,09
S93B5 S 3,77+1,55 0,000 0,56+0,14
S93B6 S 7,05+2,05 0,000 4,36+0,16
S93B7 S 16,53+5,81 0,000 11,53+2,08
S93B8 S 28,43+6,67 0,000 5,31+0,38
S131B10 S 70,72+4,50 0,000 23,32+1,24
S131B2 S 82,05+4,45 0,000 6,70+0,39
S131B3 S 49 ,57+3,42 4,02+1,29 2,99+0,36
S131B5 S 1,82+0,49 0,000 1,42+0,12
S131B8 S 69,46+12,24 1,41+0,39 3,78+0,39
S131B9 S 70,78+2,99 1,18+0,55 3,85+0,24
S132B2 S El infierno 8,89+0,62 0,000 1,42+0,39
S132B3 S 16,99+1,80 0,000 2,41+0,70
S132B5 S 10,09+1,20 0,000 9,15+1,51
S132B6 S 157,28+29,02 0,000 0,31+0,07
S133B1 S 39,69+7,80 0,00+0 2,70+1,22
S133B3 S 4,63+0,71 0,00+0 1,51+0,34
S133B4 S 23,89+1,30 0,00+0 2,20+0,25
S133B6 S 9,00+0,26 0,000 5,10+0,56
AP304 Control ND ND 2 43+0,18
Bacillus sp.
Azospirillum
brasiliensis Control ND ND 29,07+1,55
C43SN7-1
Pfls095
Pseudomonas Control 249,41+46,01 0,00+0 ND

fluorescens
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4.2.1 Produccion de compuestos indolicos

Los valores obtenidos para la produccion de compuestos inddlicos de los aislamientos de
BAFEs rizosfericas estudiadas, oscilaron entre 0,216 y 23,33 pg.mL™. El control positivo
fue una cepa de Azospirillum brasiliensis cuya producciéon de AIA se mantuvo en 29,07
ug.mLt. Ninguno de los aislamientos super6 el valor de dicho control, sin embargo, en
comparacion con el control AP304 perteneciente al género Bacillus, cerca de la mitad de
los aislamientos presentaron una produccion de compuestos inddlicos por encima de este

umbral.

Con el fin de comparar los niveles de produccion de compuestos inddlicos de los
aislamientos provenientes de ambas regiones, se establecieron cuatro categorias. La
figura 4-3 muestra el porcentaje de aislamientos dentro de cada categoria establecida para

esta variable.

99

Figura 4-3. Porcentaje de aislamientos dentro de cada nivel de produccion de compuestos
indolicos. A) Aislamientos provenientes de Cundinamarca. B) Aislamientos provenientes de
Santander. 1: 0 ug AIA.mL™%, 2: Rango entre 0,1y 4 ug AIA.mL%, 3: Rango entre 4,1y 10 ug
AIA.mL?, 4: Produccién mayor de 10 pg AIA.mL™.
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Al comparar el comportamiento de los aislamientos provenientes de cultivos establecidos
en cada region, en cuanto a esta actividad, se observa que aunque en ambos casos el
96% de los aislamientos mostraron capacidad de producir compuestos indélicos, el 18%
de las BAFEs provenientes de Santander tienen una produccion dentro de la categoria
mas alta (> 10 pg AIA.mL™?), mientras que solo el 4% de las BAFEs provenientes de
Cundinamarca, caben dentro de este rango, lo anterior, indicaria que existen diferencias
en esta actividad para BAFEs que se han asociado en la rizosfera de plantas establecidas
en cada region, de hecho, al momento de comparar esta actividad en los aislamientos de
ambos origenes, se encuentran diferencias estadisticas para esta variable (t = -2,78;
P=0,006).

El 4cido indolacético de origen microbiano estimula la formacion de pelos radiculares, asi
como el nimero y la longitud de raices primarias y laterales cuando se encuentra en un
rango de concentracion ideal, sin embargo, a concentraciones muy altas puede también
inhibir el crecimiento de raices primarias (Duca et al., 2014). En este sentido, predecir el
efecto de una u otra concentracion de la fitohormona o relacionar que aislamientos con
una mayor produccién de AIA como los provenientes de Santander puedan favorecer el
crecimiento vegetal por encima de aquellos aislamientos que hayan presentado una
produccién baja de estos compuestos, es dificil, sobre todo porque el efecto de estos
compuestos en las plantas depende de la sensibilidad de la especie vegetal a la
fitohormona y de la cantidad producida bajo la interaccion planta-microorganismo (Reddy,
2013).

Varias investigaciones relacionan la produccion de compuestos indolicos por el grupo
funcional de BAFEs, Beneduzi et al., (2008) reportan valores de produccion de AIA
similares a los encontrados en este trabajo, asi, de 155 BAFEs rizosfericas evaluadas, 95
presentaron dicha actividad, con una produccién entre 0,1 y 30 pg AIA.mL™. Ali et al.,
(2009) también reportan una producciéon de AIA entre 5,2 y 47,1 ug AIA.mL? para 16

aislamientos de diferentes especies de Bacillus.

Duca et al., (2014) relacionan que en bacterias del género Bacillus se ha asociado la
produccion de AIA mediante la via IAOX/IAN (Indol-acetaldoxima/Indol-3-acetonitrilo), en
la cual, el triptéfano es convertido a Indol-3-acetaldoxima, posteriormente, este compuesto

es convertido en Indol-3-acetonitrilo, y finalmente, dicho intermediario, es convertido en
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AlIA por la accién de la enzima nitrilasa en un Unico paso o por una nitrilo hidratasa y una

amidasa en un proceso de dos etapas.

En cuanto a las diferencias encontradas en la produccién de compuestos indolicos de
BAFEs provenientes de las dos regiones de estudio, Yuan et al., (2011) reportan un
resultado similar luego de evaluar el efecto de diferentes tratamientos de fertilizacion en la
produccion de AIA de bacterias del suelo, pese a que ellos estudiaron bacterias de
diferentes géneros, incluyendo Bacillus, encontraron que la media de la produccion de AlA
de bacterias provenientes de suelos con fertilizacion quimica fue mayor (116,0 pg AIA.mL
1) en comparacion con la media de la produccién de indoles de bacterias originarias de
suelos con fertilizaciéon orgéanica (25,3 ug AIA.mL™?). Lo anterior resulta comparable con el
presente trabajo, puesto que, los aislamientos que presentaron los mayores niveles de
produccion de AlA provienen de cultivos establecidos en Santander donde se emplean
altas dosis de fertilizantes quimicos. No obstante, esos valores se encontraron por encima

de los reportados en el presente trabajo.

Shokri y Emtiazi (2010) relacionan que la produccién de AIA microbiano es afectado por
factores genéticos y ambientales, tales como la disponibilidad de nutrientes y los sustratos.
Medina et al., (2011) encontraron que la fertilizacion nitrogenada afecta la ocurrencia de
rizobacterias cultivables con la capacidad de producir AIA, ellos relacionan que sin
fertilizacion, el 10% de las rizobacterias son cepas productoras de AIA mientras que con
una fertilizacién con urea equivalente a 600 Kg de N.afio, solo el 3% de las rizobacterias

exhiben esta capacidad.

Varias investigaciones han relacionado diferencias en la distribucion de las rizobacterias
productoras de compuestos indolicos en los suelos, Beneduzi et al., (2008) por ejemplo,
encontraron que en dos de las siete zonas de estudio que, en todos los casos,
correspondian a suelos arroceros, se concentraban el mayor nimero de BAFEs con
capacidad de producir AlA, pese a que no refieren una posible relacion entre este hechoy
las caracteristicas de los suelos estudiados, lo anterior, indicaria que hay factores que
pueden influir en la distribucién de bacterias con capacidad de produccion de indoles, y
gue ciertas condiciones relacionadas ya sea con las caracteristicas fisicoquimicas del
suelo o0 con su manejo agrondmico estan influenciando los rasgos funcionales de las

rizobacterias que han establecidos interacciones en esos nichos ecoldgicos.
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Da costa et al., (2013) evaluaron la influencia de diferentes niveles de fertilizacién sobre
las actividades de promocion de crecimiento vegetal de rizobacterias asociadas a cultivos
de arroz, ellos encontraron que no existian diferencias en las proporciones de bacterias
productoras de compuestos inddlicos bajo los diferentes tratamientos de fertilizacion, sin
embargo, si encontraron que los aislamientos provenientes de suelos con fertilizacion
moderada (60 Kg N, 20 Kg P,0Os y 60 Kg K.ha.afio?) tienen una produccién de indoles
mas alta y estadisticamente diferente de aquellos aislamientos obtenidos de suelos sin

aplicacion de fertilizacion.

Ouyang et al., (2017) refieren que las interacciones que se establecen entre el nitrégeno
ambiental, la produccion bacteriana de AIA, el metabolismo bacteriano del nitrégeno y el
crecimiento de la planta son altamente dinamicas y son consideraciones de gran valor en

aplicaciones para una agricultura sostenible.

Por otra parte, es importante relacionar que la interaccion planta-microorganismo que se
da en la rizosfera esta determinada por la rizodeposicion, la cual puede llegar a representar
en promedio el 11% de los foto-asimilados de las plantas y su composicién puede variar
no solo entre diferentes especies vegetales, sino entre cultivares y sus estados fenolégicos
(Ge et al., 2016). Lo anterior, podria indicar que el hecho de que se cultiven diferentes
variedades de cafia panelera (POJ 2878 en Cundinamarca y RD 75-11 o MZC en
Santander) puede influir en la composicion de la rizodeposicion, y por tanto, en las
interacciones que se establecen en cada uno de los microbiomas, sin embargo, no hay
estudios que relacionen dichas diferencias para esta especie vegetal en particular y su

influencia o no en la actividad de rizobacterias asociadas.

Sumado a lo anterior, se encuentra el hecho de que la tasa de renovaciéon de cultivo en
ambas regiones es diferente, puesto que en Santander se hace renovacion de la semilla
vegetativa cada 5 a 8 afos, mientras que en Cundinamarca se pueden encontrar “socas”
de hasta 60 afios, este escenario, también puede estar influyendo en las diferencias en la
actividad biolégica de bacterias asociadas en uno u otro nicho. Lin et al., (2013) por
ejemplo, en un estudio de meta-proted6mica encontraron diferencias en la abundancia de
proteinas en suelos con cultivos de cafia de azucar “renovados” y en “soca”, ellos refieren
gue varias de las enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y de

aminoacidos como la succinato deshidrogenasa, fosfofructoquinasa, gliceraldehido-3-
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fosfato deshidrogenasa, y la betaina aldehido hidrogenasa, se encuentran “sobre-
expresadas” en suelos de cafa de retofio de la primera soca, en comparacién con los
suelos de plantas “renovadas” o suelos control en barbecho desnudo, de hecho, relacionan
gue proteinas microbianas relacionadas con la capacidad de colonizacion rizosférica y la
utilizacién de exudados radiculares como spot 30, kinasas sensoras de sistema de dos
componentes, transportadores de azucares ABC y ATPasas tipo ABC, fueron reguladas
positivamente en suelos de “soca”, lo cual podria ser una respuesta a la rizodeposicion
diferencial de este tipo de cultivo, sin embargo, no se relacionan proteinas implicadas en
la produccion de compuestos indolicos o del metabolismo del triptéfano, pero muestran un
escenario diferencial en las interacciones rizosfericas que se pueden dar bajo estos dos

tipos de manejo del cultivo.

