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Resumen y Abstract IX

Resumen

Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopeliculas sobre hifas
extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relacion en la nutricion

vegetal del fésforo

La papa es el cultivo no cerealero mas grande del mundo, el cuarto cultivo de importancia
para la seguridad alimentaria mundial, y actualmente, uno de los productos mas
encarecidos de la canasta familiar por los altos costos de produccion debido en parte a los
precios de los fertilizantes. El fosforo (P) es un elemento esencial y uno de los que se usa
en mas altas dosis en el cultivo de papa, representando un alto porcentaje del costo de la
fertilizacion. Se ha planteado el uso de microorganismos del suelo que potencialmente
pueden interactuar sinérgicamente en beneficio del P, es el caso de hongos formadores
de micorrizas arbusculares (HFMA) y bacterias solubilizadoras de fosforo (BSF), sin
embargo, se deben estudiar sus interacciones. Este trabajo evalué la interaccion de cepas
de BSF Pseudomonas fluorescens, y el HFMA Rhizophagus irregularis, bajo dos
escenarios, in vitro e in vivo. Se midieron la formacion de biopelicula y motilidad de las
cepas bacterianas, su influencia en el crecimiento y colonizacién del hongo, asi como la
concentracion de P foliar de plantas papa criolla. Se encontré que cepas de P. fluorescens
formaron biopeliculas sobre hifas de R. irregularis, influyeron en el crecimiento del HFMA
y en la colonizacion de raices de papa. Su co-inoculacion en suelos para la producciéon de
papa, generaron incrementos en el contenido de P foliar de plantas de papa en presencia
de una comunidad microbiana, con roca fosférica, lo cual puede ser una alternativa para

remplazar el uso de fuentes de P soluble.

Palabras clave: HFMA, BSF, fésforo, biopeliculas.
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Abstract

Phosphate-solubilizing bacteria that form biofilms on extraradical hyphae of

mycorrhizal fungi and their relationship in phosphorus plant nutrition

The potato is the largest non-cereal crop in the world, the fourth most important crop for
global food security, actually, one of the most expensive products of the cost of living due
to high production costs due in part to fertilizer prices. Phosphorus (P) is an essential
element and one of the highest doses of application in potato cultivation, representing a
high percentage of fertilization costs. The use of soil microorganisms that can potentially
interact synergistically for the benefit of P has been proposed, as is the case of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) and phosphorus-solubilizing bacteria (PSB), however, much
remains to be studied of their interactions. This study evaluated the interaction between
strains of PSB Pseudomonas fluorescens, and AMF Rhizophagus irregularis, under two
scenarios, in vitro and in vivo. Biofilm formation and motility of the bacterial strains were
measured, as well as their influence on the growth and colonization of the fungus, and the
foliar P concentration of potato plants. It was found that P. fluorescens strains formed
biofilms on R. irregularis hyphae, influenced the growth of AMF and the colonization of
potato roots. Its co-inoculation in soils for potato production generated increases in the
foliar P content of potato plants in the presence of a microbial community, with phosphate
rock, which can be an alternative to replace the use of soluble P sources, which can be

polluting and expensive.

Keywords: AMF, PSB, phosphorous, biofilm.
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Introduccioén

Actualmente estamos viviendo un aumento excesivo de los precios de los fertilizantes. De
acuerdo al DANE, en enero de 2022 subieron los precios del 51,6% de los fertilizantes,
algunos hasta mas del 100% de su precio respecto a enero de 2021. Esto
consecuentemente ha provocado un alza generalizada de los precios de los alimentos. Por
ejemplo, la papa subié un 140% respecto a enero de 2021, convirtiéndose en el producto
mas encarecido de la canasta familiar del momento (DANE, 2022). Y precisamente, la
papa, el cultivo no cerealero mas grande del mundo que ocupa una posicion importante
para la seguridad alimentaria mundial (Lu et al., 2021), esta hoy en uno de los peores
escenarios por los altos costos de produccion debido a los fertilizantes. La papa, en
términos de seguridad alimentaria, tiene multiples ventajas frente a otros cultivos. Este
producto es de alto contenido energético, puede producirse mayor cantidad en menos
area, con menos agua y en climas mas agrestes, en comparacion con otros cultivos
importantes. Por ejemplo, por cada metro cibico de agua aplicado en el cultivo, la papa
produce 5.600 calorias de energia alimentaria frente a 3.800 del maiz, 2.300 del trigo y
2.000 del arroz (FAO, 2008). Produce en promedio 21,8 toneladas (t) de papa en una
hectarea, frente a 5,8 t de maiz, 7,7 t de arroz y 3,5 t de trigo en la misma area (FAOSTAT,
2020). En el cultivo de papa hasta el 85% de la planta es para alimento humano en
comparacion con alrededor del 50% en el caso de los cereales (Lu et al., 2021; FAO, 2008).
Recientes estudios han encontrado que la papa tiene un aporte de proteina con valores
nutricionales y funcionales mas significativos que otras proteinas vegetales y cereales, alto
contenido de aminodacidos esenciales necesarios para el cuerpo humano, ademas que sus
proteinas no generan alergias y tienen actividad selectiva contra las células cancerosas
(Hussain et al., 2021). Esto sucede porque el tipo de proteina de la papa contiene un alto
valor biol6gico (BV) de 90, en comparacion con la soya (BV de 84) y el frijol (BV de 73),
respecto a un valor de referencia de 100 del huevo, que es el alimento cuya proteina

presenta el mayor valor bioldgico (McGill et al., 2013).



2 Introduccién

La papa ha tenido un importante aumento de la producciéon y demanda en Asia, Africa y
América Latina, donde la produccién pas6 de menos de 30 millones de toneladas a
principios del decenio de 1960 a més de 240 millones en el 2016, debido a su inclusion
dentro de la categoria de seguridad alimentaria (Pérez y Villareal, 2019). Esto, ha
demandado gran exigencia a la agricultura tradicional y tecnificada, para generar los
rendimientos requeridos para el cultivo, teniendo en cuenta las diversas condiciones fisico
quimicas del suelo, condiciones climaticas y las enfermedades y plagas, entre otros. La
papa se cultiva en latitudes que van desde los 65°N hasta los 50°S y altitudes que varian
desde el nivel del mar hasta los 4.000 msnm (Gebhardt, 2013). Desde el punto de vista de
la productividad agricola, la nutricibn mineral es uno de los factores mas limitantes en su
crecimiento y por lo tanto, es necesario el manejo 6ptimo de nutrientes y fertilizacion en el
sistema productivo de papa (Schilling et al., 2016; Gomez, 2018), siendo esta una de las
especies de mayor demanda nutricional (Kumar et al., 2013; Bertsch 2003). El P (fésforo)
es uno de los elementos mas demandados en el cultivo de papa, después del K (potasio)
y el N (nitrégeno), con valores de absorcién de 0,9 kg.t. Sin embargo, debido a la baja
eficiencia de fertilizacién del fésforo que puede estar entre 10 y el 40% (Gémez y Castro,
2013), este es aplicado dos o més veces que el Ky el N, es el caso del 13-26-6, el
fertilizante de NPK mas utilizado en el cultivo de papa en los principales departamentos
productores (SIRIIAGRO, 2021). El P es un elemento esencial para el desarrollo de las
plantas, promueve el crecimiento de las raices, la rapida formacién de tubérculos y tiene

gran incidencia en la sintesis de almidén (Chung et al., 2014; Leonel et al., 2016).

Los suelos Andisoles Colombianos donde predominantemente se cultiva la papa, tienen
una condicion especial por tener pH 4cidos, alta retencién de P y formacion de precipitados
con hierro y aluminio, lo cual disminuye su disponibilidad (Gomez y Castro, 2013). Esta es
la razén por la cual los agricultores usan hasta cuatro veces mas fertilizante que el
requerido para una produccion 6ptima de cultivos, ya que hasta el 80% del P inorganico
suministrado nuevamente se fija en complejos insolubles (Johri et al., 2015). Asi, esto ha
conllevado a un consumo creciente de fertilizantes fosforados, que bajo las condiciones
actuales de precios internacionales no podra mantenerse. En Colombia la produccion
promedio de fosfatos por afio estd en el orden de 60.377 t, con una proyeccion de
crecimiento de la demanda del mercado del 27% al 2035, segun afirma la Unidad de
Planeacion Minero Energética (Quinde, 2021). Este escenario se replica a nivel global,

dado que, aungue el suelo pueda contener reservas de P que podrian ser en cantidades
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muy superiores a las requeridas para el crecimiento de las plantas, solo una fraccién esta
disponible (Sohrt et al.,, 2017). Esto sucede, bien sea por los contenidos de hierro y
aluminio en suelos acidos, por ejemplo, de los suelos Andisoles, o por los contenidos de
calcio en suelo alcalinos (Banerjee et al., 2010). De acuerdo con los datos reportados por
la Asociaciéon Internacional de los Fertilizantes (IFA), el consumo global de fertilizantes
fosforados tuvo un aumento de cuatro veces entre los afios 1961 a 2015, y de 2,4% al
2019 con 46,4 millones de t (FAOSTAT, 2021), y la tendencia de consumo para el 2022 es
de 49,1 millones de t segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO, 2019). Sin embargo, los especialistas advierten que las reservas de
P podrian agotarse en alrededor de 70 a 300 afios con una demanda maxima de P
alrededor del afio 2030 (Kauwenbergh, 2010; Cordell et al., 2009). Este gran aumento del
uso de fertilizante fosforados no solo debe frenarse porque es un elemento con reservas
globales finitas, sino que genera también problemas ambientales y de salud humana

significativos (Bindraban et al., 2020), con costos que seran insostenibles en el tiempo.

En una reciente revision del tema, Owen et al. (2015) apuntan a que el exceso de fésforo
almacenado en el suelo y proveniente del superavit producto de la fertilizacion fosfatada,
es alrededor de 1000 kg ha en suelos agricolas, para el caso de Gran Bretafia. Asi,
autores alrededor del mundo han hecho un llamado a la optimizacion en la aplicacion de
fertilizantes de P y una mejor explotacion de las reservas existentes en el suelo (Owen et
al., 2015; Withers et al., 2014; Ceballos et al., 2013; Elser y Bennett, 2011; Cordell et al.,
2011). Si se tuviera en cuenta el P de las reservas del suelo en la planificacion de
nutrientes, se ha estimado que esto podria reducir la necesidad de fertilizante inorganico
en un 50% (Sattari et al., 2012). Y es en el aprovechamiento de estas reservas del suelo
donde se podria tener una estrategia viable, para incorporar en planes integrales de
agricultura sostenible. Esta estrategia tiene su base en el uso de microorganismos del
suelo que participan directamente en el ciclo del fésforo y que presentan adaptaciones en
sus estilos de vida para la exploracion y explotacion del fésforo en el suelo. Tal es el caso
de los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) y las bacterias
solubilizadoras de fosforo (BSF) que establecen relaciones con las plantas e interactlian
entre ellos dependiendo de la disponibilidad de P (Zhang et al., 2016).

Los HFMA han desarrollado una relacién simbidtica con las plantas terrestres desde que

estas colonizaron la tierra hace aproximadamente 450 millones de afios, y se presume que
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intervinieron en esta importante transicion evolutiva (Chaturvedi et al., 2021). Su reciente
reclasificacion, los ubica en el filo Mucoromycota, subfilo Glomeromycotina (Spatafora et
al., 2017). Los HFMA estén presentes en la mayoria de los suelos y a través de sus redes
de hifas, tienen la capacidad de llegar a zonas donde la raiz no llega para explorar el suelo
en busqueda de fésforo (P) u otros nutrientes que necesita la planta hospedadora. A
cambio los hongos reciben de la planta fuentes de carbono, como azUlcares, derivados de
los fotosintatos de plantas y lipidos que no puede sintetizar (Smith y Read, 2008; Keymer
et al., 2017). Esta se considera una relacién simbiética obligada, donde el ciclo de vida de
los HFMA se completa a través de la colonizacién con sus hospedadores (Sugiura et al.,
2019).

Los HFMA forman asociaciones con raices en aproximadamente el 80% de las especies
de plantas (Chaturvedi et al., 2021). La zona del suelo influenciada por las raices y los
hongos micorricicos se conoce como micorrizosfera (Johansson et al., 2004), y aunque
aun falta mucho por conocer del efecto de la colonizacién fungica micorricica arbuscular
en la comunidad microbiana del suelo, se ha encontrado que es en la micorrizésfera en
donde tienen lugar los exudados de los HFMA, lo que influencia el crecimiento de otros
microorganismos como las bacterias (Akyol et al., 2019; Toljander et al., 2007; Toljander
et al.,, 2006). Algunos estudios muestran como las comunidades bacterianas e incluso
comunidades de otros hongos, sufren cambios en su composicion debido a la presencia
de HFMA (Akyol et al., 2019; Rodriguez et al., 2017; Viollet et al., 2017; Nuccio et al., 2013).
Se presentan también efectos sinérgicos, por lo que los exudados producto de la
asociacion micorricica arbuscular, pueden contribuir en la estimulacion del crecimiento
vegetal (Cano, 2011; King, 2011).

Cuando se habla de los HFMA y su capacidad de traslocar a la planta solo fuentes de P
soluble del suelo (Tisserant et al., 2013), las interacciones de estos importantes hongos
del suelo con especies bacterianas que tienen la capacidad de solubilizacion de P,
presentan gran relevancia. Algunos géneros bacterianos son, Pseudomonas, Azotobacter,
Burkholderia, Bacillus y Rhizobium (Browne et al., 2009; Uribe et al., 2010), siendo las
Pseudomonas fluorescens una de las especies mas estudiadas. Asi, se ha identificado que
ademas de presentar gran capacidad para solubilizar P, producen otros compuestos de
beneficio para la planta (Showkat et al., 2012). Estas bacterias solubilizadoras de fosforo

(BSF) son de vida libre y se encuentran en la mayoria de los suelos (Santillana, 2006),
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solubilizan el P organico e inorganico a través de diferentes mecanismos como: bajar el
pH del suelo, la sintesis de fosfatasas, sintesis de quelantes de P de AP, Fe®" Fe?*y Ca?*
con la ayuda de acidos orgéanicos (Browne et al., 2009). El P ya solubilizado presente en
el suelo puede ser interceptado por las raices y llegar a la planta. Esta es la forma de
absorcion directa de P, facilitada por los propios transportadores de P de la planta. Asi
mismo, puede haber una absorcion indirecta a través de la simbiosis micorricicas
arbusculares, donde la planta hospedadora obtiene P principalmente del socio fangico
quien lo transporta a través de sus hifas (Johri et al., 2015). Esta segunda forma de
absorcion del P, tiene mayor probabilidad de ocurrencia dado el gran volumen del suelo
gue alcanzan las hifas del hongo versus el volumen que alcanzan las raices. En este
contexto, Pefia y Cardona (2010), afirman que la efectividad de movilizacién de nutrientes
hacia la planta se puede aumentar hasta 40 veces mas con la asociacién de micorrizas
arbusculares, ya que un pelo radical puede absorber los nutrientes a 2 mm a la redonda y

con las hifas del micelio extrarradical se logra explorar hasta 80 mm.

Se cree que los HFMA y las BSF, deben haber co-evolucionado a través de millones de
afios, y hoy sabemos el potencial individual que tienen estos grupos de microorganismos
para generar beneficio a las plantas. Sin embargo, la interaccion de estos grupos
microbiales es aun poco entendida. Se conocen estudios que afirman que actlan
sinérgicamente (Ordofiez, 2009) y en una relacion de cooperacion (Zhang et al., 2016).
Zhang et al. (2016), realizaron evaluaciones tanto en suelo como in vitro en plantas de
Medicago sativa, concluyendo que estos microorganismos interactian en beneficio mutuo
respecto al P y C, dependiendo la disponibilidad de P. En otros estudios, con la co-
inoculacién de cepas de HFMA y BSF, se obtuvieron mayores contenidos de P en plantas
de cebolla y tomate en condiciones de invernadero (Gamalero et al., 2004; Toro et al.,
1997). Asi, muy probablemente estas bacterias mejoren el P disponible que seria tomado

por la hifa de los HFMA para ser trasladado a la planta (Nazir et al., 2009; Toro et al., 1997).

Por otro lado, se ha encontrado adherencia de las bacterias a las hifas de los hongos
(Sharma et al., 2020; Ordoriez et al., 2016; Toljander et al., 2006). Los autores destacan
gue esta es una propiedad favorable, que estd asociada con la capacidad de formar
complejos multicelulares, biopeliculas, que les proporciona una ventaja de supervivencia,
les permite soportar tensiones ambientales, tolerancia antimicrobiana, proteccion contra

depredacion, entre otros (Danhorn y Fuqua, 2007). Se han reportado estudios de bacterias
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gue forman biopeliculas, y su papel en la promocién del crecimiento de las plantas para
una agricultura sostenible (Rana et al., 2020). Particularmente la especie Pseudomonas
fluorescens, ha sido reconocida en varios estudios, por tener capacidad de formar
biopeliculas (Jara et al., 2021; Barahona et al., 2010; Hinsa y O’Toole, 2006) sobre las
estructuras de HFMA (Ude et al., 2006; Bianciotto et al., 2001). Y aunque antes de 2016
no se hablaba mucho de bacterias con la capacidad de solubilizar P como formadoras de
biopeliculas sobre hifas de HFMA, a partir de algunos estudios, se cree podria funcionar
como una estrategia de mutuo beneficio para ambos microorganismos (Sharma et al.,
2020; Ordoriez, et al., 2016; Hettiarachchi et al., 2016). Asi, la bacteria tendria una ruta por
la cual llegar a la micorrizésfera (Bianciotto et al., 2002) y el hongo podria acceder
directamente a las zonas del P solubilizado (Wang K et al., 2016), el cual traslocaria a la

planta a cambio de fuentes de carbono (Smith y Read, 2008).

De acuerdo con el escenario general descrito, es claro que se requiere aportar en el disefio
de estrategias hacia una agricultura sostenible, basada en el uso eficiente de los recursos
disponibles, asi como en el aprovechamiento de las interacciones microbianas que ocurren
naturalmente entre si, y con las plantas. La literatura describe un amplio nimero de
publicaciones, a partir de las cuales, se han desarrollado productos comerciales a base de
microorganismos, como una alternativa a los fertilizantes de sintesis (Raklami et al., 2019;
Inculet et al.,, 2019; Pérez et al.,, 2018; Rizzardi et al., 2017; Owen et al., 2015). Sin
embargo, los resultados obtenidos son muy variables, ya que no es facil determinar la
eficacia directa de los bioinoculantes comerciales, y en la mayoria de casos, son
desconocidos los mecanismos subyascentes responsables de sus efectos benéficos
(Owen et al., 2015). Esta situacion puede deberse en parte, a que se han usado sistemas
de aplicacién en la agricultura muy simplificados que ignoran los principios ecolégicos
basicos (Owen et al., 2015; Rodriguez y Sanders, 2015). Por ejemplo, se han llevado a
cabo diferentes investigaciones en sustratos 6 suelos estériles (Rodriguez y Sanders,
2015), y otros estudios, utilizando cepas individuales de estos grupos microbiales para
evaluar la capacidad de solubilizar P 6 mejorar la adquisicion de P por la planta, en
condiciones de laboratorio 6 invernadero (Singh et al., 2019; Jhori et al., 2015; Cavagnaro
et al., 2015). Pero es necesario acercar estas investigaciones a estudios que permitan el
conocimiento de las interacciones de los microorganismos y su beneficio sobre las plantas

en condiciones naturales.
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Ordofiez (2009) realiz6 un trabajo de investigacion de la interaccién de cepas de BSF de
P. fluorescens y el HFMA Rhizophagus irregularis, mediante un modelo de estudio in vitro
e in vivo en suelo no estéril, que demostrd que la co-inoculacion de estos microorganismos
resulta en beneficios positivos para la planta y logra incrementar el contenido de P foliar.
Su estudio no investigd la formacion de biopelicula y su implicacion en la interaccion BSF
— HFMA, y es a partir de alli que se vi6 la necesidad de avanzar en la tematica, y de replicar
en el tiempo un fendbmeno bioldgico observado, altamente relevante, y que debe ser

reproducido con miras a su aplicabilidad en condiciones naturales.

A través de la presente investigacion se pretende generar soluciones a la problemética ya
mencionada de la produccion del cultivo de papa. Evaluando la interaccién de dos
microorganismos del suelo en condiciones mas cercanas a una agricultura real (suelo no
estéril), centrandonos en el efecto de la interaccion de dos microorganismos que
intervienen en el ciclo del fésforo asi: las bacterias con la capacidad de solubilizar el P y
los HFMA con su capacidad de transportar el nutriente a la planta. La verificacién de esta
interaccion, podria permitir el uso del P almacenado en suelos agricolas y asi la mejora en
la eficiencia del uso de este recurso. En dicha interaccion, se evalla como caracteristica
importante la capacidad de formacion de biopeliculas de las bacterias solubilizadoras, y se
utiliza un sistema in vitro y un sistema in vivo. Y asi, estudiar el efecto de la co-inoculacién
de estos dos microorganismos en el contenido de P foliar en plantas de papa (Solanum
tuberosum), cuando esté presente el microbioma del suelo. Otras caracteristicas de los

microorganismos, como motilidad bacteriana y crecimiento del hongo son evaluadas.






1.Materiales y métodos

Se realizaron montajes in-vitro: con BSF, en la evaluacion de caracteristicas de formacién
de biopelicula y motilidad; asi como también con HFMA y BSF, para la formacién de
biopeliculas sobre las hifas de los hongos. Y montajes in-vivo, en suelo con plantas de

papa co-inoculadas con HFMA y BSF. La figura 1.1-1 presenta los principales montajes

experimentales y las mediciones realizadas.

Figura 0-1: Esquema del desarrollo de las actividades y mediciones, en la investigacion.
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| HFMA |
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1.1 In6culos microbianos

1.1.1 Hongo formador de micorriza arbuscular: HFMA

El in6culo del hongo formador de micorrizas arbusculares (HFMA) utilizado en los
experimentos in vitro, fue el aislado DAOM197198 de Rhizophagus irregularis,
suministrado por el profesor lan Sanders de la Universidad de Lausanne, Suiza. El aislado
fue crecido y conservado in vitro en asocio con raices de zanahoria (Daucus carota)
transformadas con Agrobacterium rhizogenes. El medio de cultivo utilizado fue medio
minimo (MM) (Fortin et al., 2002) (Anexo A) y las condiciones de crecimiento fueron 25 °C

por 90 dias.

Se hizo un experimento en materas, en el cual se utiliz6 como inéculo el producto comercial
Glomygel®, que contiene 2.000 propagulos por mililitro del hongo R. irregularis en una
matriz de gel. Para la aplicacion se prepard una suspension de producto por un mililitro de

agua siguiendo las indicaciones del fabricante.

1.1.2 Bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF)

Se utilizaron 10 cepas de Pseudomonas spp aisladas de rizésfera de plantas de papa
cultivadas en diferentes zonas productoras de Colombia (Lara, 2007), del linaje
Pseudomonas fluorescens y caracterizadas como solubilizadoras de fosfato (Tabla 1.1-1)
(Ordoiiez et al., 2016). Todas las cepas fueron seleccionadas en medios selectivos como
resistentes a rifampicina y forman parte del Banco de Cepas y Genes del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia.

Las cepas fueron conservadas en medio Gherna a -20 °C (Gherna, 1994), y para su uso
en cada experimento, fueron activadas en medio Luria Bertani (LB) suplementado con
rifampicina (100 pg mL™*) a 27 °C por 48 horas y resuspendidas en solucion salina a 0.85
% (p/v), segun la concentracién requerida. La composicion de los medios Ghernay LB se

encuentran en el Anexo A.
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Tabla 1.1-1: Cepas de Pseudomonas fluorescens utilizadas y su lugar de aislamiento

Fosfato tricélcico
Cepas m.s.n.m solubilizado in Municipio Cultivar
vitro (mg.L™)
P28 2663 102,93 Subachoque | Pastusa
P29 2663 60,27 Subachoque | Pastusa
P36 3050 100,75 Tausa Pastusa
P63 2631 110,28 Cogua Pastusa
P74 2631 95,55 Cogua Pastusa
P80 2631 27,159 Cogua Criolla
P95 2300 114,54 Motavita Parda
P102 2631 101,67 Cogua Pastusa
P104 2200 46,84 Motavita Pastusa
P108 2300 33,15 Motavita Parda P.

Tomada de Ordofiez et al. 2016

» Formacion de biopeliculas de las cepas de P. fluorescens

Se realizé un experimento para evaluar la capacidad de formacién de biopeliculas de las
10 cepas de P. fluorescens, para lo cual se establecié un disefio completamente al azar
con 11 tratamientos y 8 repeticiones por tratamiento, 10 de los tratamientos correspondian
a las cepas y uno al tratamiento control, este ultimo, al no tener cepa bacteriana permitid
comparar la formacién de biopeliculas en los otros tratamientos. Esta evaluacion se hizo
sobre una superficie abibtica, una microplaca de propileno, como se describe a

continuacion.

La evaluacién de la formacién de biopelicula en una superficie abibtica se realiz6 utilizando
el protocolo establecido por O'Toole et al. (1999) con algunas modificaciones reportadas
por Hamon y Lazazzera (2001). Brevemente, una vez activadas, las 10 cepas fueron
incubadas en 10 mL de medio Biopelicula (Anexo A) en tubos para centrifuga de 15 mL de
capacidad a una temperatura de 30 °C y agitacion a 150 rpm por 48 horas. Posteriormente,
se llevaron a una densidad 6ptica de 0.01 (DO600nm), se tomaron cantidades de 100 pl
de cada unay se depositaron en los pozos de una microplaca de polipropileno de 96 pozos.
Se utilizaron ocho pozos por cada cepa y ocho pozos adicionales con medio Biopelicula

sin inocular como control.
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La microplaca se conservo sin agitacién a 30°C por 48 horas, transcurrido este tiempo, se
retird el contenido de cada pozo, se realizaron lavados con agua destilada estéril hasta
eliminar por completo el medio, se agregaron 125 pl de una solucién de cristal violeta al
0.1 % (p/v) (Anexo A) y se dejaron por 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron
lavados con agua destilada estéril y se dej6 por 24 horas en posicion invertida para eliminar
el exceso de agua. Después de este tiempo, se adicionaron 125 pl de una solucién de
etanol al 80% y aceta al 20% en cada pozo, para extraer el colorante adherido en las
paredes, y se cuantificd la absorbancia a 600nm en un espectrofotometro (BIORAD®

SmartSpec Plus), utilizando la solucién de etanol aceta como blanco.

= Pruebas de motilidad por swarming y swimming

Se realiz6 un experimento para evaluar la capacidad de motilidad por swarming y
swimming de las 10 cepas de Pseudomonas fluorescens. Swarming se le denomina a la
traslocacion de las bacterias sobre superficies, y swimming, a la traslocacion en ambientes
acuosos (McCarter y Morabe, 2019). Se establecié un disefio completamente al azar con
11 tratamientos y 5 repeticiones en cada tratamiento. Diez de los tratamientos
correspondieron a las cepas y uno al tratamiento control, este Gltimo consistié en agregar
al medio de swarming y swimming, solucién salina al 85% sin cepa bacteriana, lo que
permitié verificar que no hubiera crecimiento de microorganismos ni en la solucién ni en el

medio sin adicion de cepa bacteriana.

Las pruebas se realizaron siguiendo protocolos reportados por Suarez y Venturi (2008) con
algunas modificaciones (Bastidas y Uribe, 2010). Para la prueba de swarming se utilizé el
medio M8 (Anexo A) sin NH4Cl y suplementado con 0,2% de glucosay 0,05% de glutamato,
con una concentracion de agar bacteriolégico de 0.5 %; y para swimming se utilizé medio

LB con una concentracion de agar bacterioldgico de 0.3 %.

Se obtuvo una suspensidon bacteriana de cada cepa a una concentracion de
aproximadamente 1x107 UFC.mL* (unidades formadoras de colonia por cada mililitro), se
tomaron 2 L de cada suspensién y se depositaron en el centro de cada caja de Petri. Para
swarming se aplicé la suspension en la superficie del medio y para el medio de swimming

se aplicé en la parte intermedia, a través de una puncion, teniendo cuidado de no tocar el
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fondo de la caja. Las cajas se incubaron a 25°C por 72 y 24 horas, para swarming y
swimming respectivamente, y después de este tiempo se realizé la mediciéon del diametro

de crecimiento de las bacterias.