En este sentido, se puede relacionar que el manejo del cultivo de cafia panelera bajo las
dos condiciones descritas podria afectar las caracteristicas funcionales de BAFEs
establecidas alli, para el caso de la produccion de acido indolacetico, lo cual resulta muy
importante al momento de desarrollar procesos de bioprospeccion de biofertilizantes y es
un factor que debe ser considerado con el fin de optimizar las estrategias que busquen

favorecer el crecimiento de las plantas mediante el empleo de microorganismos.

4.2.2 Solubilizacion de fosfato tricalcico

Los niveles de solubilizaciéon de fosfato tricalcico de los aislamientos evaluados oscilaron
entre 1,59 y 177,79 mg PO..L? (Tabla 4-1). El 90% de los aislamientos mostraron
capacidad de solubilizacion de esta fuente de fosforo inorganico, sin embargo, todos los
valores se encontraron por debajo del control positivo evaluado correspondiente a la cepa
de Pseudomonas fluorescens Pfl095 (249,41 mg PO4.LY).

La figura 4-4 muestra los porcentajes de aislamientos en cada uno de los niveles
establecidos para esta variable, al comparar dicha distribucién, se observa que todos los
aislamientos de Santander presentaron capacidad de solubilizacion de fosfato tricalcico,
mientras que el 20% de los aislamientos provenientes de Cundinamarca no exhibieron esta
actividad, ademas, un mayor porcentaje de aislamientos provenientes de Santander

lograron liberar concentraciones mas altas de P en comparacion con las BAFEs evaluadas
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originarias de cultivos de Cundinamarca. Se encontraron diferencias estadisticas entre

dicha actividad desarrollada por los dos grupos de bacterias (P=0,049).

el =2 =3 4

Figura 4-4. Porcentaje de aislamientos dentro de cada nivel de solubilizacién de fosfato
tricalcico. A) Aislamientos provenientes de Cundinamarca. B) Aislamientos provenientes de
Santander. 1: 0 mg PO4. mL*%, 2: Rango entre 0,1-60 mg PO,.mL™, 3: Rango entre 60,1-120
mg POs.mL7%, 4: > 120 mg PO4s.mL™2.

Beneduzi et al., (2008) encontraron que solo 5 de 140 (3,5%) aislamientos de BAFEs
rizosfericas de trigo tenian la capacidad de solubilizar fosfato tricalcico, un porcentaje
mucho menor al encontrado en el presente estudio, donde la ocurrencia de BAFEs con
esta actividad fue mucho mayor (90%), con una diferencia del 20% entre regiones. Kadyan
et al., (2013) reportan niveles de solubilizacién de fosfato tricalcico de BAFES rizosfericas
obtenidas de Phyllanthus amarus L. entre 9,51 y 125,83 ug PO4.uL?, valores similares a
los encontrados en el presente estudio para este grupo funcional. Chen et al., (2006)
evaluaron la capacidad de solubilizacion de fosfato tricalcico de 10 aislamientos
pertenecientes al género Bacillus, estos investigadores, reportan 3 aislamientos con
niveles de liberacién de P de hasta 270, 2 mg PO..L?, superiores a los encontrados en
este trabajo, ademas, detectaron la produccion de acidos organicos en el medio de cultivo
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en 9 de los 10 aislamientos de
BAFEs, los acidos correspondieron a acido citrico, acido lactico y acido propionico, los
cuales podrian estar implicados en la liberacion de fosforo a partir de esta fuente de P
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inorganico. Orberéa Raton et al., (2012) evaluaron la solubilizacién de fosfato tricélcico de
BAFEs aisladas de rizosfera de plantas de cafia de azlcar de 10 meses de edad en la
ciudad de Sertdozinho, Brasil, ellos encontraron que el 83,3% de los aislamientos
presentan esta actividad, sin embargo, todos mostraron una liberacion de P por encima de
146,1 mg PO4.L ™. Lo anterior, incluyendo los resultados obtenidos en el presente estudio,
muestran que en el grupo funcional de las BAFEs pueden encontrarse aislamientos con
una capacidad destacada de solubilizacion de esta fuente de P inorgénico, lo que podria
representar su uso potencial para incrementar la disponibilidad de P en suelos, no
obstante, es necesario evaluar dichas capacidades bajo condiciones in vitro, pues como
se ha mencionado, la distribucién de bacterias con esta capacidad puede estar en funcion
del manejo agrondmico, entre otros factores, llevando a que no sea un escenario similar

buscar bacterias solubilizadoras de fosforo en Santander, que en Cundinamarca.

Como se mencion0 anteriormente, la actividad de solubilizacion de fosfato tricalcico no fue
diferente estadisticamente en los dos grupos de BAFEs con diferente origen, sin embargo,
se observa una tendencia en la cual los aislamientos obtenidos de Santander son mas
destacados en esta actividad. Da Costa et al., (2013) evaluaron el efecto de diferentes
tratamientos de fertilizacion con NPK en actividades de promocién de crecimiento vegetal,
encontrando que las condiciones de fertilizacion no afectan la ocurrencia o nimero de
solubilizadores de P, sin embargo, relacionan que los aislamientos obtenidos de suelos
donde no se aplico fertilizacién tienen una capacidad mas alta de solubilizacién de fosforo,
Hu et al.,, (2009) también relacionan que las bacterias solubilizadoras de P son
metabdlicamente mas activas en suelos deficientes en fertilizaciéon de P, esto resulta
diferente a lo encontrado en el presente estudio, puesto que en cultivos establecidos en
Santander si se desarrolla un esquema de fertilizacion quimica. No obstante, es importante
relacionar que de acuerdo con el andlisis de componentes principales desarrollado (figura
4-1), el P no permitié diferenciar los suelos de ambas regiones y esto puede influir en el
hecho de que no se observen diferencias estadisticas, ni similitudes con los trabajos
mencionados anteriormente, a pesar de la tendencia observada. Sumado a lo anterior
resulta relevante mencionar que no solo el manejo de fertilizacion hace que las dos
regiones de estudio sean contrastantes, sino que otros factores como la cultivariedad
sembrada y la edad de la semilla empleada, pueden influir en la seleccién de bacterias con

ciertas caracteristicas asociadas a promocién de crecimiento vegetal.
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Oliveira et al., (2009) por ejemplo, evaluaron la actividad de solubilizacion de fosfato
tricalcico de microorganismos rizosféricos aislados de cuatro variedades de maiz, ellos
encontraron, que los aislamientos que exhibieron una mayor capacidad de solubilizar esta
fuente de fosforo, estaban asociados a una variedad en particular, la cual ademas habia
sido reconocida por hacer un uso eficiente del fosforo. Sin embargo, no se encuentran
estudios que puedan relacionar este efecto, por ejemplo, en diferentes variedades de cafia

de azucar que sean empleadas a nivel comercial.

4.2.3 Solubilizacién de fosfato de aluminio

Los resultados de la tabla 4-2 muestran que los niveles de solubilizacion de fosfato de
aluminio por parte de los aislamientos de BAFEs evaluadas, no superaron los 4,5 mg.L?
de PO. y solo el 17 % de los aislamientos fueron capaces de solubilizar esta fuente de
fosforo inorganico. Lo anterior, indica que dicha actividad no es destacada dentro del grupo

de bacterias estudiada bajo las condiciones evaluadas.

La figura 4-5 muestra que el 24% de los aislamientos provenientes de Cundinamarca
presentaron esta actividad, mientras que solo estuvo presente en el 11% de los
aislamientos provenientes de Santander, sin embargo, no se encontraron diferencias

estadisticas para esta variable al comparar las dos regiones de estudio.

= No exhiben capacidad de solubilizacion de fosfato de aluminio

= Si exhiben capacidad de solubilizacion de fosfato de Aluminio

A. B.

Figura 4-5. Porcentaje de aislamientos que presentaron o no la actividad de solubilizacion de
fosfato de Aluminio segun el origen. A) Aislamientos provenientes de Cundinamarca. B)
Aislamientos provenientes de Santander.
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Banik y Dey (1983) reportan cepas de Bacillus subtilis B-7655, y Bacillus sp. LAB5 como
eficientes solubilizadoras de fosfato tricélcico, pero con una solubilizacion de fosfato de
aluminio menos eficiente, resultados similares a los encontrados en el presente trabajo.
Oliveira et al., (2009) también reportan tasas de solubilizacion de fosfato de aluminio de
microorganismos rizosféricos, mas bajas en comparacion con las obtenidas de fosfato
tricalcico, de hecho, reportan un aislamiento perteneciente al género Paenibacillus con una
liberacion de tan solo 0,03 mg PO4.L2. Pérez et al., (2007) aislaron 130 cepas capaces de
solubilizar fosfato tricalcico en medio NBRIP, sin embargo, ninguna de ellas mostré
actividad sobre fosfato de hierro o fosfato de Aluminio, lo cual hace que su utilidad sea muy

reducida en suelos acidos.

Varios autores relacionan que la supresién de esta actividad en los microorganismos puede
estar dada por la toxicidad del Al*® en solucién luego de la liberacion del fésforo, ademas
porgue los mecanismos de solubilizacién de estos compuestos no implican la acidificacién
del medio sino la produccion de agentes quelantes u otras estrategias que pueden

representar un costo energético mayor para el microorganismo (Bashan et al., 2013).

La tabla 4-2 muestra que 8 de los 9 aislamientos que mostraron capacidad de solubilizacion
de fosfato de aluminio, también tienen capacidad de solubilizar fosfato tricalcico, con
valores entre 28,84 y 102 mg PO..L?, hecho que las hace interesantes al ser
potencialmente Utiles bajo condiciones de suelos alcalinos y acidos, no obstante, es
necesario poder desarrollar otro tipo de evaluaciones con el fin de conocer el efecto de
estas bacterias que pueden llegar a considerarse mas versatiles, en la movilizacion real de

fosforo.

4.2.4 Mineralizacion de acido fitico

Todos los aislamientos obtenidos en el marco de este estudio fueron evaluados en su
capacidad para mineralizar acido fitico in vitro como Unica fuente de fosforo. La formacién
de halos de mineralizacion fue evaluada como variable de respuesta y como un indicativo

de una posible actividad fitasa.

La figura 4-6 muestra que el 59% de los aislamientos provenientes de Santander tienen
capacidad de mineralizacion de acido fitico, mientras que el 36% de los aislamientos de

Cundinamarca presentaron esta actividad. Estos resultados, mostrarian que existe un
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comportamiento diferencial para esta actividad en los dos grupos de BAFEs, de hecho, se
encontraron diferencias estadisticas al comparar ambas regiones para esta variable
(t=3,00932y p=0,004).

= Si fienen capacidad de mineralizacion de acido fitico

= No tienen capacidad de mineralizacion de acido fitico

e

Figura 4-6. Porcentaje de aislamientos que presentaron o no la actividad de mineralizacion
de &cido fitico. A) Aislamientos provenientes de Cundinamarca. B) Aislamientos provenientes
de Santander.

La tabla 4-3 muestra los valores de eficiencia de mineralizacion de los aislamientos que
resultaron positivos para esta actividad, en estos, se destacan los aislamientos 6C21,
S93B8 y 2C02, sin embargo, ninguno de los aislamientos de BAFEs mostraron una
actividad por encima del control positivo Pseudomonas fluorescens Pfl095 cuya eficiencia
de mineralizacion fue de 244,94 %, lo cual significa que el tamafio del halo para esta cepa

fue 2,5 veces el diametro de la colonia.
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Tabla 4-3. Eficiencia de mineralizacion en % obtenida mediante la férmula: de los
aislamientos de BAFEs positivos para la actividad de mineralizacion de &cido fitico
EM =((Diametro de halo/ Diametro de la colonia)*100). Letras diferentes indican diferencias
significativas con un a=0,05 mediante el test de Kruskal-wallis.

Aislamiento Reg@én de _ Efipienpia de
origen mineralizacién EM (%)
2C02 C 134,76+8,23 abcd
2C05 C 113,47+9,22 fghi
2C06 C 132,89+10,35 bcde
6C02 C 113,84+4,14 fgh
6C04 C 121,1249,91 defg
6C05 C 122,88+13,34 cde
6C07 C 122,45+11,11 def
6C09 C 142,06+14,83 abc
6C21 C 195,93+5,52 ab
S92B3 S 111,18+4,50 hijk
S92B4 S 116,46+6,18 efg
S92B5 S 118,4045,24 def
S92B7 S 109,7545,95 k
S93B2 S 148,70+16,22 abc
S93B3 S 116,89+8,67 efg
S93B7 S 108,91+3,13 k
S93B8 S 145,98+20,58 abc
S131B10 S 117,1145,30 efg
S131B2 S 113,17+4,63 ghij
S131B8 S 111,80+5,70 hijk
S131B9 S 111,85+3,04 ijk
S132B3 S 116,0245,49 fgh
S132B5 S 109,90+1,34 jk
S132B6 S 111,43+4,40 hik
S133B6 S 115,94+5,09 hijk
Pfls095
Pseudomonas Control 244 ,94+22 28 a
fluorescens

Varias investigaciones han reportado la actividad fitasa por aislamientos pertenecientes al
grupo funcional de las BAFESs. Idriss et al., (2002) relacionan esta actividad en tres cepas
pertenecientes al grupo de B.subtilis/B.amyloliquefaciens, destacandose la actividad de la
cepa FZBA45, los investigadores encontraron que filtrados del cultivo de esta cepa
favorecen el crecimiento de plantulas de maiz bajo condiciones limitantes de fosforo en

presencia de fitato, ademas, desarrollaron un mutante de esta cepa, reemplazando el gen
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phyA por un casette de resistencia a kanamicina y encontraron que los filtrados del cultivo
de la cepa mutante no estimularon el crecimiento de la planta, lo cual indica que la actividad
de la fitasa extracelular de esta cepa es importante para favorecer el crecimiento de
plantulas de maiz. Kumar et al., (2013) aislaron 60 bacterias productoras de fitasas
seleccionadas por la formacion de halos de hidrolisis en medio PSM (phytase screening
medium agar), aproximacion similar a la desarrollada en el presente trabajo, de alli,
seleccionaron un aislamiento perteneciente al género Bacillus con la actividad fitasa mas
alta y encontraron que la bacterizacion de semillas de Brassica juncea con esta cepa,
incrementaba la biomasa y el contenido de P de plantulas de 30 dias de edad en un 33%

y 25% en comparacion con el control sin inocular, respectivamente.

En cuanto a las diferencias encontradas para el porcentaje de aislamientos con capacidad
de mineralizacion de fitato provenientes de cultivos con manejos diferenciales, Martinez et
al.,, (2011), por ejemplo, no encontraron diferencias en el porcentaje de rizobacterias
cultivables mineralizadoras de fitato aisladas de la rizosfera de pasturas con dos esquemas
de fertilizacion diferentes (con y sin fertilizacion nitrogenada), lo cual no resulta en
concordancia con los resultados obtenidos en el presente estudio, sin embargo, si
encontraron que el porcentaje de rizobacterias cultivables tanto con la capacidad de
mineralizar acido fitico como de solubilizar fosfato tricalcico, era mayor en suelos con un
esquema de fertilizacion nitrogenada (600 Kg N.hal.afio?). Harapiak et al., (2004)
relacionan que uno de los efectos de la fertilizacién nitrogenada es la alteracién de la
dindmica y la concentracion de P soluble, el cual es mantenido en el suelo dependiendo
de las diferencias en la demanda de C, N y P durante la descomposicion de la materia
organica y por tanto, este factor puede influir en el comportamiento de microorganismos

asociados al ciclo de este elemento.

Otro factor que puede influir en la seleccién de bacterias con mayor o0 menor capacidad de
mineralizacién de fitato es la planta, aunque no se reportan investigaciones que relacionen
el efecto de cultivariedades de cafia de azlcar en la asociacion de estas bacterias de
manera diferencial. Jorquera et al., (2008) por ejemplo, aislaron bacterias mineralizadoras
de fitato de la rizosfera de diferentes plantas y obtuvieron un mayor porcentaje de bacterias
con esta capacidad, provenientes de la rizosfera de raigras perenne y de trébol blanco,
(34% y 38% respectivamente) en comparacion con rizosferas de especies como trigo y

avena, donde los porcentajes de mineralizadores de acido fitico no superaron el 10%.
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Musarrat y Khan (2014), relacionan que el crecimiento y la actividad de bacterias que
puedan movilizar P también se ve afectado por la presencia de varias fuentes de carbono,
como la glucosa, la galactosa, la fructosa y el manitol, en los fotosintatos de muchas
plantas, y refieren que tales fuentes de carbono pueden afectar la produccion de enzimas
que estan involucradas en la mineralizacion de foésforo organico. En este sentido, podria
hipotetizarse que el empleo de dos variedades de cafia diferentes en las dos regiones de
estudio de donde se obtuvieron los aislamientos, al igual que una edad diferencial en la
semilla del cultivo, pueden llevar a la produccién de fotosintatos diferentes por parte de las
plantas y por tanto, conducir a la seleccién de microorganismos con diferente capacidad

de movilizacion de P.

Musarrat y Khan (2014) también relacionan que hay otros factores que pueden afectar la
mineralizacién de fuentes de P orgénico, refieren, que las practicas de cultivo inciden en
la actividad microbiana, ya sea, por ejemplo, favoreciendo la aireacion, ademas, que la
adicion de residuos organicos podria potenciar la actividad de mineralizacion de P organico
por los microorganismos, sin embargo, y pese a que la materia organica fue uno de los
pardmetros que permiti6 agrupar los suelos provenientes de ambas regiones segun el
ACP, el % de materia organica fue mayor en suelos de Cundinamarca que en Santander,
y el mayor nimero de bacterias con capacidad de mineralizacion de fitato fue obtenido de
Santander, hecho que resultaria en contradiccién con dicha afirmaciéon. No obstante, es
relevante relacionar que tal como se ha mencionado, la diferencia entre regiones esta
marcada por varios factores y que es dificil asociar la actividad diferencial de las BAFEs
bajo estudio a uno u otro factor, ademas, porque posiblemente la interaccién entre varios
hechos es la que puede llevar a la generacién de nichos particulares y, por tanto, incidir en
diferencias en la actividad biolégica del grupo funcional estudiado. En este sentido,
resultaria interesante plantear un experimento donde se evallen varias variables que
permitan identificar cuales son los factores que mas inciden en la mineralizacién de P en

el suelo y por tanto en la presencia 0 no de esta actividad en bacterias rizosfericas.
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4.2.5 Actividad ACC deaminasa

Dentro de la caracterizacion funcional de los aislamientos de BAFEs se buscé identificar
la actividad de la enzima ACC deaminasa, la cual esta relacionada con la promocién de
crecimiento en funcién de su capacidad de inhibir la sintesis de etileno en las plantas
hospederas, esto reviste importancia al favorecer el desarrollo de las plantas bajo
diferentes condiciones de estrés. La metodologia consistié en evaluar la capacidad de los
aislamientos de emplear el compuesto ACC como Unica fuente de nitrégeno.

La tabla 4-4 muestra los resultados de las densidades 6pticas alcanzadas luego de 48
horas de crecimiento de las BAFEs en medio minimo M9 suplementado con diferentes
fuentes de nitrdgeno, también, muestra las densidades épticas obtenidas de los dos
controles empleados, el primero, correspondiente al control positivo: la cepa Pseudomonas
putida UW4 wild type que ha sido reconocida por su capacidad de usar ACC como Unica
fuente de Nitrogeno y promover el crecimiento de plantulas de canola bajo condiciones
gnotobioticas (Glick et al.,1995). El control negativo empleado corresponde a P. putida
UW4/AcdS una cepa en la cual un gen de resistencia a la tetraciclina fue insertado para
reemplazar el gen bacteriano de la ACC deaminasa (Cheng et al., 2007). Los resultados
de la tabla 4-4 muestran que estos dos controles tuvieron un comportamiento acorde con
los esperado, el control positivo alcanzé una densidad 6ptica cercana a 0,3 en el medio
con ACC como fuente Unica de Nitrégeno y el control negativo tuvo una densidad Optica
baja, cercana al blanco que contenia MgSQO,, ademas las dos cepas crecieron de manera
similar en el medio con NH4(S0O.), como fuente de nitrégeno, alcanzando luego de 48 horas

de crecimiento una densidad Optica cercana a 0.6.

La metodologia desarrollada se sustenta en que los valores de densidad 6ptica alcanzados
en los pozos que contienen ACC como fuente de nitrégeno, deben ser comparados con
los valores obtenidos en los que contienen NH4(SO4)2 Yy MgSOa, asi, los aislamientos que
tienen la tasa mas alta de utilizacién de ACC deben alcanzar una densidad Optica cercana
a las obtenidas cuando crecen con NH4(SO4)2, los aislamientos que tienen una tasa mas
baja de utilizacion de ACC alcanzan una densidad Optica menor en comparacion con la
alcanzada en presencia de NH4(S0Oa4)2 y aquellos con una tasa muy baja o nula, alcanzan
valores de densidad Optica muy cercanos a los obtenidos en los pozos control, con MgSO.
(Habib et al., 2016)
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Tabla 4-4. Densidad 6ptica luego de 48 horas de crecimiento de los aislamientos de BAFEs
en medio minimo M9 con NH4SO4y ACC como fuentes de N. El medio M9 suplementado

con MgSO4 se emple6 como blanco.