1.2 Formacién de biopeliculas sobre hifas
extrarradicales del HFMA in vitro

Se realiz6 un experimento para evaluar la formacion de biopeliculas de 10 cepas de
Pseudomonas fluorescens sobre hifas extrarradicales de Rhizophagus irregularis en
cultivos in vitro con raices transformadas de zanahoria. Para esto, se establecié un disefio
completamente al azar con 11 tratamientos y 3 repeticiones en cada tratamiento. Diez de
los tratamientos correspondian a las cepas y uno al tratamiento control. En este Gltimo se
dispuso la misma solucion sin células bacterianas mediante lo cual se pudo comprobar la

ausencia de crecimiento bacteriano al final del experimento.

Los cultivos in vitro se desarrollaron siguiendo la metodologia establecida por St-Arnaud
et al. (1996). Se utilizaron cajas de Petri plasticas de dos compartimentos, en las que, uno
de los compartimentos se denominé compartimento “de la raiz” y el otro, compartimento
“de la hifa” (Figura 1.2-1). En el compartimento “de la raiz” se agregaron 20 mL de medio
minimo (MM) con 0,35% de phytagel (Fortin et al., 2002) (Anexo A), una vez el medio
solidificd, se posiciond la caja de forma inclinada y se agregaron 8 mL de MM sin fuente
de azucar ni fésforo en el compartimento “de la hifa”, formando una pendiente desde el
fondo del compartimento hasta la parte superior de la division de la caja (Figura 1.2-1), con

el fin de facilitar el paso de las hifas extrarradicales del hongo de un compartimento a otro.



14 Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopeliculas sobre hifas
extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relacion en la nutricion

vegetal del fésforo

Figura 1.2-1: Esquema de la caja de Petri con dos compartimentos para establecer el

cultivo in vitro del HFMA R. irregularis.

Compartimento Compartimento
“de la raiz” “de la hifa”

* Micelio
Micorriza Hifas que extrarradical
(raiz/HFMA) cruzan

Tomado de Blcking y Shacha (2005).

A partir de cultivos in vitro previamente crecidos bajo condiciones similares, se tomaron
raices de zanahoria e in6culo del HFMA para establecer los cultivos in vitro del
experimento. En cada caja de Petri ya descrita, se ubic6é un fragmento de raiz, de 5 cm
aproximadamente, sobre la superficie del medio del compartimento “de la raiz”, y sobre
esta raiz, un blogue de medio de 1 cm? aproximadamente, que contenia hifas y esporas

de hongo.

Las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad y se revisaron semanalmente, con el fin de
verificar el crecimiento de las hifas extrarradicales del hongo y controlar la ramificacién de
las raices de zanahoria, para que estas no pasaran al compartimento “de la hifa” (Figura
1.2-2). Después de siete semanas, se adicionaron 12 mL de MM semiliquido (Phytagel® 1
%), sin fuente de azucar ni fésforo, en el compartimento “de la hifa”, en donde fueron
colocados 4 pozos, cada uno de 25 pl de suspension bacteriana (1x108 UFC.mL™'), como
muestra la Figura 1.2-2. El total de las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad y después
de 30 dias se realiz6 la medicién de longitud de la hifa extrarradical del hongo con
presencia de biopelicula siguiendo el método de interseccion lineal establecido por
Tennant (1975). Brevemente, se realizo el conteo de las hifas que cruzaban las lineas de

una cuadricula en el lente del ocular del microscopio 6ptico en aumento 10X (Nikon Eclipse
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TS100), sobre 25 puntos al azar en el compartimento “de la hifa”. Cada cuadricula media
0,55 cm?, se aplicé la formula que describe el método, para obtener el dato por cm?, se
dividié la suma en 25y en el area de la cuadricula. En el tratamiento control se comprob6
la ausencia de bacterias tanto en el compartimento “de la hifa” como en la superficie de las

hifas del HFMA, ante esta ausencia no hubo medicién de hifa con biopeliculas en el control.

Figura 1.2-3: Cultivo in vitro de HFMA Rhizophagus irregularis DAOM197198, con raices
transformadas de zanahoria (compartimento “de la raiz”). Se observan los puntos de

inoculacién bacteriana en el compartimento “de la hifa” (marcados con puntos negros).

Raices de zanahoria Inéculo Bacteriano

Compartimento “de la raiz” Compartimento “de la hifa”

Figura 1.2-4: Esquema representativo del método de interseccién lineal (Tennant, 1975)
usado para la determinacion de la longitud de hifas con presencia de biopeliculas. Los

puntos rojos corresponden a las intersecciones de las hifas en las cuadriculas.
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Sobre este sistema in vitro también se realiz6 la medicion de la longitud de hifas, siguiendo

el método de interseccion lineal descrito anteriormente, utilizando la misma cuadricula y
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lente. También se cuantific el nimero de esporas presentes en un rectangulo de area de
1 cm? en 25 puntos seleccionados al azar. Con estas mediciones se pudieron comparar

estas estructuras del hongo frente a la presencia de las diferentes cepas de BSF.

Con mas de 90 dias de haber realizado la inoculacién bacteriana en el compartimento “de
la hifa”, se evalué la viabilidad de las cepas para verificar que las células que hacian parte
de la biopelicula estaban efectivamente interactuando con el hongo sobre la hifa. Con este
fin, se realiz6 una puncién con un asa de aguja sobre una biopelicula de hifa, esto para 4
hifas diferentes de cada cepa y escogidas de forma aleatoria. Esta puncion se sembré en
medio LB suplementado con rifampicina (100 pg mL?) y se llevé a incubadora a 27°C por
48 horas.

1.3 Evaluacion del efecto de la co-inoculacion de BSF y
HFMA en la transferencia de fosforo (P) en plantas de
papa sembradas en materas

1.3.1 Material vegetal

Se utilizaron tubérculos semilla calidad certificada de papa Solanum tuberosum grupo
especial phureja variedad Criolla Colombia, con un diametro promedio de 4 cm, adquiridos
en la empresa Plantar Colombia Ltda. Los tubérculos fueron lavados con agua de grifo,
desinfectados mediante inmersion en alcohol al 75% seguido de hipoclorito de sodio al 1
% durante 1 minuto cada uno, y enjuagados con abundante agua destilada estéril para

eliminar residuos que afectaran los brotes.

1.3.2 Descripcion de los tratamientos en materas

Experimento in vivo que se llevoé a cabo en el cuarto de crecimiento de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, en Bogota. Con suelo no estéril
proveniente de areas de produccion de papa del municipio de Madrid — Cundinamarca. El
experimento se realiz6 en materas con 2,8 kg de suelo, para evaluar el efecto de la

inoculacién conjunta de Pseudomonas fluorescens y Rhizophagus irregularis en la
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transferencia de P en plantas de papa. Los tratamientos consistieron en dosis de P
utilizando una fuente de P insoluble, roca fosférica marca comercial Granufos 20
(contenido del 20% de P;0s, ver Anexo D), otros con P soluble (fosfato dipotasico

(K2HPO,)), y otros sin fuente de P, como se describe a continuacion.

Se establecio un disefio completamente al azar con 14 tratamientos y cuatro repeticiones
por tratamiento. En los tratamientos 1 a 10 se realizé la co-inoculacién de una cepa
bacteriana y del HFMA y la adicion de la fuente de P insoluble (denominando cada
tratamiento con el nombre de la cepa bacteriana), el tratamiento 11 se inocul6 con el hongo
y se adicioné P insoluble (HFMA+P Insol.), al tratamiento 12 se adicioné P insoluble sin
inoculacién de alguno de los microorganismos (P Insol.), al tratamiento 13 se adicion6 P
soluble sin inoculacién de alguno de los microorganismos (P sol.) y para el tratamiento 14
no hubo inoculaciones ni adiciones de fuentes fertilizantes (No P), se describen los

tratamientos a continuacion:

Tabla 1.3-1: Descripcion de los tratamientos de la evaluacion en materas.

N° Denominacion Descripcion

1 P28 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P28 y HFMA més P insoluble
2 P29 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P29 y HFMA mas P insoluble
3 P36 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P36 y HFMA mas P insoluble
4 P63 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P63 y HFMA mas P insoluble
5 P74 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P74 y HFMA mas P insoluble
6 P80 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P80 y HFMA mas P insoluble
7 P95 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P95 y HFMA mas P insoluble
8 P102 Co-inoculacion de la cepa bacteriana P102 y HFMA mas P insoluble
9 P104 Co-inoculacién de la cepa bacteriana P104 y HFMA mas P insoluble
10 P108 Co-inoculacién de la cepa bacteriana P108 y HFMA mas P insoluble
11 | HFMA + P Insol. | Inoculacion de HFMA y adicion de P insoluble

12 P Insol. Sin inoculacién, adicién de P insoluble

13 P sol. Sin inoculacién, adicién P soluble

14 No P Sin inoculacion ni adicion de P
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1.3.3 Establecimiento de los tratamientos en las materas

Para el establecimiento de los tratamientos, se utilizaron las mismas cepas bacterianas
descritas en la Tabla 1.3-1, utilizadas en los experimentos anteriores, y se obtuvieron las
suspensiones bacterianas de cada una de las 10 cepas a una concentracion de 1x108 UFC.
mL?*; y como inéculo del HFMA se aplicé el producto comercial Glomygel® en una
suspension de 250 propagulos.mL?® para la inoculacién. La cantidad de fertilizante
requerido en el suelo se determiné teniendo en cuenta el andlisis fisico-quimico de suelos
y los requerimientos de la variedad de papa (Anexo D), aplicando el método cuantitativo
con parametros como la absorcién, el potencial de produccién en papa Criolla, y los
nutrientes aprovechables del suelo, entre otros. Para el caso puntual del fosforo, para los
tratamientos correspondientes de acuerdo a la Tabla 1.3-1, se hizo una adicion de 150
kg.ha' de P,Osy de 368 kg.ha' de K,HPO, para los tratamientos de P insoluble y P soluble

respectivamente, los calculos se describen en el Anexo D.

Los tubérculos desinfectados se sumergieron en las suspensiones bacterianas por 15
minutos con agitacion cada 3 minutos (Ordofiez, 2009), se utilizaron 7 tubérculos por
suspension por cepa -cuatro tubérculos fueron sembrados en las materas y con tres se
hizo el recuento de UFC finales adheridas en la superficie de estos-. El recuento consistié
en sumergir cada tubérculo en 10 mL de solucion salina estéril al 0.85 %, agitar en vartex
por 1 min y hacer diluciones seriadas, de las cuales, se tomaron 100 pL y se sembraron
en tapete en cajas de Petri con medio LB mas rifampicina (100 pug.mL'). Después de 48
horas de incubacion a 28 °C, se hizo el conteo de las UFC. Los datos de concentracion
(expresados en UFC) de las cepas bacterianas presentes en la superficie de los tubérculos,

después de la inoculacion, se observan en la Tabla 1.3-2.

Tabla 1.3-2: Concentracion de cepas de P. fluorescens en la superficie de tubérculos

de papa

Cepa UFC/tubérculo
P28 8,7E+06
P29 4,1E+06
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P36 5,0E+06
P63 2,3E+06
P74 9,0E+06
P80 2,6E+06
P95 2,7E+06
P102 3,7E+07
P104 8,7E+06
P108 5,6E+07

El procedimiento de siembra fue el siguiente:

En las materas con suelo se aplicé el fertilizante de acuerdo con los célculos del analisis
de suelo sefialados en el Anexo D, la dosis de P se dispuso de acuerdo al tratamiento
correspondiente Tabla 1.3-1. Se sembrd un tubérculo, inoculado o no inoculado (segun
correspondiera) por matera, a una profundidad de 5 cm. En los tratamientos que debian
tener HFMA, se realiz6 su inoculacion antes de cubrir los tubérculos, mediante la aplicaciéon
de 1 mL de la suspension alrededor de cada tubérculo segun recomendaciones del
fabricante. Y se procedi6 a tapar la semilla con suelo. Las materas se ubicaron de manera
aleatoria en el cuarto de crecimiento con temperatura de 16°C, humedad relativa de 60%
y fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad. El riego se realizé manual, tres veces por semana,
aplicando agua hasta capacidad de campo, esta capacidad de campo se determiné con el
volumen de agua adicionado previo al inicio del drenaje de exceso de agua. El experimento
tuvo una duracion de 70 dias en etapa de inicio de floracibn de las plantas. No se

presentaron plagas ni enfermedades que afectaran el desarrollo de las plantas.

1.3.4 Concentraciéon de P en tejido foliar

Finalizado el experimento, se realizd la medicion del contenido de fésforo foliar, para lo
cual se utilizé el método colorimétrico de azul de molibdato reportado por Murphy y Riley
(1962) (Anexo C). Se cosechd el cuarto peciolo por cada planta tratamiento (Agvise 2013;
Berardo et al., 2010; Nustez et al., 2006), se registro el peso de cada uno, se marcaron y
el total de peciolos fue llevado a horno de secado a una temperatura constante de 60 °C
por 48 horas. Posteriormente, se pesaron y se pulverizaron con nitrdgeno liquido, este

material se pasé a un tubo de ensayo y se adicionaron 2 mL de agua destilada desionizada,
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se mezclé con vértex durante 1 min y se centrifugdé a 8000 rpm por 10 min. Se tomaron
100 uL del sobrenadante y se diluyeron en agua destilada desionizada para un volumen
final de 500 yL. Esta solucion se utilizé en la medicion de PO4 por el método colorimétrico

de azul de molibdato.

1.3.5 Estimacién de la colonizacion bacteriana rifampicina
resistentes
Con el objetivo de estimar la presencia de Pseudomonas fluorescens rifampicina
resistentes expresado como la concentracion de UFC. g de suelo, se realizaron diluciones
seriadas. Se colect6 el suelo que estaba fuertemente adherido a las raices (suelo
rizosférico) con la ayuda de un asa de laboratorio previamente esterilizada, y con cuidado
de no herir la raiz, se pes6 un gramo, se diluyé en 9 mL de solucién salina estéril al 0.85
% (p/v) y se mezcld utilizando un vortex por 1 min. Se sembraron 100 pL de la dilucién en
medio LB suplementado con rifampicina (100 uL mL™?), se incubaron por 48 ha 28 °C y se

realizé el conteo de colonias (Ordofiez, 2009).

1.3.6 Colonizacién de raices por HFMA

Para la medicion de la colonizacion de HFMA en las raices, se cortaron trozos de 1 cm de
longitud y un grosor no mayor a 2 mm, y se almacenaron en tubos para centrifuga de 2 mL
(30 trozos/tubo) sumergidos en hielo; se obtuvieron dos tubos por cada planta del
experimento, para ser usados en las dos metodologias implementadas: un tubo por

metodologia.

= Tincion con Azul de Tripén:

Esta metodologia tuvo como objetivo estimar el porcentaje de colonizacion total de HFMA
en las raices y se utiliz6 el método de tincién de Phillips y Hayman (1970), tomado de
Marulanda (2006). En cada tubo, se adicion6 una solucién de KOH al 10 % cubriendo las
raices durante 10 min a 60 °C, se lavaron las raices con agua destilada, se adicioné HCI
al 10 % por 10 min a temperatura ambiente, se eliminé el HCl y se agreg6 una solucién de
azul de tripan al 0.05 % en &cido lactico durante toda la noche. Las raices se conservaron

en una solucion de acido lactico hasta su observacion.
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La observacion se realizé en un microscopio (Nikon Eclipse TS100). Las raices se ubicaron
en laminas portaobjetos, 15 trozos de raiz por lamina, dos laminas por cada tratamiento.
El procedimiento de lectura utilizado fue el reportado por Trouvelot et al., (1986) como:
Frecuencia de micorrizacion en el sistema radicular = (Numero de fragmentos

micorrizados/total de raices contadas) *100.

= Tincion histoquimica para actividad fosfatasa alcalina:

Esta metodologia consistio en estimar la actividad fosfatasa alcalina siguiendo el protocolo
establecido por Tisserant et al., (1993), esto con el objetivo de observar las estructuras
metabdlicamente activas del hongo. Se adicioné, a cada tubo, una solucién incubadora
(Img mL* de a-naftil PO4, 0.5 mg mL* de Cl:Mg anhidro, 0.8 mg mL* de Cl,Mn 4H,0 y
Tris acido citrico 0.05 M, pH 9,2), asegurandose de cubrir todas las raices y se dejé actuar
a 37 °C por 18 horas. Se lavaron las raices con agua destilada, se adicioné hipoclorito
sédico de cloro activo al 1 % (v/v) por 20 min a temperatura ambiente, se lavaron las raices
nuevamente con agua destilada y se agregd acido lactico al 10% y glicerol para
conservarlas hasta su observacion (Marulanda, 2006). La observacion al microscopio se

realizé de forma inmediata.

El procedimiento de lectura utilizado fue el mismo descrito en el anterior numeral.

1.3.7 Acumulacién de materia seca

Luego de los 70 dias de crecimiento de las plantas, se cosecharon los peciolos para el
analisis foliar, las raices para la evaluacion de la intensidad micorricica y el suelo rizosférico
para la cuantificacion bacteriana. Se separ6 la parte aérea de las raices para registrar el
peso seco de la parte aérea y de la raiz de cada una de las plantas del experimento (4
plantas por tratamiento), se llevaron a un horno de secado a una temperatura constante

de 60 °C por 48 horas, hasta obtener peso constante y se registré el peso seco.

1.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el programa JMP® licenciado. Se realizaron
analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de Tukey aplicando el

modelo completamente aleatorio unifactorial, luego de la validacion de normalidad de los
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datos. Las correlaciones entre variables fueron analizadas por el método Pearson. Las

diferencias fueron aceptadas con un nivel de significancia del 5%.



2.Resultados
2.1 Formacion de Biopeliculas de las Cepas de BSF

Las diez cepas de Pseudomonas fluorescens evaluadas presentaron formacion de
biopelicula en la microplaca de polipropileno, cada una con una capacidad diferente y

estadisticamente significativa para adherirse a esta superficie abiética (Figura 2.1-1).

Figura 2.1-1: Placa de polipropileno con la formacién de biopeliculas visibles por la tincién
azul del cristal violeta (anillos presentes en cada pozo), cada fila de pozos es un
tratamiento diferente con varias repeticiones. De izquierda a derecha los pozos
corresponden a las cepas P28, P29, P36, P63, P74, P80, P95, P102, P104, P108 y el

control.

P28 P29 P36 P63 P74 P80 P95 P102 P104 P108 Control

En la Figura 2.1-2 se observan los valores de absorbancia (DOeoo) de la dilucién del
colorante de la biopelicula adherida en la placa de polipropileno. Las cepas P29 y P80 no
presentaron diferencias estadisticas significativas comparadas con el control, mientras que
las restantes ocho cepas si las tuvieron. Las cepas P36 y P63 se destacaron con los
mayores valores de absorbancia, es decir, mayor formacién de biopelicula adherida a esta

superficie abidtica.



24 Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopeliculas sobre hifas

extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relacion en la
nutricién vegetal del fésforo

Figura 2.1-2: Cuantificacion de la formacién de biopelicula sobre una superficie abidtica
de las diez cepas de Pseudomonas fluorescens. Letras diferentes indican diferencias

significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Formacién de biopelicula en superficie abidtica

45
4,0

a d

DO 600nm

P28 P29 P36 P63 P74 P80 P95 P102 P104 P108 Control

Tratamientos

2.2 Pruebas de Motilidad por Swarming y Swimming

Las diez cepas de P. fluorescens presentaron motilidad por swarming después de 72
horas, con diferencias estadisticas entre tratamientos. La capacidad swarming de las
cepas P80 y P95 fue significativamente mayor que en los otros tratamientos; y la menor
capacidad swarming se observé en las cepas P74 y P108 (Figura 2.2-1).
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Figura 2.2-1: Capacidad swarming de las diez cepas de Pseudomonas fluorescens.

Letras diferentes indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Motilidad por Swarming 72 hr
20 a

d

(Diametro en mm)

P28 P29 P36 P63 P74 P80 P95 P102 P1l04 Pl108
Tratamientos

Figura 2.2-2: Motilidad por swarming de cepas de Pseudomonas fluorescens. Cepa P74
(A), Cepa P36 (B), Cepa P28 (C) y Cepa P95 (D).

A B C D

Las diez cepas de P. fluorescens presentaron motilidad por swimming después de 24 horas
y diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. Se observan valores de
desplazamiento menores en comparacion con swarming. Las cepas P29, P28, P63y P102
tuvieron mayor movilidad estadisticamente significativa por swimming, que las cepas P36
y P108 (Figura 2.2-4).
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Figura 2.2-3: Motilidad por swimming de cepas de Pseudomonas fluorescens. Cepa P29

(A), Cepa P80 (B).

Figura 2.2-4: Capacidad Swimming de las diez cepas de Pseudomonas fluorescens.
Letras diferentes indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Motilidad por Swimming (24 horas)

(mm)

P74 P80 PS5 P102 Pl104 Pl108

P28 P29 P36 P63
Tratamientos

2.3 Formacion de Biopeliculas sobre Hifas
Extrarradicales del HFMA in vitro

Las diez cepas de P. fluorescens formaron biopelicula sobre las hifas extrarradicales del
hongo R. irregularis en el cultivo in vitro, en las cuales se observaron células bacterianas
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adheridas a lo largo de las hifas extrarradicales del HFMA (Figuras 2.3-1y 2.3-2), asi como
también, alrededor de las estructuras ramificadas de absorcion (BAS) y de hifas

secundarias (Figura 2.3-3).

Figura 2.3-1: Alaizquierda, sistema de cultivo in vitro de raices de zanahoria micorrizadas
con inoculacion de la cepa P29. A la derecha, se observa directamente en la caja de Petri,
el desarrollo de las biopeliculas sobre las hifas de R. irregularis a partir de un punto de
inoculacién. Los puntos pequefios, abundantes y blancos que muestra la fotografia de la

derecha, son esporas del HFMA.

Biopelicula sobre hifa

Figura 2.3-2: Formacién de biopelicula de la cepa P74 sobre una hifa extrarradical de R.
irregularis (HFMA, Hongo Formador de Micorriza Arbuscular) en el sistema de cultivo in

vitro de raices micorrizadas de zanahoria.

Hifas del HFMA
B
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Figura 2.3-3: Fotografias de las biopeliculas sobre la hifa de R. irregularis en el cultivo in
vitro. Crecimiento de las biopeliculas: A. Alrededor de las estructuras ramificadas de

absorcion (BAS). B. Sobre y a lo largo de la hifa. C. Alrededor de hifas secundarias.

A B C

La longitud de la hifa colonizada vari6 significativamente entre cepas (P = 0,0003). Las
cepas P28, P29 y P102 cubrieron una mayor longitud de hifa que las cepas P63 y P104.
(Figura 2.3-4). El detalle de las observaciones microscopicas de la formacion de biopelicula
de cada cepa sobre las hifas se puede observar en el Anexo E. No se observo crecimiento

de bacterias en el tratamiento control.

Aunque la longitud de biopeliculas sobre hifa que se registré de las cepas bacterianas
evaluadas es considerable, no alcanzaron a llegar al “compartimento de la raiz” en donde
se pensaria que, de haber llegado, se podria evidenciar esta estructura de biopelicula

sobre la raiz de zanahoria.

Figura 2.3-4: Longitud de hifa con presencia de biopelicula de las 10 cepas bacterianas
de Pseudomonas fluorescens en cultivo in vitro. Los datos representan la longitud de hifa
promedio con biopelicula por tratamiento por 1 cm?. Letras diferentes indican diferencias

significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).
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En la prueba de viabilidad realizada a los 90 dias, la totalidad de las cepas bacterianas
mostraron crecimiento en el medio LB con rifampicina después de 48 horas, lo que permite
sugerir que su crecimiento sobre las hifas del hongo aseguré su supervivencia por un largo
periodo, teniendo en cuenta que el medio de cultivo utilizado en el compartimento “de la

hifa” no contenia fuentes de fésforo ni carbono.

Los resultados de correlacion del analisis estadistico mostraron que hay correlacion
estadistica positiva entre la motilidad por swarming 6 swiming y la formacién de biopelicula
sobre las hifas (coeficiente de Pearson de 0.404 y 0.419, respectivamente)., sin embargo,

es baja dicha correlacion.

2.3.1 Longitud de micelio extrarradical y numero de esporas

Los resultados de longitud de hifas extrarradicales en el sistema in vitro presentaron
diferencias estadisticas significativas entre cepas (ANOVA F 29 = 6.21, P = 0.0003)
(Figura 2.3-5), por lo que se infiere que el desarrollo del hongo fue afectado por la presencia
de las diferentes cepas. En los sistemas in vitro inoculados con las cepas P36, P102 y P29
se observo la mayor longitud de hifa (36 a 47 cm), mientras la inoculacion con la cepa P104

tuvo la menor longitud de hifa extrarradical (12 cm).

Figura 2.3-5: Longitud de hifa de R. irregularis en la presencia de las 10 cepas bacterianas

de Pseudomonas fluorescens en un cultivo in vitro. Los datos representan la longitud de
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hifa promedio por tratamiento por 1 cm?. Letras diferentes indican diferencias significativas
por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Longitud de Hifa/cm?

Longitud de hifa en cm

P28 P29 P36 P63 P74 P80 P95 Pl102 P104 P108

Cepas bacterianas

De la misma manera, la producciéon de esporas del HFMA también fue significativamente
afectada por la presencia de las diferentes cepas bacterianas en el cultivo in vitro (ANOVA
F (9,200 = 18.86, P <0.0001) (Figura 2.3-6). Por las pruebas de comparacion se puede inferir
gue la cepa P36 presenta la mayor diferencia estadistica, seguida por las cepas P28, P29
y P102 superando en namero de esporas a las demas cepas en estudio. Merece destacar
gue estas cepas también presentaron los mayores valores en el desarrollo de longitud de
hifa en el mismo sistema in vitro, y la cepa P104 presentd el menor valor de longitud de
hifa y uno de los menores nimeros de esporas/cm?. Se encontrd una correlacion positiva

de estas dos variables (coeficiente de correlacion de Pearson de 0,760).

Figura 2.3-6: Numero de esporas de R. irregularis producidas en interaccion con las 10
cepas bacterianas de Pseudomonas fluorescens en un cultivo in vitro. Letras diferentes

indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).
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2.4 Evaluacion del Efecto de la Co-inoculacion de BSF y
HFMA en la Transferencia de Fosforo (P) en Plantas
de Papa Sembradas en Materas

2.4.1 Concentracion de P en tejido foliar

La concentracién de P foliar en las plantas de papa criolla, fue significativamente afectada
por la co-inoculacion de cepas de BSF y R. irregularis (ANOVA, F3, 42= 5.53, P < 0.0001)
(Figura 2.4-1). La mas alta concentracion de P foliar se encontr6 en plantas inoculadas con
la cepa P102, con diferencia significativa en comparacion a los 7 tratamientos de los co-
inoculados y los controles sin inoculacion de BSF. El tratamiento de P soluble también
presento un valor alto de concentracion de P, pero solo estadisticamente diferente respecto
a los tratamientos control: P insoluble sin co-inoculacién (P Insol.) y sin P ni co-inoculacién
(No P). Las plantas inoculadas con el HFMA y con fuente de P insoluble, aunque
presentaron un mayor valor de concentracion de P foliar respecto a los tratamientos control
(P Insol. y No P) éste no fue estadisticamente diferente, lo que puede indicar que la
inoculacién con HFMA por si sola no ayudé a la planta en la absorcién de P con una fuente
de P insoluble (roca fosférica), sino que pudo deberse a la accién de la poblacion

microbiana nativa.

Figura 2.4-1: Concentracion de P en tejido foliar de plantas de S. tuberosum grupo

phureja (papa cultivar Criolla Colombia) con diferentes tratamientos. 10 tratamientos, co-
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inoculados con diez cepas de P. fluoresecens (P28 — P108) y R. irregularis (HFMA) y
fertilizados con roca fosférica (P insoluble). Tratamiento HFMA+P Insol.: Con R. irregularis
y roca fosférica. Tratamiento P Sol.: No co-inoculado y fertilizado con P soluble.
Tratamiento P Insol.: No co-inoculado y fertilizado con roca fosférica. Tratamiento No P:
No Co-inoculado ni fertilizado. Letras diferentes indican diferencias significativas por la
prueba de Tukey (P < 0.05).
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2.4.2 Estimacion de la colonizacion bacteriana rifampicina
resistentes
Al finalizar el experimento, el nUmero promedio de las bacterias resistentes a rifampicina
recuperadas del suelo de los tratamientos inoculados con BSF, estuvo entre 1,10 x10°
UFC.g! (P36) y 1,40 x10° UFC.g'de suelo (P108), y de 6,80 x10* UFC.g* de suelo en el
tratamiento no inoculado con microorganismos (Tabla 2.4-1). La presencia de esta
poblacion bacteriana rifampicina resistente en el tratamiento no inoculado, supone que el
suelo tenia una poblacién nativa de bacterias rifampicina resistentes. El tratamiento control
presentd menor nimero de bacterias, lo que equivaldria a que las cepas bacterianas de P.
fluorescens inoculadas lograron colonizar la rizésfera de S. tuberosum, sin embargo, no se
puede inferir respecto a una diferencia estadistica significativa dado que hubo una alta

varianza entre las repeticiones de los tratamientos, tampoco se encontro relacién de esta
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variable y las registradas de crecimiento de las plantas o colonizacién fingica en este

experimento.