. . Regién de DO DO
Aislamiento o?igen (MgSO.) (NH,SO.) DO (ACC)
2C14 C 0,000£0,000 | 0,102+0,006 | 0,000£0,000
2C01 C 0,027+0,008 | 0,270%0,031 | 0,000£0,015
2C02 C 0,065:0,004 | 0,470%0,115 | 0,064+0,012
2C05 C 0,070£0,007 | 0,847%0,153 | 0,097+0,015
2C06 C 0,000£0,013 | 0,571%0,01 | 0,104+0,05
2C07 C 0,013%0,013 | 0,32520,210 | 0,002+0,003
2C08 C 0,000£0,000 | 0,32520,073 | 0,000£0,000
2C09 C 0,000£0,010 | 0,303%0,003 | 0,000£0,018
6C02 C 0,000£0,021 | 0,545%0,095 | 0,159+0,012
6C05 C 0,049:0,012 | 0,587%0,250 | 0,009+0,002
6C07 C 0,000£0,030 | 0,481%0,009 | 0,010£0,001
6C09 C 0,058+0,000 | 0,591+0,032 | 0,046+0,024
6C21 C 0,067£0,014 | 0,551+0,013 | 0,006+0,004
S92B3 S 0,073£0,009 | 1,010£0,104 | 0,030£0,027
S92B4 S 0,000£0,003 | 0,598£0,113 | 0,000+0,004
S92B5 S 0,008+0,005 | 0,653%0,210 | 0,000£0,003
S92B7 S 0,013£0,001 | 0,272%0,049 | 0,000£0,000
S92B8 S 0,010£0,017 | 0,088£0,004 | 0,000+0,004
S93B1 S 0,000£0,046 | 0,910£0,109 | 0,021+0,001
S93B2 S 0,000£0,002 | 0,231%0,009 | 0,002+0,006
S93B3 S 0,000£0,002 | 0,370%0,028 | 0,012+0,003
S93B4 S 0,081+0,008 | 0,104%0,002 | 0,071+0,013
S93B5 S 0,070£0,049 | 0,197+0,010 | 0,091£0,042
S93B6 S 0,057+0,025 | 0,755%0,325 | 0,108+0,051
S93B7 S 0,079£0,066 | 0,892+0,120 | 0,044£0,029
S93B8 S 0,064£0,021 | 0,592+0,055 | 0,077+0,054
S131B10 S 0,000£0,012 | 0,463%0,049 | 0,000£0,007
S131B3 S 0,030£0,006 | 0,145%0,029 | 0,037+0,008
S131B5 S 0,003£0,005 | 0,513%0,313 | 0,039+0,056
S131B8 S 0,047£0,004 | 0,394%0,009 | 0,057+0,007
S131B9 S 0,077£0,084 | 0,496%0,085 | 0,039+0,009
S132B2 S 0,099:0,002 | 0,608+0,048 | 0,000+0,006
S132B3 S 0,161£0,024 | 0,343%0,007 | 0,005£0,000
S132B5 S 0,025£0,002 | 0,217%0,071 | 0,000£0,000
S132B6 S 0,087+0,005 | 0,434%0,076 | 0,010£0,009
S133B1 S 0,158£0,007 | 0,314%0,151 | 0,049+0,049
S133B6 S 0,05130,26 | 0,406£0,227 | 0,051+0,05
P'p”“dggg\m wild Control 0,158+0,007 | 0,6430,017 | 0,297+0,008
P.putida UW4/AcdS- Control 0,042£0,011 | 0,573%0,023 | 0,037+0,003
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En cuanto a los resultados obtenidos para las BAFEs evaluadas, se encontr6 que 15
aislamientos no crecieron en medio M9 con NH4(SO4)2 como fuente de nitrogeno. Entre las
37 BAFEs que si pudieron crecer en el medio de cultivo empleado, se resaltan 6
aislamientos, cuyos valores de densidad O6ptica alcanzados luego de 48 horas de
crecimiento con ACC como fuente de nitrégeno, fueron intermedios entre los valores
alcanzados en el blanco (MgSOa) y con NH4(SO.)2, sin embargo, solo en los aislamientos
2CO05, 2C06, 6C02 y S93B1 se encontrd que los valores de densidad 6ptica alcanzados en
ACC eran més altos y estadisticamente diferentes de los alcanzados en el control con
MgSO.. (test de Duncan, a=0,05). Govindasamy et al., (2009) evaluaron la actividad ACC
deaminasa de 236 aislamientos bacterianos provenientes de diferentes especies
vegetales, ellos realizaron un tamizaje inicial de los aislamientos en medio minimo DF
sélido suplementado con ACC a una concentracion de 3 mM como fuente de N, y
seleccionaron los aislamientos ACC positivos comparando el crecimiento en el medio con
ACC y con NH4(S0.),, luego, realizaron una aproximacion similar a la desarrollada en el
presente trabajo, en donde crecieron cada uno de los aislamientos en medio liquido DF
con y sin ACC y midieron la densidad 6ptica a 600 nm, finalmente, seleccionaron 20
aislamientos que alcanzaron valores de densidad Optica desde 0.1, pese a que se empled
un medio de cultivo minimo diferente al del presente trabajo. Este resultado resulta
comparable con los valores de densidad éptica obtenidos para tres de los aislamientos
seleccionados. Gontia-Mishra et al.,, (2017) evaluaron la diversidad de bacterias
productoras de ACC deaminasa de la rizosfera de plantas de trigo, de 38 aislamientos
obtenidos, solo un aislamiento fue identificado dentro del género Bacillus, siendo todos en
su mayoria del género Klebsiella y Enterobacter. Govindasamy et al., (2017) aislaron 280
bacterias enddfitas de raiz de sorgo y evaluaron diferentes actividades relacionadas con
promocién de crecimiento vegetal, entre ellas, la actividad ACC deaminasa, solo 24
aislamientos mostraron esta actividad y dentro de ellos, cinco aislamientos pertenecieron
al género Bacillus. Con un enfoque similar, Kumar et al., (2012) caracterizaron siete
aislamientos de Bacillus obtenidos de suelo rizosferico de frijol comun, de los cuales, solo

uno mostré actividad ACC deaminasa.

Todo lo anterior indica, de manera similar a lo obtenido en el presente estudio, que la
actividad ACC deaminasa no es una actividad comuan dentro del grupo funcional de las

BAFEs. No obstante, hay reportes que indican el efecto positivo de la inoculacion de
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Bacillus que presentan dicha actividad en el crecimiento de las plantas. En este sentido,
Barnawal et al., (2013) , evaluaron el efecto de la inoculacion de una cepa de B. subtilis
ACC deaminasa positiva en el crecimiento de plantas de Trigonella foenum-graecum bajo
condiciones de estrés hidrico, y encontraron que la presencia de dicha bacteria mejoro la
colonizacién de la micorriza Rhizophagus irregularis y del rizobio Ensifer meliloti, y que
bajo el sistema tripartita con estos dos microorganismos se mejoré el crecimiento de la
planta en un 56%, se redujo la concentracion de ACC en las plantas en un 39% con
respecto a las plantas estresadas no inoculadas y se indujeron cambios en los marcadores
bioguimicos asociados a la respuesta a estrés como el contenido de clorofila, prolina y

peroxidacion de lipidos.

En cuanto a la metodologia desarrollada, se puede mencionar, que esta técnica puede
resultar en una estrategia rapida para poder seleccionar aislamientos con posible actividad
ACC deaminasa, sin embargo, de permanecer trazas de nitrégeno en el indculo empleado,
se puede llevar a la obtencién de falsos positivos. Varias investigaciones reportan otro tipo
de metodologias que pueden resultar mas sensibles y certeras para seleccionar
microorganismos con esta actividad. De hecho, Penrose & Glick (2003) relacionan que la
evaluacién de la actividad ACC deaminasa requiere unas condiciones de crecimiento
bacteriano que favorezcan la induccién de la actividad. Varios trabajos reportan la
evaluacién de la actividad ACC deaminasa de acuerdo con la metodologia de Honma &
Shimomura (1978), en la cual, luego de inducir la actividad en un medio minimo
suplementado con ACC, se obtienen extractos celulares que actian sobre el sustrato ACC
y posteriormente se cuantifica directamente uno de los productos de la hidrolisis del ACC,
gue es el a-cetobutirato, aproximacion que seria mas precisa y confiable para atribuir esta
actividad a los aislamientos de interés y que podria ser aplicada para verificar la actividad

de los aislamientos presuntivamente positivos que se obtuvieron en el presente estudio.
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4.2.6 Fijacion bioldgica de Nitrégeno

Con el fin de evaluar si los aislamientos de BAFEs bajo estudio tenian la actividad de
fijacion bioldgica de N, se llevd a cabo el ensayo de reduccion de acetileno en medio NFb
suplementado con glucosa y manitol, estas fuentes de carbono fueron seleccionadas luego
de encontrar que varias investigaciones reportaron el uso de ellas para evaluar dicha
actividad en bacterias de géneros pertenecientes al grupo funcional de BAFEs (Halsall &
Gibson, 1989; Seldin et al., 1983; Mollica et al., 1985; Chavez-Ambriz et al., 2016).

De los 52 aislamientos evaluados, solo cuatro mostraron actividad de reduccion de
acetileno (tabla 4-5), sin embargo, las concentraciones de etileno producidas fueron muy
bajas en comparacion con una cepa control perteneciente al género Azospirillum
reconocida como diazotréfica. Mollica et al., (1985) relacionan que la actividad de la fijacién
biol6gica de nitrégeno en bacterias del género Bacillus no es ampliamente reconocida, y
gue se ha encontrado principalmente en cuatro especies: B.polymyxa, B.macerans,
B.circulans y B.azotofixans.

Tabla 4-5. Actividad de reduccion de acetileno (ARA) de aislamientos de BAFEs que
resultaron positivos para esta actividad.

Aislamiento de BAFE nmol CoHo. vialt.h*
S93B1 0,476+0,169
S93B5 0,517+0,356
S132B3 0,209+0,024
S132B5 0,284+0,080
Azospirillum brasiliensis 266,917+15,567

Navarro-Noya et al., (2012) evaluaron la actividad de reducciéon de acetileno en 8
aislamientos de BAFEs pertenecientes al género Paenibacillus, encontrando que todos
ellos eran positivos para esta actividad, con rangos de produccion de etileno que oscilaron
entre 0,1 y 169,4 nmol C.H,. cultivo’.h?, los valores de ARA mas bajos encontrados
resultan similares a los reportados en el presente estudio, de hecho, los autores reportan
la amplificacién de los genes nifH y nifD en dos aislamientos cuya actividad no superd los
0,6 nmol C;H,. cultivol.h?, lo cual no descartaria la idea de que los aislamientos que

mostraron algun nivel de actividad en el presente estudio puedan presentar realmente la



63

actividad nitrogenasa, sin embargo, estos valores son muy bajos en comparacion con la
actividad nitrogenasa de bacterias diazotréficas de otros géneros que han sido
ampliamente estudiados en la cafia de azucar como Azospirillum, Gluconacetobacter o

Herbaspirillum (Muangthong et al., 2015; Suman et al., 2008).

Otros trabajos relacionan una actividad nitrogenasa de bacterias del género Bacillus por
encima de la obtenida en el presente estudio, Park et al., (2005) por ejemplo, reportan una
produccién de 3677,81 nmol etileno. h™ mg™ proteina para una cepa identificada como
Bacillus fusiformis aislada de suelo rizosferico de plantas de arroz. Madhaiyan et al., (2011)
relacionan una actividad ARA de 42,5 nm etileno. h™t.mg™ proteina para un aislamiento
gue identificaron como Bacillus rhizosphaerae aislado de suelo rizosferico de un cultivo de
cafia de azlcar, ademas encontraron que dicho aislamiento exhibia otras actividades
relacionadas con promocion de crecimiento vegetal como actividad ACC deaminasa y
produccion de compuestos inddlicos. Lo anterior indica, que, pese a que la actividad
nitrogenasa no es una actividad destacada dentro de los aislamientos de BAFEs del
presente estudio, si se reportan cepas de este grupo bacteriano que puedan destacarse
en esta actividad y convertirse en potenciales promotores de crecimiento vegetal por mas

de un mecanismo asociado a su metabolismo.

4.2.7 Antagonismo contra hongos fitopatdogenos

e Capacidad antagonica frente a un aislamiento presuntivo de Sclerotium

Se evalué la capacidad antagonica de los 52 aislamientos de BAFEs frente a un
aislamiento presuntivo del hongo Sclerotium aislado de plantulas de cafia panelera
establecidas en el centro de investigacion CIMPA, la figura 4-8 relaciona el porcentaje de
aislamientos que fueron obtenidos de cada una de las regiones de estudio, dentro de cada
categoria de inhibiciébn, como se observa, solo el 4% de los aislamientos mostraron un
antagonismo positivo. La figura 4-7 muestra el crecimiento del hongo sin presencia de
bacteria y en presencia de los dos aislamientos de BAFEs que fueron capaces de controlar

el hongo bajo condiciones in vitro.
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Figura 4-7. Crecimiento del hongo Sclerotium luego de 3 dias en medio PDA. A) Control
negativo. B) En presencia de la BAFE S93B1. C) En presencia de la BAFE 2C11.