Tabla 2.4-1:Concentracién de cepas de Pseudomonas resistentes a rifampicina en el

suelo rizosférico de las plantas de papa en los tratamientos inoculados y no inoculados.

TRATAMIENTO UFC/gSuelo
No inoculado 6,8E+04

P28 2,0E+05
P29 9,3E+05
P36 1,1E+05
P63 9,5E+05
P74 3,5E+05
P80 7,5E+05
P95 2,0E+06
P102 1,9E+05
P104 1,6E+05
P108 1,4E+06

2.4.3 Colonizacién de raices por HFMA

La inoculacion con diferentes BSF tuvo un efecto estadisticamente significativo en la
colonizacion micorricica (ANOVA, F 13 55 = 4.65, P = 0.0001). El porcentaje de longitud de
la raiz colonizada por el hongo, fue significativamente mayor en el tratamiento inoculado
con P102 en comparacion con los demas tratamientos. También las cepas P29, P74, P80
y P104 tuvieron una mayor colonizacién micorricica versus dos de los tratamientos control
no co-inoculados (tratamiento sin P y tratamiento con P insoluble) (Figura 2.4-2). El
tratamiento de P insoluble fue el de menor valor de colonizacién por el hongo en raiz, con
diferencia estadistica con los tratamientos ya mencionados ademas del inoculado con P28.
Los resultados estadisticos dieron una correlacién de 0,66 entre las variables colonizacion
micorricica y el contenido de P foliar, lo que podria inferir una importante influencia de la
colonizacién del hongo en raiz respecto a la traslocacion de P del hongo micorricico

arbuscular.

La colonizacién micorricica metabolicamente activa, medida como porcentaje de la

longitud de las raices colonizadas por estructuras micorricicas de hongos tefliidas como
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evidencia de la actividad de la fosfatasa, también fue significativamente mejorada en
tratamientos con algunas cepas de BSF (ANOVA, F3, 55 = 2.51, P = 0.008). Por ejemplo,
las plantas inoculadas con P29, P80 y P102 mostraron niveles significativamente mayores
de colonizacion fungica metabolicamente activa en las raices en comparacion con los tres
tratamientos sin BSF ni HFMA: tratamiento con adicién de P soluble, el de P insoluble y el
sin adicién de P (Figura 2.4-3). Los deméds tratamientos bacterianos y el inoculado con
HFMA, no presentaron diferencias significativas con los tratamientos control no inoculados.

Figura 2.4-2: Porcentaje de longitud de raiz de papa colonizada por HFMA en las plantas
de las materas con contenido de suelo no estéril. Letras diferentes indican diferencias

significativas por la prueba de Tukey (P < 0.05).

Colonizacion Micorricica Total

Porcentaje (%)
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Figura 2.4-3: Porcentaje de longitud de raiz de papa con colonizacién micorricica
metabodlicamente activa por HFMA en las plantas de las materas con contenido de suelo
no estéril. Letras diferentes indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P <
0.05).
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2.4.4 Acumulacion de materia seca

La co-inoculacion de BSF y R. irregularis no tuvo efecto sobre la acumulacién de materia
seca en la parte aérea ni en la raiz de las plantas de papa (p= 0,08 y p= 0,8
respectivamente), sin embargo, se presentaron diferencias significativas en la prueba de

comparacion de medias entre los tratamientos.

El tratamiento con solo aplicacién de la fuente de fésforo soluble (P Sol.) presenté la mayor
acumulacién de biomasa en la parte aérea de la planta con diferencia estadistica respecto
al tratamiento sin co-inoculacion ni aplicacion de fésforo (No P), el cual fue el tratamiento
de menor peso seco (Figura 2.4-4). Lo que puede significar que, esta fuente de P soluble

fue absorbida directamente y eficientemente por la planta e incidié6 en mayor biomasa.
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Figura 2.4-4: Acumulacion de materia seca en raices y parte aérea de plantas de papa
cultivar Criolla Colombia co-inoculadas con diez cepas de P. fluoresecens (P28 — P108) y
R. irregularis (HFMA) y fertilizadas con roca fosférica (P. insol.) y una fuente de P soluble
(P. sol.). Letras diferentes indican diferencias significativas por la prueba de Tukey (P <
0.05).
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3.Discusion

Este estudio evalla las interacciones de microorganismos del suelo de alta relevancia en
el crecimiento vegetal y la produccion de cultivos, usando dos modelos experimentales, in
vitro e in vivo, lo que permite acercar el conocimiento obtenido de los experimentos de
laboratorio bajo condiciones controladas de crecimiento y desarrollo de los

microorganismos, a ambientes que se aproximan a las condiciones reales de campo.
= Formacion de biopeliculas de BSF Pseudomonas sp.

Mediante los experimentos in vitro, se observé la formacion de biopeliculas de las 10 cepas
de P. fluorescens evaluadas, tanto en una superficie abiética como en una superficie
biética, con una amplia variacion entre las cepas en estudio. Los resultados presentados
sobre la superficie abibtica, son congruentes con lo descrito por varios autores,
destacandose entre otros atributos la gran capacidad de Pseudomonas fluorescens de
formar biopeliculas (Novinscak y Filion, 2018; Hinsa y O’Toole, 2006; O’'Toole y Kolter,
1998). La cepa P36 con valor de absorbancia de 4.0, mostré la mayor formacion de
biopelicula, seguida muy cercanamente de la P63. Novinscak y Filion (2018) obtuvieron
valores de absorbancia significativamente altos de Pseudomonas fluorescens versus otros
géneros, sin embargo, sus resultados reportan valores de absorbancia que oscilan entre
0.1 y 0.8, de cepas promotoras de crecimiento vegetal aisladas de suelos agricolas,
mientras en este estudio, los resultados de absorbancia estan en el orden de 0.18 a 4.0,
lo que puede sugerir que estamos frente a unas cepas de P. fluorescens que provienen de
suelos agricolas y podrian tener la capacidad de formacién de biopeliculas superior a otras
cepas.

En la evaluacion de biopelicula sobre la superficie bidtica, como se mencioné, hubo
formacién de biopelicula de las 10 cepas de P. fluorescens sobre las hifas del HFMA R.

irregularis. Con estos resultados, y otros del presente estudio, se logré consolidar la
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publicacién realizada en el afio 2016 (Ordofiez et al., 2016), en la cual hacen parte también
resultados previos al presente, obtenidos por Lara (2007) y Ordofiez (2009). Esta, fue una
de las primeras, y aun una de las pocas, investigaciones que divulgaron resultados acerca
de formacion de biopeliculas de bacterias con capacidad de solubilizar fésforo, sobre hifas
de HFMA. Se conocian interacciones previas a esta publicacién, en las que bacterias se
adherian a la superficie de hifas de HFMA (Toljander et al., 2006; Scheublin et al., 2010;
Lecomte y St-Arnaud, 2011), y de formacién de biopeliculas sobre las estructuras del
hongo (Bianciotto et al., 2001; Ude et al., 2006), sin tener mayor reporte de la capacidad
de solubilizar fésforo. En los Gltimos afios se ha registrado mayor atencién a la formacion
de biopeliculas por las rizobacterias (Rana et al., 2020; Ahmad el al., 2017; Hettiarachchi
et al., 2016), ya que la realidad bacteriana es que el crecimiento plancténico puro es poco
comun, y las biopeliculas han sido parte del entorno de forma frecuente (Herrera, 2004).
Sharma et al., (2020), realizaron un estudio con cepas bacterianas del suelo que estaban
adheridas a hifas de HFMA, utilizaron actividades de investigacion y sistemas in vitro
similares a los aqui descritos, y sus resultados mostraron formacion de biopeliculas de 3
cepas de BSF Peudomonas spp. sobre hifas de HFMA. De manera que partieron de
asociaciones naturales entre BSF y HFMA para tener un sinergismo mas estable. Lo que
permite inferir que experimentos y resultados de nuestra investigacion puedan haber dado

pauta e inspirado el estudio de Sharma et al., (2020) y el avance de la tematica.

Dentro de los montajes in vitro, ademas de probar la capacidad de formacion de
biopelicula, se evalué la motilidad de las cepas bacterianas por swimming y swarming, ya
gue son caracteristicas importantes dentro de las fases de adhesién para la formacion de
biopeliculas y colonizacién competitiva (Ying et al., 2009; Danhorn y Fuqua, 2007; Ramsey
y Whiteley, 2004; O’'Toole et al., 2000). Todas las 10 cepas bacterianas evaluadas
presentaron capacidad de motilidad tanto por swarming como por swimming, generando
una mayor colonizacién del area por swarming, que es el modo bacteriano conocido mas
rapido para su desplazamiento en una superficie y rapida colonizacién de un ambiente rico
en nutrientes (Verstraeten et al., 2008). Las cepas P80 y P95 colonizaron casi la totalidad
de area, mientras las cepas P74 y P108 tuvieron los menores desplazamientos. Sharma
et al., (2020) también encontraron motilidad por swimming y swarming en 12 cepas de BSF

dentro de los cuales 8 eran Pseudomonas spp., definiendo el 25% de estas como rapidas
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swimmers con valores de desplazamiento hasta de 8.4 mm en el tiempo de evaluacion.
Los resultados de nuestras cepas mostraron valores de desplazamiento hasta de 25 mm
por swimming, lo que puede sugerir que las cepas analizadas por nosotros, presentan una
mayor capacidad de motilidad, de la misma manera como se destacaron en la formacién
de biopelicula. Y es que estas formas de locomocién hacen parte de las estrategias de
supervivencia bacteriana muy relacionadas con la formacién de biopeliculas (McCarter y
Morabe, 2019).

La prueba de formacion de biopelicula sobre superficie abi6tica nos mostro la capacidad
de formacién de biopelicula de todas las cepas, y efectivamente luego en el experimento
sobre las hifas, todas las cepas bacterianas formaron biopeliculas en esta nueva superficie.
Sin embargo, se encontré6 una correlacion negativa estadisticamente entre estas dos
variables, la cepa de mayor longitud de biopelicula sobre hifa (P29) tuvo la menor
biopelicula en la superficie abibtica, de manera que un mayor desarrollo de biopeliculas en
superficies abidticas no predijo si la bacteria tendria la mayor formacién de biopelicula
sobre hifas de HFMA. Es importante resaltar, que el método aqui utilizado para determinar
a las cepas como formadoras de biopeliculas, el de O’'Toole et al., (1999), es uno de los
mas empleados por los investigadores para este fin (Uzcudun, 2004), y el cual no se ha
modificado para evaluar sobre una superficie biética como las hifas. Para cuantificar la
biopelicula sobre hifa, se adopté el método de interseccion lineal de Tennant (1975), el
cual es utilizado para determinar la longitud de hifa, y en este caso, nos mostré la longitud
de hifa con presencia de biopelicula, y esto a nivel practico puede representar la habilidad
de la bacteria en colonizar la hifa en su mayor longitud para su beneficio. Sin embargo,
este método, no nos permitié calificar el tipo de formacion de biopelicula en una misma
longitud, por ejemplo, se observé que las cepas P95y P102 desarrollaron biopeliculas mas
gruesas, sugiriendo que albergaran mayor numero de células bacterianas; y cepas como
las P36 y P104, por el contrario, se observaron con poca biopelicula, aparentemente con
menor nimero de células (Anexo E). Para precisar lo anterior, se debera evaluar en un
trabajo posterior, la calidad de esta biopelicula sobre hifa y si esto podria atribuir un
beneficio practico a la relacién tripartita BSF-HFMA-planta. Si por ejemplo se plantea un
experimento in vitro en el que ademas de realizar las mediciones de longitud de hifa con
biopelicula y el crecimiento del hongo, se intenta hacer unatincion de la biopelicula a través
de la cual se pueda cuantificar por absorbancia la cantidad de biopelicula por mm de

longitud de hifa. También se podria intentar extraer una porcién determinada del medio in
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vitro, con contenido de longitud conocida de hifa con biopelicula, y conseguir la poblacién
bacteriana adherida a la hifa, e inferir cuantitativamente sobre la calidad de dicha
biopelicula. Lo cual podria ser comparado con el comportamiento en un sistema BSF-
HFMA-planta para evaluar el beneficio en la planta. Se esperaria que una biopelicula méas
desarrollada muestre mayor estabilidad y suficiencia frente a los sistemas planténicos, tal
y como lo demostr6 Simdes et al. (2008), y se obtenga un incremento de la solubilizacion
de fosforo a través del buen desarrollo de la biopelicula (Jayasinghearachchi y
Seneviratne, 2006). Esto, ademas, podria deberse al alto nivel de produccion de acidos
organicos asociado con la comunidad de la biopelicula con un alto nivel de expresion

génica versus bacterias individuales (Vilain y Brozel, 2006).

Del experimento in vitro en el que se evalu6 formacion de biopelicula sobre hifa, también
se evaluaron otras caracteristicas del hongo bajo la influencia de las BSF. Aunque no se
tuvo comparaciéon con un control sin bacteria, se observé un efecto significativo en el
crecimiento de la hifa y produccién de esporas entre los tratamientos de acuerdo a la
identidad de las cepas de P. fluorescens. Y es que en un sistema natural, es poco probable
gue los HFMA estén en la ausencia de alguna cepa bacteriana. Se tuvo una correlacion
positiva de estas dos variables, en donde la cepa P36 presentd los mayores valores de
longitud de hifa y nUmero de esporas, seguida de la P102. Ordofiez (2009), para las
mismas cepas de estudio y utilizando una metodologia similar, compar6 con un control sin
bacteria y observé un menor crecimiento del hongo en presencia de las cepas bacterianas,
sin embargo, no se evaluo biopelicula sobre las hifas. Por su parte, Sharma et al., (2020),
también con una metodologia similar, tuvieron presencia de biopeliculas sobre hifas y
sugirieron que podia ser una relacibn mutualista, ya que no encontraron efecto negativo
de las BSF en la longitud de hifa ni en el nimero de esporas del HFMA. Varios estudios
han demostrado que P. fluorescens pueden actuar como “helper bacteria” de los hongos,
y mejorar significativamente la colonizacion bajo diferentes condiciones (Shinde et al.,
2019; Ghorchiani and Etesami, 2018; Frey-Klett et al., 2007). Esto puede ser el resultado
de la interaccién de cepas individuales con hongos que ademas compiten en un ambiente
determinado, y conlleva a una adaptacion entre ciertos grupos bacterianos a un estilo de
vida asociado con hongos, lo cual se refleja en la gran diversidad de bacterias reportadas

asociadas a hifas extrarradicales de HFMA (Emmett et al., 2021). Es un tema de mucho
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interés, y aunque su funcién y naturaleza aun se desconocen, autores como Cruz e Ishii,
T. (2012), hipotetizan que en el complejo sistema de bacterias-HFMA-plantas, algunas
funciones que se cree llevan a cabo los HFMA en realidad dependen de sus bacterias
asociadas. Ellos mostraron como bacterias de biopeliculas pueden liberarse a los espacios
intercelulares de las raices a través de las hifas de HFMA e interactuar con otros

microorganismos endofitos.

Un resultado adicional importante de la formacién de biopelicula, en el cultivo in vitro de
interaccion de BSF y HFMA, fue la prueba de viabilidad positiva de las bacterias adheridas
a las hifas del hongo pasados 90 dias. Teniendo en cuenta que el compartimento donde
fueron inoculadas contenia un medio libre de carbono y P, se puede sugerir, que mediante
las hifas del hongo las bacterias se suplieron del carbono necesario para su supervivencia
durante este periodo de tiempo, y puede que la presencia en biopelicula haya favorecido
la capacidad de supervivencia (Hamon y Lazazzera, 2001). Otros estudios con helper
bacteria, han comprobado la supervivencia de cepas de P. fluorescens en suelo por largos
periodos de tiempo, gracias a la presencia de los HFMA (Frey-Klett et al., 2007; Gamalero
et al., 2004). Y es que los HFMA generan exudados a través de sus hifas en su estrecha
region del suelo, los cuales no solo contienen compuestos ricos en carbono, sino que
también promueven el crecimiento y la actividad bacteriana e influyen en la estructura de
la comunidad microbiana, ademas conducen a cambios en la funcién y en el ciclo de
nutrientes organicos, lo que la hace una zona Unica e importante en los ecosistemas
(Zhang et al., 2022).

* Interaccion tripartita HFMA-BSF-planta

A partir de comprobar la capacidad de formacion de biopeliculas de las cepas de BSF de
la especie P. fluorescens evaluadas, y a su vez, de las observaciones en el sistema in vitro
de las biopeliculas sobre hifas, se podria pensar en la formacion de biopeliculas de estas
cepas BSF sobre el HFMA en las interacciones que tienen lugar en nuestros suelos
agricolas. Aunque estudiar la biopelicula directamente en el suelo no fue viable, se
presume que las cepas bacterianas de este estudio, harian uso de esa gran capacidad de
formacion de biopeliculas en el sistema in vivo. Existen varios reportes de la presencia de
diferentes cepas bacterianas en la superficie de hifas y de esporas de HFMA formando

estructuras similares a biopeliculas en ecosistemas naturales (Etesami et al., 2021, Iffis et
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al., 2016; Agnolucci et al., 2015; Cruz and Ishii, 2012; Lecomte y Arnaud, 2011; Scheublin
et al., 2010;). La presencia de biopelicula garantiza mayor supervivencia de las bacterias,
ya que pueden superar condiciones ambientales cambiantes, generar una mayor
colonizacién y protegerse (Danhorn y Fuqua, 2007). Los autores Etesami et al. (2021),
mencionan que para las BSF y los HFMA, la biopelicula podria funcionar como una
estrategia de mutuo beneficio, las BSF podrian usar la hifa para permitir su crecimiento en
la direccién hacia la planta, colonizar la rizosfera, y usar mas exudados de plantas. Wang
et al. (2016), demostraron como el flujo del carbono que pasa de las plantas al micelio del
HFMA, es exudado como fotosintatos por el hongo y asimilado por las BSF que estan

asociadas a este, y que mineralizan el P organico del suelo.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, se evaluo la interaccion de estas cepas de BSF
formadoras de biopeliculas y el HFMA en un sistema in vivo, con suelo no esterilizado y
plantas de Solanum tuberosum grupo phureja. Los resultados obtenidos fueron
congruentes con lo observado in vitro. Las diferentes cepas bacterianas tuvieron también
un efecto diferencial y estadisticamente significativo sobre la colonizaciéon del hongo, en
presencia de una comunidad microbiana local. La cepa P102 mostr6 un aumento de la
colonizacion del hongo en raiz de papa del 147% versus los tratamientos sin inoculacion
(controles), y en comparacién con los tratamientos co-inoculados, la cepa P102, aumenté
la colonizacion del hongo desde un 34%, versus la cepa P29, hasta un 140%, versus la
cepa P63. Otros tratamientos co-inoculados, P29, P74, P80 y P104, incrementaron la
colonizacion del HFMA en un 75% en promedio en comparacion con los controles sin
inoculacién. Varios estudios también han reportado aumentos en la colonizacion de raices
con cepas de BSF, en suelos sin esterilizar, fertilizacion fosforada y cultivos de papa (Saini
et al., 2021; Fuquen y Siancho, 2009; Ordofiez, 2009). Ordofiez (2009) en su estudio con
las mismas cepas, también destacé mayor colonizacién de raices con las cepas P29, P74
y P104 frente a los controles, aunque en su estudio, la cepa P102 no tuvo la mejor
colonizacién. Sin embargo, varios estudios al igual que el presente, han reportado
diferentes resultados de estas cepas bacterianas que pueden diferir entre si (Lara 2007;
Fuquen y Siancho 2009; Ordoiiez, 2009), siendo todos acertados para cada caso de
aplicacion, ya que responden a diferentes factores biolégicos, ecoldgicos y de ambiente,

pero que evidencian las interacciones microbianas y sus importantes efectos.
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La colonizacibn metabdlicamente activa, evaluada mediante la tincion para fosfatasa
alcalina, también fue fuertemente influenciada por la identidad de las cepas de BSF. Asi,
los tratamientos con las cepas bacterianas P29, P80 y P102 tuvieron una mayor
colonizacién activa en comparacion a los tratamientos control no inoculados, logrando
aumentos del 340% con la cepa P102. En concordancia con otros reportes y como era de
esperarse, se obtuvo una mayor colonizacién micorricica con la tincién con azul de Tripan,
gue con la tincibn que evidencia la actividad de la fosfatasa alcalina (Covacevich y
Echeverria, 2010; Van Aarle et al.,, 2002). Mientras el azul de Tripan tifie todas las
estructuras del hongo (incluyendo estructuras no activas/viejas), la actividad fosfatasa
alcalina involucra enzimas que participan en la traslocacion activa del P en los HFMA

(Marulanda, 2006), lo cual estaria relacionado con el contenido de P de la planta.

En el experimento in vivo, estuvo presente la comunidad microbiana nativa del suelo,
incluyendo los HFMA locales. En ese sentido, comunidades nativas de HFMA generaron
porcentajes de colonizacién en raices del 25% al 29%, descritos por los tratamientos
control sin inoculacién (Figura 2.4-1). Y el tratamiento inoculado Unicamente con HFMA,
no presentd diferencias significativas respecto a los controles, lo que puede sugerir que la
inoculacion con el HFMA introducido no tuvo efecto sobre la colonizacion de las plantas,
la cual ocurri6 por HFMA nativos. Aunque las diferentes fuentes de fosforo de los
tratamientos no tuvieron incidencia en la colonizacién micorricica de los tratamientos
control sin co-inoculacién, la adicion de P, como roca fosférica, a los tratamientos co-
inoculados, se cree pudo ser importante para generar un resultado de aumento en la
colonizacién micorricica (Pefa et al., 2021), ya que el contenido de P en el suelo era bajo
(Anexo D, Gomez y Castro, 2013). De acuerdo a Zhang et al. (2016), los HFMA y la BSF
interactan en el suelo en beneficio de cada uno, por el P 6 carbono requerido, solo si se
tiene el contenido de P adecuado en el medio. En el estudio realizado por Wang et al.
(2016), la BSF compitié con el HFMA por el P del suelo, no hubo beneficio en la asimilacion
de P por la planta y se redujo el crecimiento de la hifa del hongo. Para el presente estudio,
se puede inferir que algunas cepas de BSF interactuaron sinérgicamente con los HFMA y
no competitivamente, mediado posiblemente por el P suficiente en la interaccién. Estos
resultados refuerzan la objeciéon al paradigma de inhibicién de P (Pefa et al., 2021), este
paradigma dice, que la colonizacion de las raices y el beneficio en las plantas por la
inoculacion de HFMA decrece con el incremento de P en el suelo, y ha sido validado por

diferentes investigaciones (Mosse, 1973; Thomson et al., 1986; Smith and Read, 2008;
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Balzergue et al., 2010; Salvioli di Fossalunga and Novero, 2019). Sin embargo, también
existen otros estudios en los que se evidencia que una disponibilidad muy baja de P puede
inhibir la colonizacion de HFMA por lo que se requieren adiciones de P para estimular la
colonizacién (Bolan et al., 1984; Miranda y Harris, 1994). En otras investigaciones, es
evidente que la colonizacidn por HFMA de raices no siempre disminuye con el aumento de
la dosis de P en campo (Higo et al., 2020; Pefia et al. 2021); también se han obtenido
beneficios en la productividad, por ejemplo, en el caso del cultivo de yuca con la inoculacion
con cepas de R. irregularis y fertilizacion 100% P (Ceballos et al., 2019). En la actualidad
este paradigma no se ha generalizado en campo y no hay estudios publicados que prueben
el paradigma de P en cultivos de importancia mundial en suelos tropicales. De manera que
no se puede usar como una generalizacién, que se obtendra una mayor colonizacién de
raices 0 beneficios en las plantas por inoculacion de HFMA en suelos deficientes de P en
ausencia de fertilizacion de P. Sino que el resultado puede variar de acuerdo a los
genotipos del cultivo, la identidad de los HFMA, las condiciones de la zona, entre otros
(Pefia et al. 2021).

Las plantas de S. tuberosum de este experimento in vivo, mostraron la mas alta
concentracion de P foliar con la co-inoculacién de la cepa bacteriana P102 y R. irregularis.
Este tratamiento presentd una diferencia estadistica significativa versus la mayoria de los
tratamientos, resultado que coincidié con lo reportado por Ordéfiez (2009). Con este
tratamiento se aumenté en un 39% la asimilacion de P de la planta respecto al uso de P
soluble, y en un 184% vs. el uso de solo roca fosforica. Estos resultados son muy
interesantes en términos econdmicos para un productor de papa, que particularmente en
estos momentos enfrenta escasez y altos costos de los fertilizantes. Esta cepa también
tuvo un efecto significativo en la colonizacion de raices por HFMA, y uno de los mayores
valores de desarrollo de biopelicula sobre hifa, de manera que esto se pudo haber
traducido en el aumento de la absorcion de P por las plantas de papa. Mientras que las
otras cepas de BSF que tuvieron un efecto significativo en la colonizacion del hongo,
estadisticamente no tuvieron efecto en la asimilacion de P por las plantas de S. tuberosum.
En términos econdmicos, sin embargo, para un productor de papa las concentraciones
obtenidas con la co-inoculacion de las cepas podrian ser significativas respecto al uso de

solo roca fosfarica, con aumentos del P foliar que van desde un 30,5%. Por ejemplo, la co-
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inoculacién de P108 y HFMA con roca fosférica genera concentraciones similares de P
foliar que la fertilizacién con P soluble que podria ser mas costoso, ademas de un aumento

del 93% respecto al uso de solo roca fosférica.

No se observé una mejora significativa de la biomasa de las plantas de S. tuberosum con
las inoculaciones de este experimento. Para las condiciones y tiempos del presente
experimento, podriamos inferir de estos resultados (Figura 2.4-2), que con el uso de roca
fosforica y co-inoculacién de BSFy HFMA en el cultivo de papa, se podria obtener la misma
cantidad de biomasa que usar P soluble. Y aunque generar biomasa no es el objetivo del
cultivo de papa, sino producir tubérculos; es claro el beneficio de roca fosforica + BSF +
HFMA en la obtencién del P en plantas de S. tuberosum grupo phureja. Asi, este resultado
puede ser importante para nuestra actualidad agricola y en el disefio de sistemas
sostenibles econdmica y ambientalmente. Afirma Munera y Velez (2014), que se deben
aplicar fertilizantes como la roca fosférica y evitar los fertilizantes solubles, ya que
constituyen una fuente de toxicidad para los microorganismos y disminuyen la eficiencia
en la accidn de las asociaciones simbidticas como las micorrizas.

Para el presente estudio y el desarrollado por Ordofiez (2009), la cepa de BSF P102
generd las mejores concentraciones de P foliar, sin embargo, no se puede pretender
recomendarlo como un in6culo universal, que va a generar esta respuesta Unica y
garantizada en los diferentes escenarios agricolas. Si bien es cierto que tiene el
comportamiento mas destacado, no se puede desconocer que en la naturaleza hay un sin
namero de diferentes factores que pueden cambiar el curso de los resultados esperados.
De manera que, teniendo en cuenta estos resultados base y en linea con lo propuesto por
Pefia et al. (2021), para hacer una recomendacion acertada, se podria abordar un estudio
midiendo la capacidad de respuesta a la inoculacién 6 co-inoculacion, evaluando con
cepas nativas de HFMA, el in6culo de R. irregularis y las bacterias de este estudio. Se
requieren ensayos de campo a gran escala, replicados en el tiempo, en diferentes
condiciones de suelos y de ambientes, ademas de diferentes variedades de papa. Asi, se
podria obtener un conjunto de metadatos que permita buscar asociaciones entre la
capacidad de respuesta a la inoculaciéon 6 co-inoculacion, la identidad del in6culo, la
variedad de la planta, las variables climaticas y edaficas y la composicion de la comunidad
microbiana del suelo. Esto permitiria precisar con una alta probabilidad de éxito que

inoculacion realizar para determinada combinacion de factores.
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4.Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones

Todas las 10 cepas de P. fluorescens de la presente investigacion, tienen la capacidad de

formar biopeliculas y habilidad de desplazarse por swimming y swarming.