= Positivo = Negativo = Limitante

A. B.

Figura 4-8. Porcentaje de aislamientos pertenecientes a cada una de las categorias
de inhibicién de crecimiento del aislamiento presuntivo de Sclerotium. A. Aislamientos
provenientes de Cundinamarca. B. Aislamientos provenientes de Santander

En total, solo el 8% de los aislamientos evaluados tendrian la capacidad de limitar
el crecimiento de este hongo, lo cual indicaria la resistencia del mismo frente al
biocontrol. Otras investigaciones han relacionado especies de Bacillus que poseen
un potencial uso en el control de enfermedades ocasionadas por este agente.
Backhouse y Stewart (1989) por ejemplo, relacionan que se han aislado cepas de
Bacillus a partir de esclerocios no viables de Sclerotium cepivorum, lo cual sugiere

segun los autores, que la bacteria puede parasitar estas estructuras de resistencia,
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de hecho, relacionan, que varios aislados han mostrado un nivel de proteccion
importante frente a la pudricion blanca cuando se aplica en semillas de cebolla al
momento de la siembra.

Farizan (2006) reporta un aislamiento de Bacillus subtilis con actividad antagonica
frente a Sclerotium rolfsii y relaciona que dicha cepa produce compuestos
bioactivos contra el hongo, estables a altas temperaturas y en un amplio rango de
pH, que oscila entre 3y 11.

Hameeda, Rupela y Reddy (2006) reportan que, de 207 aislamientos de bacterias
obtenidas de 3 tipos de compost y macrofauna,18 aislamientos presentaron
actividad antagénica frente a hongos fitopatégenos y 12 de ellos pertenecieron al
género Bacillus, todos con algun nivel de antagonismo frente a Sclerotium rolfsii.
La figura 4-9muestra el &rea de inhibicion de crecimiento micelial de Sclerotium en
presencia de las dos BAFEs con antagonismo positivo, medida mediante el
programa Rhinoceros 5.0, el aislamiento 2C11 proveniente de Cundinamarca
presento un area de inhibicién estadisticamente similar al control positivo AP188,
esta cepa podria ser posteriormente estudiada con el fin de establecer su efecto en
el biocontrol del hongo in vivo o de dilucidar posibles mecanismos que estén

implicados en el antagonismo frente a este hongo fitopatégeno.
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Figura 4-9. Area de Inhibicion de crecimiento micelial de Sclerotium por aislamientos de
BAFEs categorizados como positivos para esta actividad. Las barras de error
corresponden al error estandar. Los asteriscos (*) sefialan las medidas estadisticamente
similares al control positivo AP188 con un a=0,05.
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e Capacidad antagodnica frente a Rhizoctonia solani.

La evaluacion de la capacidad antagoénica de los 52 aislamientos de BAFEs frente a
Rhizoctonia solani mostré que el 40% de los aislamientos provenientes de plantas de
cafia panelera establecidas en Cundinamarca pueden limitar o controlar positivamente
este hongo fitopatégeno in vitro, un porcentaje mayor, en comparacion con los
aislamientos provenientes de Santander (Figura 4-10), sin embargo, de acuerdo con el
test exacto de Fisher desarrollado para comparar la distribucién de los antagonismos
en ambas regiones, no se encontraron diferencias estadisticas (P=0,11). La figura
4-11 muestra las areas de inhibicién micelial de Rhizoctonia solani por aislamientos

gue mostraron antagonismo positivo.

= Positivo = Negativo = Limitante

Figura 4-10. Porcentaje de aislamientos pertenecientes a cada una de las
categorias de inhibicion de crecimiento micelial del hongo Rhizoctonia solani.
A. Aislamientos provenientes de Cundinamarca. B. Aislamientos provenientes
de Santander
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Figura 4-11. Area de Inhibicién de crecimiento micelial de Rhizoctonia solani por aislamientos
de BAFEs categorizados como positivos para esta actividad. Las barras de error corresponden
al error estandar. No se encontraron medidas estadisticamente similares al control positivo
AP188.

En general, el 36,5 % de los aislamientos evaluados mostraron capacidad antifungica
frente a Rhizoctonia, ya sea por antagonismo positivo o limitante. Haque et al., (2016)
reportan dentro de un grupo de aislamientos de enddfitos de raiz de col china, 11
pertenecientes al grupo de las BAFES, de los cuales 6 presentaron capacidad antifungica
frente a Rhizoctonia solani, una proporcion mayor a la encontrada en el presente trabajo.
Todorova & Kozhuharova (2010) aislaron 9 BAFESs, de las cuales 3 presentaron actividad
antifingica no solo frente a Rhizoctonia solani, sino también frente a otros hongos
fitopatogenos como Botrytis cinerea, Alternaria solani, Sclerotinia sp y Fusarium
graminearum, ellos encontraron una proporcion de antagonistas similar a la reportada en
este trabajo, y, ademds, resaltan el amplio espectro de accién de las bacterias

pertenecientes al grupo de Bacillus que caracterizaron.

En cuanto a la tendencia observada, relacionada con una mayor capacidad antagénica
frente a Rhizoctonia solani, de los aislamientos provenientes de Cundinamarca, varios
trabajos han relacionado que los diferentes manejos de los cultivos pueden influir en la
estructura de la comunidad microbiana y en los mecanismos involucrados en la promocién

de crecimiento vegetal de las rizobacterias (Melo et al., 2016).
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En este sentido, Kim et al., (2011), encontraron en suelos tratados con compost, una mayor
abundancia de bacterias con capacidad antifungica de los géneros Bacillus y Burkholderia,
en comparacion con suelos sin esta enmienda organica. Este resultado de alguna forma
se relaciona con los resultados obtenidos en el presente trabajo, puesto que en cultivos de
cafa panelera establecidos en Cundinamarca, de donde se obtuvo el mayor nimero de
BAFEs antagonistas, los productores incorporan el bagazo y la materia organica del cultivo
de la cafia, lo cual se puede interpretar como el uso de enmiendas orgéanicas, y de acuerdo
al analisis de componentes principales de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo,
la materia organica y el nitrdgeno fueron los parametros que permitieron diferenciar las dos
regiones de estudio. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, no se encontraron
diferencias estadisticas al comparar la distribucion de las tres categorias de antagonismos
en ambas regiones, probablemente por la evaluaciébn de un numero insuficiente de
aislamientos en actividad antagonica frente a Rhizoctonia solani. Kim et al., (2011) indican
gue aun no es claro cual es el efecto de este tipo de enmiendas organicas en el

enriguecimiento de bacterias con capacidad de biocontrol.

Garbeva et al., (2004) encontraron también, un efecto en el manejo del suelo sobre la
actividad antifingica de microorganismos, estos investigadores relacionan la obtencién de
un mayor namero de aislamientos de Pseudomonas con capacidad antagonica frente al
patdgeno Rhizoctonia solani AG3 provenientes de suelos con pastos permanentes en
comparacion con suelos arados. De forma similar, Kravchenko et al., (2003) relacionan
que la actividad antagdnica de las rizobacterias depende de las propiedades “eco-
quimicas” que se dan en la rizosfera, y, por tanto, la sintesis de compuestos relacionados
con la actividad biocontroladora va a depender de las fuentes de carbono presentes en los

exudados radiculares de una planta en particular.

En este contexto, seria importante sefialar que la tendencia observada en esta actividad,
puede estar dada por factores como el manejo diferencial de la fertilizacion en las dos
regiones, la presencia de una composicion diferente de los exudados radiculares de
plantas de cafa panelera establecidas en las dos regiones (producto de la siembra de
cultivariedades diferentes) o la generacion de nichos ecolégicos particulares, dado por la
interaccion de los factores diferenciales que se pueden dar en una u otra region. No
obstante, hipotesis de este tipo deben ser evaluadas rigurosamente con el fin de poder

explicar de manera real la seleccion de bacterias con actividad bioldgica diferencial en



69

cultivos con regimenes de manejo diferentes, evaluaciones que estarian por fuera de los

objetivos del presente trabajo.

o Capacidad antagonica frente a Botrytis sp.

La figura 4-12 muestra el porcentaje de aislamientos dentro de cada categoria de
antagonismo que fueron obtenidos de las dos regiones de estudio, se observa, que de
manera similar al escenario anteriormente descrito en las evaluaciones frente a
Rhizoctonia solani, existe un mayor porcentaje de aislamientos que provienen de
Cundinamarca con capacidad antifingica frente a Botrytis sp, y de acuerdo con el test
exacto de Fischer desarrollado para esta variable categoérica, existen diferencias
estadisticas entre la distribucién de los antagonismos de las dos regiones de estudio
(a=0,05; P=0,000407). La figura 4-13 muestra el area de inhibicibn micelial de los

aislamientos que mostraron antagonismo positivo frente a Botrytis sp.

= Positivo = Negativo = Limitante
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Figura 4-12. Porcentaje de aislamientos pertenecientes a cada una de las categorias
de inhibicion de crecimiento micelial del hongo Botrytis.
A. Aislamientos provenientes de Cundinamarca. B. Aislamientos provenientes de
Santander
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Figura 4-13. Area de Inhibicion de crecimiento micelial de Botrytis por aislamientos
de BAFEs categorizados como positivos para esta actividad. Las barras de error
corresponden al error estandar. No se encontraron medidas estadisticamente
similares al control positivo AP188.

En general, el 32,6 % del total de aislamientos evaluados mostraron capacidad antifangica
frente a Botrytis sp, incluyendo los antagonismos positivos y limitantes. Un porcentaje
similar al encontrado en las evaluaciones frente a Rhizoctonia solani. Kefi et al., (2015) en
una aproximacion similar a la aqui desarrollada, evaluaron la actividad antifangica frente a
Botrytis cinerea Pers, de 80 bacterias endodfitas obtenidas de diferentes tejidos de
Lycopersicon esculentum, aunque no relacionan el porcentaje de aislamientos que fueron
positivos en sus ensayos de antagonismo dual, relacionan que cuatro cepas, las cuales
pertenecieron al género Bacillus, fueron las mas activas, inhibiendo el crecimiento del
micelio del hongo entre un 27 y 53% con respecto el control. Los lipopéptidos de los
sobrenadantes de las cepas enddfitas fueron identificados mediante espectrometria de
masas con ionizacion por electrospray (ESI-MS), encontrando la presencia de surfactinas,
Bacilomicina D y fengicinas, de hecho, relacionan que en los sobrenadantes de la cepa
gue exhibio la actividad mas alta, estaban presentes tanto compuestos tipo fengicinas
como Bacilomicina D. Ait kaki et al., (2014) evaluaron la capacidad antagénica frente a
varios hongos fitopatogenos de 14 aislamientos de BAFEs provenientes de ambientes
extremos (salinidad y temperatura) de Argelia Oriental, el 50% de ellos exhibieron

capacidad antagonica in vitro frente a Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum, y en cinco
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de ellos, fue detectada la produccion de lipopéptidos tipo fengicinas y surfactinas, asi como
las actividades proteasay celulasas, asociadas con la degradacién de pared celular. Estas
aproximaciones muestran que en el grupo de las BAFEs se pueden encontrar aislamientos
potencialmente Utiles en el manejo de enfermedades asociadas a este hongo fitopatégeno.