Cada una de las 10 cepas de Pseudomonas fluorescens solubilizadoras de fosfato
evaluadas en el presente estudio, influyen en un crecimiento diferenciado de los hongos
formadores de micorrizas arbusculares Rhizophagus irregularis. También interactian
estos microorganismos a través de la formacién de biopeliculas, por las cepas bacterianas
sobre las hifas extraradicales de los hongos, lo que puede tener influencia en la

supervivencia de estas bacterias en condiciones limitantes de fuentes de carbono y fosforo.

La presente investigacién comprobd el efecto positivo de la co-inoculacion de BSFy HFMA,
en el contenido de P foliar de plantas de papa (Solanum tuberosum variedad Criolla
Colombia), en presencia del microbioma del suelo. La co-inoculacion de la cepa de
Pseudomonas fluorescens P102 y Rhizophagus irregularis, generd el mayor contenido de
P foliar con un 184% mas que el tratamiento con P insoluble sin inoculacién; ademas de
aumentar en un 39% el mismo P versus el uso de P soluble y en un 122% sobre el

tratamiento de HFMA y P insoluble.

Se postula a la cepa P102 como una “helper bacteria” de los hongos, ya que incrementa

el P foliar en las plantas de papa, y mejora significativamente la colonizacién micorricica.

En el presente estudio se muestra, como con el uso de una fuente de P tipo roca fosférica
como fertilizante y la co-inoculacion de las 10 cepas de P. fluorescens y R. irregularis, se

logran contenidos de P foliar en plantas de papa similares e incluso mayores a la obtenida
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con la fertilizacién con una fuente de P soluble, en condiciones controladas de crecimiento.
Esto, sin utilizar dosis en exceso de la roca fosférica, sino dosis minimas para el potencial

de produccion de papa.

Los resultados de este estudio generaron aportes que sirvieron a otras investigaciones a
abordar temas fundamentales de la interaccion HFMA — BSF, demostrado por los articulos
gue han citado su publicacion en la revista cientifica PLos One en el afio 2016, el cual se

ubico en el 10% de los mas citados en ese afio, publicados por la revista.

4.2 Recomendaciones

Es importante llevar estas investigaciones bajo condiciones de campo, con la co-
inoculacién de estos microorganismos, que involucren diferentes localidades, suelos,
variedades de plantas, y se obtengan resultados en el tiempo. De esta manera se pueda
tener informacién robusta para la toma de decisiones frente a las inoculaciones de
microorganismos. Uno de los tratamientos que se recomienda evaluar, es la cepa de BSF
P102 y el hongo R. irregularis, para verificar en condiciones de campo, su potencial ya
identificado en este trabajo. De esta manera validar si se le puede llamar una “helper

bacteria” de los hongos y en que condiciones funciona como tal.

Se recomienda el estudio de, la influencia de la cepa P36 en el crecimiento del hongo, si
lo observado en el presente estudio, de generar la mayor longitud y esporulacion del

hongo, es una respuesta de estrés 6 que explicacion podria tener el fenédmeno.

Para este tipo de estudios, de evaluacion de las interacciones de microorganismos como
una alternativa de uso en la produccion agricola, se recomienda realizar la comparacion in
vitro e in vivo, sobre todo para microorganismos que estén siendo introducidos en las
investigaciones con fines de aplicabilidad agricola. Debido a que esta aproximacion

permite evaluar su comportamiento con un seguimiento exhaustivo desde el sistema in
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vitro en condiciones controladas, y su aplicacion en un sistema suelo planta en presencia

de la comunidad microbiana nativa y condiciones reales del suelo.

Se recomienda abordar otras investigaciones que evalen la calidad de la biopelicula sobre
la hifa extraradical del hongo, por ejemplo, algunas cepas bacterianas forman biopeliculas
mas densas, al parecer con mayor niumero de células bacterianas que otras, si esto podria
atribuir un beneficio préactico a la relacion tripartita BSF-HFMA-planta.






A. Anexo: Medios de cultivo y
soluciones

Medio Gherna para la conservacion de bacterias a -20°C (Gherna, 1994).

Componentes 1000mL

Caldo Tripticasa de soya 3,125¢g
Glucosa 0,52¢g

Leche en polvo descremada 2,075¢
Glicerol 87% 4,15¢

Pasterizar a 10 |b por 15 minutos.

Medio Luria Bertani (LB). (Ordofiez, 2009)

Componentes 1000mL
Tripta 10g
NacCl 10g
Extracto de levadura 549
Agar bacteriolégico 129

Disolver y esterilizar a 121°C por 20 minutos.

Medio Biopelicula (O’Toole et al.., 1999)

Son los componentes del medio LB

. . 1000mL
mas otros adicionales
Tripta 10 g
NacCl 10 g
Extracto de levadura 59
Sulfato de amonio 0,15M-19,82 g
Fosfato de potasio 100 mM - 13,09 g

pH: 7
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Citrato de sodio 34mM-99¢g
Sulfato de magnesio 1mM-0,151¢g
Glucosa 0,1%-1¢g

Medio Minimo Completo (MM). (Fortin et al., 2002)

Componentes 1000mL
Calcio 100 mL
Kl 1mL
*Macroelementos 100 mL
**Microelementos 1mL
NaFe/EDTA 5 mL
Vitaminas 10 mL
Sacarosa 10g
Disolver sin calentar y ajustar pH a 5,5
Phytagel 35¢9

Calentar hasta disolver el phytagel.
Autoclavar a 121°C por 15 min.

Macroelementos y microelementos del medio minimo completo MM

Componentes Concentracién Componentes Concentracion
*Macroelementos stock g/L **Microelementos  stock g/100ml
MgSQO4 7H,0 7319 MnClz 4H,0 0,69
KNOs 89 ZnS04 7H0 0,265¢g
KCI 6,59 H3BOs 0,159
KH2PO4 0,48¢g CuS04 5H,0 0,013 g

Medio M8 y solucién de sales M9 para Swarming. (Suarez and Venturi, 2008)

Componentes A 800mL de agua

adicionar:
NazHPO4-7H,0 64 g
KH2POq4 15¢
NacCl 25¢g
NH.CI 59

Agitar hasta disolver.
Ajustar a 1000mL con agua destilada.
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Esterilizar autoclavando por 15min a 15lb de presion.

Preparacion de Medio M8 para Swimming

Componentes 750mL de agua* adicionar
Preparar las sales M9 (5x) sin 200mL
NH.CI
Agua estéril para completar 1L
Solucién MgS04 1M 2mL
Glucosa al 20% 20mL
Solucion de CaCl, 1M 0,1mL

Las soluciones de MgSO, y CacCl, se deben preparar por
separado, esterilizar y adicionar después de diluir las sales M9
(5x) a 1L de agua.
Glucosa debe ser esterilizada por filtracién antes de ser
adicionada a las sales M9

* Los 750mL de agua es destilada estéril (<50°C)






B. Anexo: UFC.mL?! de las cepas
bacterianas de Pseudomonas
fluorescens para absorvancia DO:
0,200 +/-0,05

UFC de las cepas bacterianas para una absorbancia de densidad 6ptica DO: 0,2

CEPA bacteriana UFC.mL™*

Ps fl 028 7,5E+07
Ps fl 029 9,6E+07
Ps fl 036 4,4E+07
Ps fl 063 5,1E+07
Ps fl 074 1,2E+08
Ps 1 080 1,8E+08
Ps fl 095 5,9E+07
Ps fl 102 1,0E+08

Ps fl 104 9,0E+07






C. Anexo: Determinacion de
concentracion de fosfatos en tejido
vegetal

Método modificado de Fiske — Subbarow (1925) por Murphy y Riley (1962). Técnica de

azul de molibdato para la evaluacion de fosfatos:

- Solucion stock de fosfato 0,2 mgP/mL (Se disuelven 87,9 mg de KH2PO4 en 75 mL
de agua, se agrega 1 mL de &cido sulfarico 10N y se completa el volumen hasta
100 mL con agua).

- Solucion patrén de fosforo 0,02 mgP/mL, recién preparada (Se diluye 1 mL de la
solucién stock y se completa hasta 10 mL con agua).

- Solucion de acido molibdico (se disuelve 84 mL de H2S0O4 concentrado (libre de
fosfatos y silicatos) en 300 mL de agua, se agita y se deja enfriar. Aparte se
disuelven 25 g de molibdato de amonio en agua, luego se mezclan las dos
soluciones y se completa a un litro con agua destilada).

- Solucién de acido ascoérbico 1.5 mg/mL. Recién preparada.

A partir de estas soluciones, se procede a generar la curva de calibracion con
concentraciones de fésforo conocidas, para lo cual se aplica el procedimiento descrito en

la siguiente tabla, con diferentes concentraciones del patron de fosforo:
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Volumenes de las soluciones para la obtencién de la curva de calibracién de fésforo
inorganico

Solucion (mL) Blanco 1 2 3 4 5 6 7
Patrén de fosforo

0,02mg/mL 0 0.3 0.5 0.7 0.9 1.3 1.7 2.1
Agua 4 3.7 3.5 3.3 3.1 2.7 2.3 1.9

Acido molibdico* 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Acido ascorbico** 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
*Luego de la adicion del &cido molibdico se agita bien y se deja en reposo 3 minutos.

** Einalmente con la adicion del acido ascoérbico, se deja en reposo 10 min. y se lee la
absorbancia DOego para cada punto de la curva.

Valores de absorbancia DOgs de acuerdo a las concentraciones de la solucién patron de
P. “Curva de calibracién con concentraciones de fésforo conocidas.

1,2
g 1 y = 0,4594x - 0,003
o R? = 0,9999
a
@ 0,8
=
=
= 06
1=
=
1]
£ 04
7]
=)
< 0,2
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
mL del Patrén de fésforo 0,02mg/mL

Obtencién del sobrenadante a partir de material vegetal.

- Digerir el material vegetal con nitrégeno liquido

- Resuspender en 2 mL de agua destilada desionizada
- Vortex por 1 min. a 2500 rpm

- Centrifugar a 8000 rpm por 10 min.
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- Tomar 100 pl del sobrenadante diluidos en agua destilada desionizada para un
volumen final de 500pl

Procedimiento para la determinacion de la cantidad de F6sforo en material vegetal.

Procedimiento y volumenes de componentes para la determinacién del contenido de
fésforo en las muestras vegetales evaluadas.

Componentes Volumen
Sobrenadante (muestra) 1mL
Agua destilada 1mL
Acido molibdico* 0.5 mL
Acido ascorbico** 0.5 mL

*Luego de la adicion del acido molibdico se agita bien y se deja en reposo 3 minutos.

** Con la adicién del acido ascorbico, se agita y se deja en reposo 10 min. y se lee la
absorbancia DOego para cada muestra.

Los resultados obtenidos de absorvancia para cada muestra, fueron dispuestos en la

curva de calibracién descrita en el numeral anterior, obteniéndosen los contenidos de
fosforo requeridos.






D. Anexo: Calculos de la fertilizacion
de las materas de papa criolla
(Solanum thuberosum)

Andlisis fisico-quimico del suelo proveniente del cultivo de papa que se usé para el
montaje de las materas

Calle 798 MNo. 70-16 Bogota, D.C.

Teléfono: 2231099
Telefax: 2234087

email: agrilab@eatb.nat.co

peenlales y agricolas

Pagina 1 de 1
ANALISIS DE SUELO 02-27-2013
] Irvemaders | [ [Bo Leboratorio |  [i045i0 |
Remitente Ing. Belén Hocio Femandaz Propictaria Sr. Alejandro Estévez
Ciudad |Asist. Técnico Ing. José Villar
Direccidn Fecha Muestrea
[Telafono Fecha Recepcin | [13/:02/2013
Cultivo PAFA Municipio MADRID
Cuhtivar WO ESPECIFICADD Departamento CUNDINAMARCA
Densidad 0 Finca SPLENDOR
Edad [ [No Especificada Lote 153
RESULTADO
[TEXTURA FRANCO-LIMOSO [pH 633 [M]
CE. dS/m 0.9 [B]

[Arana % 30| | [Bat. Hum. %% Media || NA
Limo % sg| | [C.LCE. mefioo 22,98
[Arcilla o 12| | e B 4,70
Potasio me/100 g 2.9 299 [ppm | [E] Hizrro ppm E= Fastoro ppm ag M]
Cakio me/ll0g 159 3168 [ppm | [E] Mn  ppm 38 M| [5-504 ppm 51 M]
Mg me100g| [ 5.59 472 [ppm | Cobre ppm 28 [A] [NNHE ppm]  NA
Sodic_mefllg 1 230 jppm | [E] [Zinc_ppm 18 [a] [eNO3 ppm|  NA
[luminio me100g | [ A NA] [pp ] Boro_ppm 088 M| ]

Pt Sat. Magnesio 16,0 Cag 4,07]

B Sat. Sodio 4,35 Cam B,87]

B Sat. Aluminio MA. Mg 1,64

P Sat Potasio 10 (Ca+hig)k [

B Sat Calcio 68.5

N2 m o Fosforo Bray Il Fosforo Soluble

Laboratorio Identificacion
p.p-m de suelo
Finca: Splendor
SU. 104510 Lote: 123 34 47

Método : Fosforo Bray Il y Soluble (Colorimétrico).
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Niveles de los elementos y parametros del analisis fisico-quimico del suelo para el cultivo

de papa (Gomez y Castro, 2013; Pedraza, 2013; centro de investigacion la Selva, 2009).

Andlisis fisico quimico del suelo de las materas

PARAMETRO RESULTADO Unidad Nivel

Textura Franco- Apto
Limoso papa
Arena 30 %
Limo 58 %
Arcilla 12 %
pH 6,33 M
C.E 0,96 dS/m B
Sat. Hum. % Media M
C.IL.C.E 22,98 me/100 A
Cc.O 4,7 % M
M.O 8,1 % M
Potasio 899 ppm E
Calcio 3166 ppm E
Mg 472 ppm A
Sodio 230 ppm E
Aluminio N.A ppm N.A
Hierro 36 ppm M
Mn 38 ppm A
Cobre 2,8 ppm M
Zinc 18 ppm E
Boro 0,88 ppm A
Fosforo Bray Il 34 ppm B

Fosforo soluble 4,7 ppm MB
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S-S0O4
N-NH4
N-NO3
% Sat. Magnesio
% Sat. Sodio
% Sat. Aluminio
% Sat. Potasio

% Sat. Calcio

51
N.A
N.A
16,9
4,35
N.A

10
68,8

ppm
ppm
ppm

N.A

Analisis de fertilizacion y de la dosis para los tratamientos con fosforo soluble e insoluble.