Tal como se mencion6 anteriormente, los aislamientos provenientes de Cundinamarca
resultaron mas destacados en la actividad antagénica frente a Botrytis sp., en comparacion
con las BAFEs de Santander, hecho que podria reafirmar que un manejo diferencial de los
suelos y cultivos puede incidir en las actividades de promocion de crecimiento vegetal de
los microorganismos asociados. Balaraju et al., (2014), por ejemplo, encontraron que la
eficacia de una cepa de Bacillus subtilis en el control de Botrytis cinerea fue favorecida en
suelos organicos en comparacion con “suelos de cama de siembra” que tienen una
fertilizacidon quimica. No obstante, otro factor que puede incidir en la seleccion de bacterias
con una u otra actividad es la composicién de los exudados radiculares de las plantas,
Miller et al., (1989) seinalan que la especificidad de los aislamientos bacterianos en la
rizosfera se debe a la cantidad y composicién de los exudados radiculares los cuales
pueden variar entre especies vegetales e incluso de un cultivar a otro. Das et al., (2010)
encontraron en este sentido, por ejemplo, que los exudados radiculares del tabaco
favorecen la actividad de promocién de crecimiento vegetal y actividad quitinolitica de una
cepa de Paenibacillus elgii en comparaciéon con medios de cultivo que no fueron

suplementados con exudados radiculares de esta planta.



72

4.3 Identificacion molecular de aislamientos

La tabla 4-6 muestra la identidad de los 52 aislamientos de BAFEs luego de la
secuenciacion del marcador filogenético rRNA 16S y posterior alineamiento con

secuencias de la base de datos Ribosomal Database Project

Tabla 4-6. Identidad de los aislamientos segun la amplificacion del gen rRNA 16S.

Aislamiento Origen S ab score Identidad
2C10 Cundinamarca 1.000 Bacillus cereus
2C11 Cundinamarca 0.985 B.cereus
2C12 Cundinamarca 1.000 B.cereus/B.thuringiensis
2C13 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
2C14 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
2C01 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
2C02 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
2C05 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
2C06 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
2C07 Cundinamarca 1.000 B.thuringiensis
2C08 Cundinamarca 1.000 B.thuringiensis
2C09 Cundinamarca 0.993 B.thuringiensis
6CO1 Cundinamarca 1.000 B.atrophaeus
6C02 Cundinamarca 0.985 B.megaterium
6C03 Cundinamarca 1.000 B.thuringiensis
6C04 Cundinamarca 1.000 B.macroides
6C05 Cundinamarca 1.000 B.megaterium
6C06 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
6C07 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
6C08 Cundinamarca 1.000 B.pumilus
6C09 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
6C18 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
6C19 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
6C20 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.cereus
6C21 Cundinamarca 1.000 Bacillus sp./B.megaterium




73

S92B3 Santander 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
S92B4 Santander 1.000 B.macroides
S92B5 Santander 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
S92B7 Santander 1.000 B.macroides
S92BS8 Santander 0.991 B.pumilus
S93B1 Santander 1.000 Bacillus sp./B.cereus
S93B2 Santander 0.995 B.pumilus
S93B3 Santander 1.000 B.macroides
S93B4 Santander 0.994 B.thuringiensis
S93B5 Santander 1.000 B.cereus
S93B6 Santander 1.000 B.macroides
S93B7 Santander 1.000 Bacillus sp./B.macroides
S93B8 Santander 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
S131B10 Santander 1.000 B.macroides
S131B2 Santander 1.000 Bacillus sp./B.macroides
S131B3 Santander 1.000 B.cereus
S131B5 Santander 1.000 Bacillus sp./B.cereus
S131B8 Santander 0.995 Bacillus sp.
S131B9 Santander 1.000 B.megaterium
S132B2 Santander 1.000 B.cereus/B.thuringiensis
S132B3 Santander 1.000 Bacillus sp./B.megaterium
S132B5 Santander 1.000 B.macroides
S132B6 Santander 1.000 B.macroides
S133B1 Santander 1.000 B.megaterium
S133B3 Santander 1.000 Bacillus sp.
S133B4 Santander 1.000 Bacillus sp.
Santander 0.999 B.macroides/B.simplex

S133B6
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Figura 4-14. Arbol de distancia genética construido mediante el método Neighbor-Joining basado
en secuencias de la region 16S rRNA.
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De acuerdo con la tabla 4-6 los alineamientos de las secuencias de las BAFEs estudiadas
con las secuencias de la base de datos RDP presentaron un S_ab score alto, sin embargo,
aqui mismo se observa que en 24 aislamientos la secuencia tuvo un S_ab score igual para
Bacillus sp. que para una especie de Bacillus en particular, lo anterior, indicaria la limitacion
gue existe al usar el marcador filogenético rRNA 16S para poder obtener con certeza una
identificacion bacteriana a nivel de especie.

Pese a lo descrito anteriormente, la figura 4-14 muestra que todos los aislamientos de
BAFEs se agruparon en alguno de los subgrupos formados en el arbol de distancia
genética, esta figura muestra la formacion de 5 grupos o clados, el primero corresponde al
subgrupo de B. cereus/B.thuringiensis y reunio a 40,3% de los aislamientos estudiados, el
segundo clado agrup6 al Unico aislamiento identificado como Bacillus atrophaeus,
proveniente de la region de Cundinamarca, el tercer clado agrupé al 21,1 % de los
aislamientos con dos secuencias de referencias correspondientes a Bacillus macroides, el
cuarto clado reunio al 28,8 % de los aislamientos en asociacion con las dos secuencias de
referencia de Bacillus megaterium y por ultimo, tres aislamientos, dos provenientes de
Santander y uno de Cundinamarca se agruparon con las dos secuencias de referencia

para Bacillus pumilus.

Orbera Ratoén et al., (2012) en una aproximacion similar a la del presente estudio, aislaron
18 BAFEs de la rizésfera de plantas de cafia de azlcar mediante una metodologia
comparable con la desarrollada para obtener los aislamientos del presente trabajo, estos
investigadores, identificaron los aislamientos empleando también el marcador filogenético
rRNA 16S y encontraron una distribucién de los aislados en 4 géneros: Bacillus,
Paenibacillus, Brevibacillus y Cohnella. Siendo el primero de ellos el mas abundante dentro

de las bacterias obtenidas.

Antunes et al., (2017) reportan el aislamiento de varias especies de Bacillus endofitos de
cafa de azlcar, relacionan la asociacion de B.megaterium y B. pumilus, los cuales fueron
también identificados dentro del grupo de bacterias del presente estudio, sin embargo,
estos investigadores también reportan el aislamiento de otras especies como B. subtilis y

B.methylotrophicus, que no fueron identificados dentro del grupo funcional estudiado.
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Varias investigaciones reportan el aislamiento de bacterias pertenecientes al género
Bacillus sp. de rizosfera, raices y tallos de cafa de aztcar (Antwerpen et al., 2002; Hassan
et al., 2010). Velasquez et al., (2008) reportan el aislamiento de B. cereus, B. pumilus y B.
subtilis del apoplasto de esta planta, Kruasuwan & Thamchaipenet (2016) también
relacionan el aislamiento de cinco bacterias enddfitas de cafia de azlcar pertenecientes a
las especies de B. amyloliquefaciens, B aryabhattai, B. safensis, B.aerophilus y B. subitilis.
En este sentido, llama la atencién que sea posible aislar bacterias de este grupo funcional
de tejidos internos de la planta, puesto que esto indicaria que hay especies de Bacillus que
tienen buena capacidad de colonizacion de plantas de cafia de azlcar, lo cual

representaria una ventaja frente a otras rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal.

Minh & Ngoc (2017) reportan un aislamiento obtenido de tallo de cafia de azucar que fue
identificado mediante el marcador filogenético rRNA 16S como B. atrophaeus, sin
embargo, tuvo el mismo porcentaje de identidad con una cepa de B. amyloliquefaciens, lo
cual reafirma la limitacion del uso de este gen para poder establecer con cierto nivel de

confianza la especie de aislamientos pertenecientes a este grupo funcional.

B. atrophaeus no es ampliamente reportado en la literatura como un habitante comin de
la rizosfera de cafia de azUcar, sin embargo, Vos et al., (2009) relacionan que esta especie
de Bacillus también es relacionada en la literatura como “B.subtilis var subtilis”, “Bacillus
globigii” o “Bacillus niger”y que esa diferenciacion entre B. atropheus y B. subtilis esta
dada basicamente por la produccién de un pigmento cuando la cepa es cultivada en un
medio que contiene una fuente de nitrdgeno organico (Sella et al., 2015). No obstante, esta
especie de BAFE se ha relacionado dentro del grupo de rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal, Kardilag et al., (2013) relacionan, por ejemplo, que la inoculacién con
cepas de esta y otras especies de Bacillus (B. subtilis y B.spharicus) incrementaron el
contenido de clorofila, nutrientes y rendimiento de plantas de Fragaria ananassa creciendo
bajo condiciones de estrés osmatico. Sella et al., (2015) también relacionan que cepas de
esta especie son empleadas para estudios de la inactivacion de esporas y como
indicadores biologicos de esterilizacion, asi como promotoras de crecimiento vegetal y

estudios de control biolégico por la produccion de diferentes biomoléculas.

Como se mencion6 anteriormente, el 21,1% de los aislamientos fueron identificados como

B.macroides, sin embargo, Coorevits et al., (2012) relacionan que esta especie ha sido
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constantemente reclasificada y desarrollaron estudios de huella genética y peptidica (DNA
y MALDI figerprinting) donde encontraron que Bacillus macroides comparte la composicion
del peptidoglicano de la pared celular con el género Lysinibacillus, esto, sumado a otras
caracteristicas fenotipicas llevaron a clasificar una cepa tipo originalmente identificada
como B.macroides (LGM 18474) dentro de la especie Lysinibacillus macroides.
B.macroides no es reportado en la literatura como un habitante comudn de la rizosfera de
la cafia de azucar, no obstante, Kruasuwan & Thamchaipenet (2016) si reportan un
aislamiento con 100% de similaridad con la cepa tipo de Lysinibacillus macroides LGM
18474 obtenida de la raiz de plantas de cafia de azlcar en la provincia de Chaiyaphum,
Tailandia, ademas, relacionan que esta cepa tiene actividad de reduccion de acetileno y
presencia del gen nifH, asi como actividad ACC deaminasa. Sin embargo, todo lo anterior
indicaria, que es necesario poder llevar a cabo otros tipos de estudios a nivel molecular
con el fin de esclarecer la identidad de los aislamientos que fueron agrupados en ese clado
dentro del arbol de distancia genética construido. Ademas de esto, el 90% de los
aislamientos que se asociaron a este clado provienen de Santander, lo cual indicaria que
las condiciones de manejo de dicho cultivo (planta-suelo) podrian estar seleccionando este

grupo de bacterias en particular.

Varias investigaciones reportan el aislamiento de Bacterias pertenecientes al grupo de
B.megaterium a partir de tejidos y suelo rizosferico de plantas de cafia, Solanki et al.,
(2017) por ejemplo, relacionan el aislamiento de dos cepas identificadas como B.
megaterium a partir de suelo de cultivos de cafia de azlcar y encontraron que los dos
aislamientos, presentaban actividades relacionadas con promocién de crecimiento vegetal
como produccion de siderdforos, produccion de &cido indolacetico en ausencia de
triptéfano, actividad ACC deaminasa y actividad nitrogenasa. Tam & Diep (2015) también
reportan el aislamiento de BAFEs identificadas como B.megaterium a partir de suelo
rizosférico de plantas de cafia de azlcar establecidas en la provincia de Dong Nai,
Vietnam, encontraron ademas que todos los aislamientos obtenidos asociados a este
grupo tenian capacidad de solubilizar fosfato tricalcico y producir compuestos indolicos en

ausencia de tript6fano como precursor del AlA.
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4.4 Evaluacion bajo condiciones de Invernadero

4.4.1 Evaluacion de Invernadero con la variedad POJ 2878

Con el fin de evaluar el efecto de la inoculacion de cinco aislamientos de BAFEs sobre el
crecimiento de plantas de cafa panelera de la variedad POJ 2878, se desarrollé un ensayo
bajo condiciones de invernadero, en el cual, transcurridos 60 dias desde la inoculacién, se
evaluaron como variables de respuesta la longitud del vastago, el diametro del tallo, el
peso seco del vastago y el peso seco de la raiz de las plantas. Se seleccionaron los

aislamientos con alta capacidad de solubilizacion de fosfato tricalcico in vitro.

Tal como se mencioné en la seccién 3.4, dada la heterogeneidad en el tamafio de las
plantulas de 30 dias que fueron empleadas para el ensayo, se establecieron cuatro rangos
de alturas de plantas o bloques, y dentro de cada rango se aplicaron los diferentes

tratamientos.

Los resultados fueron analizados mediante un disefio de bloques completamente
aleatorizados (BCA) en el programa R studio, y se emple6 para todas las variables el test
de comparaciones mdultiples de Duncan con un nivel de significancia (a) de 0,05, cabe
mencionar, que todas las medidas de las variables cumplieron los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas evaluados mediante el test de shapiro-wilk y el test de
Bartlett, respectivamente. Segun el modelo de ANOVA desarrollado, se encontré efecto
tanto del bloque (Rango de altura de las plantas) como de los tratamientos en todas las

variables evaluadas (p< 0,05).

La figura 4-15 muestra los resultados obtenidos para la variable longitud de vastago
medida en cm, la gréafica relaciona la media de longitudes dentro de todos los rangos de
alturas. Se observa que el tratamiento 4 correspondiente al aislamiento 6C07 asociado
dentro del clado de B. megaterium, fue el Unico que resulto estadisticamente similar al
tratamiento 7 de fertilizacion completa y diferente al tratamiento 6 sin inocular y con roca

fosforica.
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Figura 4-15. Longitud de vastago de plantas de cafia panelera para cada tratamiento. Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas con la prueba de comparaciones mdltiples de Duncan (a= 0,05).
2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1 corresponden a los diferentes aislamientos de BAFEs
inoculados. RF= roca fosforica, FC= Tratamiento de fertilizacion completa.

La figura 4-16 muestra los resultados obtenidos para la variable diametro de tallo medida
en mm, la grafica relaciona la media de los diAmetros dentro de todos los rangos de alturas.
Se observan diferencias estadisticas Uinicamente entre el control con fertilizacion completa
y el tratamiento con roca fosférica sin inocular, lo cual indica que el modelo vegetal
empleado es adecuado para observar diferencias en términos de las variables de
fertilizacion empleadas. Ningun tratamiento inoculado fue estadisticamente diferente al
control sin inocular, sin embargo, los tratamientos 1 y 5 mostraron una tendencia a

parecerse mas al control de fertilizacion completa (T7) que al control sin inocular (T6).
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Figura 4-16. Diametro de tallo para cada tratamiento. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (a= 0,05). 2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1
corresponden a los diferentes aislamientos de BAFEs inoculados, RF= roca fosférica, FC=
Tratamiento de fertilizacion completa.

En cuanto a los resultados obtenidos para la variable peso seco de vastago (Figura 4-17),
no se encontraron diferencias estadisticas entre los diferentes tratamientos inoculados y
el control sin inocular (Tratamiento RF). El tratamiento 2 (2CO2 + RF) y el tratamiento 6
(RF) fueron diferentes estadisticamente del tratamiento 7 correspondiente al control con

fertilizacion completa.
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Figura 4-17. Peso seco de vastago para cada tratamiento. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (a= 0,05). 2C12, 2C02, 6CO05, 6C07 y S93B1 corresponden
a los diferentes aislamientos de BAFEs inoculados, RF= roca fosférica, FC= Tratamiento de
fertilizacion completa.

La figura 4-18 muestra que con respecto al peso seco de la raiz no se encontraron
diferencias entre los dos tratamientos control: RF y FC, ademas, los tratamientos 1, 3y 4
fueron estadisticamente similares al control sin inocular, y los tratamientos 2 y 5 fueron

estadisticamente diferentes a este, mostrando una media por debajo del mismo.
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Figura 4-18. Peso seco de Raiz para cada tratamiento. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (o= 0,05). 2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1 corresponden
a los diferentes aislamientos de BAFEs inoculados, RF= roca fosforica, FC= Tratamiento de
fertilizacion completa.

Los resultados obtenidos, muestran que, bajo el disefio experimental desarrollado, dada la
limitacion que aporta a este tipo de ensayos el empleo de semilla vegetativa para la
obtencion de plantulas de cafia, la Unica variable que permitio ver el efecto de alguno de
los tratamientos de inoculacion fue la altura del vastago. Cabe resaltar, que, al comparar
los controles empleados, FC correspondiente al control con fertilizacion completa y RF
correspondiente al control sin inocular con Roca fosférica, estos se comportaron de
acuerdo con lo esperado en las variables longitud de véstago, didmetro de tallo y peso
seco de vastago, siendo mayores las medias del tratamiento con fertilizacion completa. No
obstante, en cuanto al peso seco de raiz estos resultados no fueron consistentes con los

anteriores y no se encontraron diferencias entre estos dos tratamientos control.
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El aislamiento 6C07 asociado al clado de B. megaterium de acuerdo con el arbol de
distancia genética construido, incrementé en un 11,77% la longitud del vastago con
respecto al control no inoculado, este aislamiento, en la caracterizacién de actividades
relacionadas con promocién de crecimiento vegetal mostr6 un nivel destacado de
solubilizacion de fosfato tricalcico (102 mg PO4.L), mostro una liberacion de P a partir de
fosfato de aluminio de 1,43 mg POs'.L, tuvo capacidad de mineralizar &cido fitico y presento
una produccién baja de compuestos indélicos (5,75 pg.mL?). Lo anterior, podria indicar
que este aislamiento pudo favorecer el crecimiento de las plantas con algun mecanismo
asociado al incremento en la disponibilidad de P, no obstante, no presenté diferencias con
el control no inoculado en el resto de las variables evaluadas, lo cual limita las conclusiones

gue se puedan realizar con respecto a su efecto.

Shankaraiah et al., (2000) evaluaron el efecto de la inoculacion de microorganismos
solubilizadores de P de los géneros Agrobacterium radiobacter, Bacillus megaterium y
Aspergillus awamori en cultivos de cafia de azucar bajo diferentes esquemas de
fertilizacion fosforada, los investigadores relacionan que la inoculacién de la cepa de B.
megaterium en un esquema de fertilizacion donde el 50% del P era aportado por super
fosfato simple y el otro 50% era aportado por roca fosférica, mejoré la produccion de
materia seca (44,37 ton.hal), con respecto al control (41.47 ton.hal). Estos autores,
también relacionan un efecto en otras variables como la tasa de crecimiento del cultivo,
que fue de 31,55 g.m-2.dia! para el tratamiento inoculado y de 28,75 g.m-2.dia’! para el
control, en cuanto a la altura de las plantas, que fue la Gnica variable que mostr6 diferencias
en el presente trabajo, los investigadores relacionan que la inoculacion de la bacteria
increment6 esta medida, siendo la media de 2,84 m para plantas inoculadas y de 2,65 m
para el tratamiento control, observando el mismo efecto en cultivos renovados y no

renovados, sin embargo, no relacionan si hubo o no diferencias estadisticas.

En un estudio mas reciente, Kruasuwan &Thamchaipenet (2016) encontraron que la
inoculacion de una cepa perteneciente al género Bacillus sp. increment6 la longitud de los
brotes (42,66 cm) con respecto al control no inoculado (30,58 cm), sin embargo, en esta
variable no encontraron diferencias estadisticas, como si fueron encontradas en el peso
seco y fresco de las plantas, siendo mayor en ambos casos para las plantas inoculadas

con esta bacteria, ademas encontraron un mayor efecto de promocién de crecimiento,
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cuando esta cepa era co-inoculada con otros dos aislamientos que también exhibieron
actividades de promocion de crecimiento vegetal in vitro, pertenecientes a los géneros
Microbispora sp. y Enterobacter sp.

En cuanto a la variable diametro de tallo, no se encontr6 un efecto de los tratamientos
inoculados, a excepcion, de la cepa 2C02 que mostré una disminucion en esta variable
con respecto al control de fertilizacion completa y mostré una media menor con respecto a
los demas tratamientos, sin embargo, en la tendencia observada, los tratamientos 2C12 y
S93B1 mostraron un ligero aumento en esta variable, no obstante, y pese a que en la
caracterizacion funcional estas dos cepas fueron diferentes, sobre todo en los niveles de
produccion de compuestos inddlicos, ambos aislamientos se asociaron al clado de Bacillus
thuringiensis/B.cereus, sin embargo, no se encontraron estudios que relacionen efectos de
cepas de estas especies en plantas de cafia de azucar, posiblemente debido a que la
mayoria de estudios que se han desarrollado de biofertilizacion en esta especie vegetal
estan orientados al uso de bacterias diazotréficas como Azospirillum, Herbaspirillum y

Gluconacetobacter (Beneduzi et al., 2013; Bashan et al., 2004).

En cuanto a la variable de peso seco de vastago no se encontraron diferencias entre los
tratamientos, a excepcion de los tratamientos 2 y 6 que tuvieron una acumulacion de
biomasa seca por debajo del control con fertilizacion completa, lo cual se correspondié con
los resultados obtenidos para diametro de tallo. A pesar de que no hubo diferencias
estadisticas entre los tratamientos 2 y 6, el tratamiento 2 mostré una media por debajo del
resto de los tratamientos. Meng et al., (2016) por ejemplo, reportan un efecto negativo de
una cepa de Bacillus velezensis BACO3 en la germinacion y crecimiento de 6 de 8
especies de plantas estudiadas, de hecho, relacionan un efecto dosis-respuesta, donde la
mayor concentracion de inoculo empleado (107 UFC.mL1) afecté en mayor proporcién la
germinacion y el crecimiento de las plantas, aunque en dicho estudio, no se desarrollaron
ensayos con cafia de azUcar, esto permite relacionar que es posible encontrar efectos
contrarios a los deseados al evaluar la promocion de crecimiento vegetal de BAFEs, los
autores en este sentido, relacionan que el efecto negativo de BACO3 en el crecimiento
temprano de las plantas, puede estar asociado con la liberacidbn de compuestos organicos
volatiles por la bacteria y refieren, que pese a que estos compuestos son una estrategia
atil empleada por muchas rizobacterias para limitar el crecimiento de otros

microorganismos, las plantas también pueden verse afectadas en su crecimiento. No
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obstante, con el fin de corroborar parcialmente dicha hipotesis, y teniendo en cuenta, que
la produccién de compuestos inddlicos de este aislamiento no es muy alto (5,43 pg.mL™?),
tendria que ser evaluada la produccién de compuestos organicos volatiles del aislamiento
2C02, lo cual se encuentra fuera de los objetivos del presente estudio.

La variable peso seco de raiz mostro que las plantas con fertilizacion completa presentaron
una media mas baja en comparacion con las plantas fertilizadas Unicamente con roca
fosférica. Lo anterior podria relacionarse con el hecho de que en presencia de P soluble
las plantas tienen un rapido acceso a este nutriente y no esté implicado el desarrollo de
diferentes estrategias para aumentar la exploracion del suelo como el incremento en la
masa radicular y la tasa de elongacion de la raiz (Richardson et al., 2009). Ma et al (2001)
también relacionan en un experimento realizado con Arabidopsis thaliana que la densidad
radicular esté regulada por la disponibilidad de P, para ese caso, los autores encontraron
gue la densidad radicular de las plantas increment6 en 5 veces a bajos niveles de P

(1 mmol.m3) en comparacién con altos niveles de este elemento (1000 mmol.m=).

De acuerdo con esto, podria hipotetizarse que los tratamientos que mostraron un menor
peso seco de raiz, como el inoculado con la cepa S93B1, pudieron mejorar la disponibilidad
de P para la planta a partir de la roca fosforica, y por tanto, mejorar la tasa de difusién de
este nutriente en el suelo llevando a que la raiz de estas plantas limitara su crecimiento,
de hecho, cabe relacionar que el aislamiento S93B1 fue el que mostré la méas alta tasa de
liberacién de P in vitro a partir de fosfato tricalcico (177,79 mg POg4.L).
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4.4.2 Evaluacion de Invernadero con la variedad CC93-771

Tal como se mencioné en la seccién 3.4 se realizo la evaluacion de la inoculacion de
plantas de cafia panelera de la variedad CC93-771 con 5 aislamientos de BAFEs.
Transcurridos 60 dias de crecimiento, se evaluaron como variables de respuesta la longitud
del vastago, el didmetro del tallo, el peso seco del vastago y el peso seco de la raiz. Todas
las variables cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
evaluados mediante el test de shapiro-wilk y el test de Bartlett, respectivamente, a
excepcion de la variable peso seco de raiz.

La figura 4-19 muestra que para la variable longitud de vastago, no se encontraron
diferencias estadisticas entre los dos controles empleados en el experimento, no obstante,
la media fue més alta para las plantas del tratamiento de fertilizacion completa (FC) en
comparacion con el tratamiento control sin inocular y con roca fosférica (RF). Se observa,
ademas, que el tratamiento 4 inoculado con el aislamiento 6C07 fue el Unico tratamiento
estadisticamente diferente al control sin inocular y similar al control de fertilizacion
completa, con una media por encima del resto de los tratamientos. Cabe mencionar, que
de acuerdo con los resultados del ensayo de invernadero desarrollado con la variedad POJ
2878, este tratamiento también fue el Unico que mostré efecto positivo en la longitud de

vastago de plantas de cafia panelera.

La figura 4-20 muestra los resultados con respecto a la variable diametro de tallo, se
observa que los dos controles empleados en el experimento fueron estadisticamente
diferentes, y se comportaron de acuerdo con lo esperado, siendo mayor la media para esta
variable en el tratamiento de fertilizacion completa. Con respecto a los tratamientos de
inoculacion, se destaco el tratamiento inoculado con la cepa 6C07, de manera consistente
con los resultados de la variable longitud de vastago, lo anterior resulta interesante, puesto
gue esto eventualmente podria traducirse en una disminucion en las dosis de fertilizacion
empleadas o en la utilizacion de una fuente de P mas econdmica, como lo es la roca
fosférica. Los tratamientos con las cepas 2C12 y S93B1 también fueron estadisticamente

diferentes y con una media por encima del control sin inocular.
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Figura 4-19. Longitud de vastago de plantas de cafia panelera para cada tratamiento. Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas con la prueba de comparaciones multiples de Duncan (a= 0,05).
2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1 corresponden a los diferentes aislamientos de BAFEs
inoculados, RF= roca fosforica, FC= Tratamiento de fertilizacion completa.

La figura 4-21 muestra los resultados para la variable peso seco de vastago, se observa
gue no existen diferencias estadisticas entre los dos controles de fertilizacién, sin embargo,
la media fue mayor en el tratamiento de fertilizacibn completa en comparacion con el
control de roca fosforica sin inocular. Nuevamente, el tratamiento 4 con la cepa 6C07 fue

el Unico estadisticamente diferente al control sin inocular.
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Figura 4-20. Diametro de tallo para cada tratamiento. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (a= 0,05). 2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1
corresponden a los diferentes aislamientos de BAFEs inoculados, RF= roca fosférica, FC=
Tratamiento de fertilizacion completa.

La figura 4-22 muestra los resultados para la variable peso seco de raiz, se puede observar
gue de manera similar a lo encontrado en el ensayo de invernadero desarrollado con la
variedad POJ 2878, las plantas con fertilizacion completa presentaron una media mas baja
en comparacion con las plantas fertilizadas unicamente con roca fosférica, lo cual de cierta
manera mantendria la hipétesis de que una menor disponibilidad de P en el suelo esta
influyendo en el desarrollo radicular de la planta, se observa ademas que los dos
tratamientos que mostraron el peso seco de raiz mas bajo fueron los que mostraron una
mayor liberacion de P in vitro a partir de fosfato tricalcico, no obstante, seria necesario
desarrollar otros experimentos con el fin de evaluar dicha hipétesis y poder asociar la
promocién de crecimiento vegetal, sobre todo de la cepa 6C07 con un aumento en la

disponibilidad de fosforo para la planta.
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Figura 4-21. Peso seco de vastago para cada tratamiento. Las barras de error corresponden
a la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
comparaciones multiples de Duncan (o= 0,05). 2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1
corresponden a los diferentes aislamientos de BAFEs inoculados, RF= roca fosforica,
FC= Tratamiento de fertilizacién completa.
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Figura 4-22. Peso seco de Raiz para cada tratamiento. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas con la prueba de
Kruskal-Wallis (a= 0,05). 2C12, 2C02, 6C05, 6C07 y S93B1 corresponden a los diferentes
aislamientos de BAFEs inoculados, RF= roca fosférica, FC= Tratamiento de fertilizacion
completa.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se caracterizaron 52 aislamientos del grupo funcional de BAFEs en actividades
relacionadas con promocion de crecimiento vegetal, provenientes de dos regiones
productoras de cafia panelera con manejos agronémicos contrastantes, encontrando, que
en los aislamientos provenientes de Santander la producciéon de compuestos inddlicos, la
solubilizacién de fosfato tricalcico y la mineralizacién de acido fitico son actividades que
estdn mas presentes, mientras que un mayor nimero de aislamientos con capacidad
antagonica frente a Rhizoctonia solani y Botrytis sp provienen de cultivos establecidos en

Cundinamarca.

Un escaso numero de aislamientos de BAFEs fueron capaces de solubilizar fosfato de
aluminio, lo cual indica que esta actividad no es coman dentro del grupo de bacterias
estudiada y que hay mecanismos diferenciales para poder hacer uso de las dos fuentes
de P inorganico evaluados, lo cual también puede estar relacionado con la baja

disponibilidad de Al presente en las muestras de suelos de las fincas analizadas.

Las actividades ACC deaminasa y nitrogenasa fueron evaluadas, sin embargo, no fueron
comunes en el grupo de BAFEs estudiadas, encontrandose solo tres aislamientos con
presuntiva actividad ACC deaminasa y cuatro aislamientos con una actividad de reduccién

de acetileno muy baja en comparacién con lo reportado en otros trabajos.

La identificacion molecular de los aislamientos de BAFES mostraron que la mayoria de
ellos estan relacionados con el clado de Bacillus cereus/B. thuringiensis y B. megaterium,
sin embargo, se reporta también la ocurrencia de aislamientos relacionados con Bacillus

macroides, provenientes en su mayoria de las fincas de la region de Santander.
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Los ensayos de invernadero desarrollados mostraron un efecto consistente del aislamiento
6CO07 en la longitud del vastago de la variedad POJ 2878, y en la longitud y peso de
vastago, asi como didmetro de tallo, en la variedad CC93-771, lo cual permitiria seleccionar
este aislamiento como potencial promotor de crecimiento vegetal en plantas de cafia
panelera, ademas, esta cepa mostré capacidad de solubilizacion de fosfato tricalcico,
fosfato de aluminio y mineralizacion de &cido fitico, lo cual podria dar un indicio de un

mecanismo asociado al aumento en la disponibilidad de P para las plantas.

5.2 Recomendaciones

Confirmar la actividad ACC deaminasa de los aislamientos que mostraron indicios de esta
actividad bajo la metodologia desarrollada mediante la cuantificacién del producto de la

enzima, a-cetobutirato y amplificar el gen acdS empleando primers especificos.

Confirmar la actividad de reduccién de acetileno de los aislamientos que mostraron
produccion de etileno, mediante el uso de técnicas méas especificas como el N

radiomarcado.

Realizar la amplificacion de genes asociados a la actividad nitrogenasa como nifH y nifDK

empleando primers especificos.

Confirmar la identidad de los aislamientos a nivel de especie empleando otros marcadores

filogenéticos como gyrA 'y gyrB o una tipificacién multilocus de secuencias (MLST).

Desarrollar una repeticion en el tiempo del ensayo de invernadero buscando estrategias
para disminuir la variabilidad de la germinacion de las semillas vegetativas de cafia
panelera y, por tanto, del tamafo de las plantas con el que se inicien los ensayos, esto,
con el fin de poder observar con mas claridad el efecto de la inoculacion de

microorganismos.
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Desarrollar ensayos a nivel de campo con el aislamiento 6C07 con el fin de tener una
evidencia mas clara del efecto positivo que podria tener esta cepa en el crecimiento de
plantas de cafia panelera, asi como evaluar posibles mecanismos que podrian estar

asociados a su eventual actividad.
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Anexo 2. Analisis del suelo empleado en los ensayos de Invernadero

CE co N Ca K Mg Na Al CICE CIC

PH | dg/m % "~ meq/ 100g

5,0 ns 15,4 0,72 2,76 0,38 1,54 0,16 0,98 5,83 ns
ns: no solicitado

P S Cu Fe Mn Zn B Ar L
mo / kg o Textura
12,5 ns 0,09 31,2 0,46 0,21 0,16 8 23 FA
Los resultados corresponden Unicameante a las muestras suministradas por el usuario v analizadas en el laboratorio

PARAMETRO METODOS DE ANALISIS VALORACION
pH Suspension suelo:agua (relacidn peso:volGmen 1:1) Potenciométrica

CE: Conductividad eléctrica

CO: Carbono organico oxidzble

M: Mitrdgeno total

Ca, K, Mg, Na: Bases intercambiables
CIC: Capacidad de intercambio catidnico
CICE: CIC Efectiva

AI: Acidez intercambiable

P: Fosforo disponible

S: Azufre disponibla

Cu, Fa, Mn, Zn: Microelemantos

B: Boro

Arcilla (Ar), limo (L), arena [A)
Textura

Extracto de la pasta de saturacion
Walkley-Black

Estimado a partir del CO (factor empleado 0,0862)
Extraccidn con MH, -Acetato 1M pH 7

Desplazamiento del NH, intercambiado con NacCl
Estimado por suma de bases y acidez intercambiables
Extraccidn con KCl 1M

Bray 11

Extraccidn con fosfato monocalcico

Extraccidn con DTPA

Extraccion con fosfato monocalcico

Bouyoucos, dispersién con Ma-Hexametafosfato
Trléngulﬁ de cdasificacidén textural USDA

Conductimétrica
Colarimétrica

Absorcidn Atdmica
Volumétrica

Volumétrica
Colorimétrica
Turbidirmétrica
Abszorcidn Atdmica
Colorimétrica
Densimétrica
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