Calculos de la determinacién de la necesidad del nutriente a aplicar edaficamente
mediante el método cuantitativo. Elementos mayores.

Nutriente: N P K Ca Mg
Absorcién del nutriente en papa

criolla (Kg/T) (Arévalo y Fandifio, 4,02 0,74 8,85 1,72 0,52
2013):

Potencial de produccién estimado

(T/ha) (Arévalo y Fandifio, 2013) 38 38 38 38 38
RPP (kg/ha): Requerimiento

nutricional ponderado para un 152,76 | 28,12 | 336,30 | 65,36 19,76
potencial de produccion:

Nutriente en el suelo (mg/kg): 52,5 34 899 3166 472
Nutriente en el suelo (kg/ha): 105,09 | 68,00 |1798,00|6332,00 944,00
Factor de aprovechabilidad (Gémez,

y Castro, 2013): 13 4.0 L7 8.0 4.0
S (kg/ha):Dlsponlbllldad del 808 17.0 1057.6 | 7915 236.0
nutriente en el suelo:

E: Eficiencia de la fertilizacion

(Gémez y Castro, 2013) >0 17 60 65 S8
NF (_kg/ha): Net_:eS|dad del 143.8 66 NA i 372.8
nutriente a aplicar:
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* Requerimiento nutriente (kg/ha),

. 136,8
X balance de saturacién de bases:
Molécula a ser aplicada: N P205** CaO MgO
5 -
Yo P’resenma de elemento en 44 30 60.3
molécula:
Kg/ha de molécula: 150 150 161,2 226,8
Fuente fertilizante: Urea ,RO,C?‘ chg Micromagnesio

fosforica fosforica

Kg/ha de fertilizante: 326,7 537 567,1

*Analisis importante en la determinacion del nutriente a aplicar edaficamente: Aunque el Mg
esta en contenidos altos en el suelo, y de acuerdo al célculo el suelo estaria en capacidad
de suplir en forma natural el Mg, pero la saturacion de K es excesiva y limita la toma de Cay
Mg, por lo que se necesita determinar los requerimientos de Mg a partir de la saturacion
Optima que es de 20 seguin Gémez (2013).

** Para algunos tratamientos como fuente de P insoluble, otros tratamientos con Psoluble se
us6 fosfato dipotasico (K2HPO4) bajo los mismos calculos pero con un contenido de P en la
molécula del 18%

Ky Ca estan en contenidos excesivos y saturaciones maximas para el elemento, de esta
manera se hace un balance con Mg para que no se genere antagonismo con Cay K.

NA. No apliacion adicional. De acuerdo al célculo y la interpretacién de la tabla del andlisis
de suelo, estos elementos estan en el suelo en contenidos tales que estaria en condiciones
de suplir en forma natural estos nutrientes sin considerar aplicaciones adicionales.

Calculos de la determinacién de la necesidad del nutriente a aplicar edaficamente
mediante el método cuantitativo. Elementos menores.




Anexo D. Célculos de la fertilizacién de las materias de papa criolla (Solanum 65
thuberosum)

Nutriente: Fe Cu Zn B Mn

Absorcion del nutrienten en papa criolla
(Kg/T) (Arévalo y Fandifio, 2013):
Potencial de produccién estimado (T/ha)
(Arévalo y Fandifio, 2013)

RPP (kg/ha): Requerimiento nutricional
ponderado para un potencial de

0,0284 | 0,0011 | 0,0100 | 0,0017 | 0,0057

38,8 38,8 38,8 38,8 38,8

1,101 0,044 0,386 0,067 0,219

Nutriente en el suelo (mg/kg): 36 2,8 18 0,9 38
Nutriente en el suelo (kg/ha): 72,00 5,60 36,00 1,76 76,00
Factor de aprovechabilidad (Gomez, 20,0 10,0 10,0 80 250
2005):

S (kg/ha):Disponibilidad del nutriente 36 06 36 0.2 3.0
en el suelo:

E: Eficiencia de la fertilizacion 6 15 15 15 6
NF (kg/ha): Necesidad del nutriente a NA NA NA NA NA

aplicar:

Molécula a ser aplicada:

% Presencia de elemento en molécula:

Kg/ha de molécula:

Fuente fertilizante:

Kg/ha de fertilizante:

NA. No aplicacion adicional. De acuerdo al calculo y la interpretacion de la tabla del analisis
de suelo, estos elementos estan en el suelo en contenidos tales que estaria en condiciones
de suplir en forma natural estos nutrientes sin considerar aplicaciones adicionales.

Se realizaron los calculos de los requerimientos de fertilizacién en general, a continuacion,
se presenta la descripcion del método usado para los calculos en el caso del fésforo para
el suelo de las materas, de acuerdo a los tratamientos. El método aplicado fue el
cuantitativo (Gémez y Castro, 2013).

Necesidad de fertilizacion

NF: Necesidades de fertilizacion (kg/Ha/cosecha)
Rpp: Requerimiento nutricional ponderado para un
NF = Rpp —S x 100 potencial de produccion estimado (kg/Ha/cosecha)

E S: Disponibilidad del nutriente en el suelo (Kg/Ha)

E: Eficiencia de la fertilizacién (%)
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- Rpp = 0,74* 38 = 28,12 kg/ha (absorcion del nutriente por el potencial de produccion)

- Densidad aparente= 0,8 g/cc para Andisoles (Gomez y Castro, 2013)
- Profundidad radical= 25 cm
- Cantidad de suelo en 1 ha= 2.000.000 kg/ha

- S = 17 kg/ha (dato obtenido del nutriente en el suelo descrito en el analisis del
Laboratorio, convertido a kg/ha con los datos anteriores de densidad, profundidad y suelo
y un factor de aprovechabilidad descrito en la tabla)

- E = 17% Para P esta entre 10-45% (Gomez y Castro, 2013)

v" Necesidad de fertilizaciéon de P = 66 kg.ha* por cosecha

Y P20s que se deben aplicar = 150,4 kg.ha
v/ Cantidad de Roca Fosférica total = 537 kg.ha! (Roca fosférica utilizada tiene
28% de PzOs)
Para una densidad de plantas de 40.000/ha:
v' Cantidad de Roca Fosférica por matera: 13,4 g/matera
v/ Cantidad de fosfato dipotasico por matera: 9,2 g/matera

Producto comercial utilizado para el ensayo de materas, aporte de roca fosforica.

GRANUFOS 20
Composicién garantizada:

Fosforo Total P,Os 20%
Azufre S 7%
Calcio CaO 30%

Granulometria: 100% pasa malla 4



E. Anexo: Fotografias de
biopeliculas de las 10 cepas
evaluadas de P. fluorescens sobre
hifas de R. irregularis en el cultivo in
vitro de raices transformadas de
zanahoria.

Cepa P28

Cepa P74 Cepa P80 Cepa P95
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Cepa P102 Cepa P104 Cepa P108

Fotografias del crecimiento biopeliculas de cepas bacterianas de Pseudomonas
fluorescens (P28, P29, P36, P63, P74, P80, P95, P102, P104, P108) sobre las hifas del
HFMA R. irregularis en cultivos in vitro: crecimiento alrededor de estructuras ramificadas
de absorcion (cepas P29, P80, P102); alrededor de esporas (P29, P36, P63, P95); menor
grosor de biopelicula sobre la hifa (P63, P104 y P108). Estas fotografias se tomaron al
ocular de un microscopio Nikon Eclipse TS100 (Ocular EPI 10x/20).



F. Anexo: Resultados del analisis
estadistico

ANOVA para la formacion de biopelicula sobre superficie abi6tica

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 10 79,534095 7,95341 144,9798
Error 33 1,810338 0,05486 Prob > F
C. Total 43 81,344433 <,0001*

Fuente N pardametros Gradosde Sumade RazénF Prob>F
libertad cuadrados
Cepa 10 10 79,534095 144,9798 <,0001*

Prueba de Tukey de comparacién entre tratamientos de la formacién de biopelicula
sobre superficie abibtica

0a=0.050
Nivel Media de Minimos
Cuadrados
P36 A 4,0000000
P63 A 4,0000000
P108 B 2,9637500
P28 B C 2,4120000
P74 cC D 2,0927500
P104 D E 1,7882500
P102 E F 1,3010000
P95 F 1,1570000
P80 G 0,4155000
P29 G 0,1830000
Blanco G 0,0057500

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

ANOVA para la motilidad por swarming

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 9 27197.205 3021.91 61.4796
Error 30 1474.593 49.15 Prob > F
C. Total 39 28671.798 <.0001*

Fuente N parametros Grados de Sumade Razén F  Prob >F
libertad cuadrados
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Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados
Cepa 9 9 27197.205 61.4796 <.0001*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la motilidad por swarming

a=0.050
Nivel Media de Minimos
Cuadrados
P80 A 83.125000
P95 A 81.750000
P28 B 55.000000
P29 B C 50.500000
P102 B C D 42.000000
P104 C D 36.675000
P36 D E 28.000000
P63 E F 18.250000
P74 F 6.750000
P108 F 6.375000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Correlaciones Multivariadas

Longitud Swarming
Biopelicula
Long. Biopelicula 1.0000 0.4043
Swarming 0.4043 1.0000

ANOVA para la motilidad por swimming

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 9 591.20000 65.6889 10.2107
Error 20 128.66667 6.4333 Prob > F
C. Total 29 719.86667 <.0001*

Fuente N parametros Grados de Suma de Razon F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 9 9 591.20000 10.2107 <.0001*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la motilidad por swimming

a=0.050
Nivel Media de Minimos
Cuadrados
P29 A 25.666667
P28 A B 24.666667
P102 A B 24.000000
P63 A B 23.666667
P80 A B C 22.333333
P104 A B C 21.666667
P74 A B C 21.000000
P95 B C D 18.000000
P36 cC D 15.666667
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Nivel Media de Minimos
Cuadrados
P108 D 10.666667

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Correlaciones Multivariadas

Longitud Swimming
Biopelicula
Long. Biopelicula 1.0000 0.4191
Swimming 0.4191 1.0000

ANOVA para la longitud de biopelicula sobre hifas de HFMA

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 9 48,031688 5,33685 6,2299
Error 20 17,132917 0,85665 Prob > F
C. Total 29 65,164604 0,0003*

Fuente N parametros Grados de Sumade Razén F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 9 9 48,031687 6,2299 0,0003*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la longitud de biopelicula sobre
hifas de HFMA

0=0.050
Nivel Media de minimos
cuadrados
P28 A 9,27273
P29 A 8,95455
P102 A B 8,20455
P74 A B C 7,86364
P95 A B C D 7,75758
P80 A B C D 6,90909
P36 A B C D 4,80303
P108 B C D 3,81818
P63 C D 3,30303
P104 D 2,95455

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos

ANOVA para la longitud de micelio extrarradical de HFMA

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 9 871,2247 96,8027 6,2101
Error 20 311,7600 15,5880 Prob > F
C. Total 29 1182,9848 0,0003*

Fuente N parametros Grados de Sumade Razén F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 9 9 871,22474 6,2101 0,0003*
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Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la longitud de micelio
extrarradical de HEFMA

a=0.050
Nivel Media de minimos
cuadrados

P36 A 47,38095

P102 A B 38,09524
P29 A B 35,95238
P28 A B C 28,09524
P63 B C 26,01190

P108 B C 24,46429
P95 B C 23,57143
P74 B C 21,25000
P80 B C 18,21429

P104 C 12,38095

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Correlacion multivariada
Long. Biopelicula Longitud Hifa
Long. Biopelicula 1,0000 0,3396
Longitud Hifa 0,3396 1,0000

ANOVA para el numero de esporas

Fuente Grados de Suma de Media de los Razon F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 9 385247,91 42805,3 18,8633
Error 20 45384,79 2269,2 Prob > F
C. Total 29 430632,71 <,0001*

Fuente N parametros Gradosde Suma de RazonF Prob > F
libertad cuadrados
Cepa 9 9 385247,91 18,8633 <,0001*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos el nUmero de esporas

Nivel Media de minimos
cuadrados
P36 A 565,63810
P28 B 419,35238
P29 B C 380,34286
P102 B C D 332,80000
P108 C D E 272,45714
P80 C D E 248,07619
P74 D E 241,37143
P95 D E 218,20952
P104 D E 210,28571
P63 E 177,98095
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Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Correlaciones multivariadas
Long. Biopelicula Longitud Hifa

Long. Biopelicula 1,0000 0,3396
Longitud Hifa 0,3396 1,0000

Correlaciones multivariadas
Longitud de Hifa # Esporas

Longitud de Hifa 1,0000 0,7600
# Esporas 0,7600 1,0000

ANOVA para la concentracion de P en tejido foliar

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 13 69612,65 5354,82 5,5251
Error 42 40705,73 969,18 Prob > F
C. Total 55 110318,38 <.0001*

Fuente N parametros Grados de Sumade Razén F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 13 13 69612,65 5,5251 <,0001*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la concentracién de P en tejido
foliar

Nivel Media de minimos
cuadrados
P102 A 213.36450
P Sol. A B 153.62400
P108 A B C 144.54350
P28 A B C 144.07625
P63 B C 129.40075
P29 B C 123.79225
P95 B C 113.99075
P104 B C 113.44900
P74 B C 110.83525
P80 B C 106.11325
P36 B C 97.93275
HFMA + P Insol. B C 96.06450
P Insol. C 75.07900
No P. C 66.68075

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

Correlaciones Multivariadas

Longitud Contenido P
Biopelicula
Long. Biopelicula 1,0000 0,4997

Contenido P 0,4997 1,0000
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ANOVA para la colonizacién micorricica total

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 13 7731.723 594.748 4.6502
Error 55 7034.308 127.897 Prob > F
C. Total 68 14766.031 <.0001*

Fuente N parametros Grados de Suma de Razéon F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 13 13 7731.7227 4.6502 <.0001*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la colonizacién micorricica total

Nivel Media de minimos
cuadrados
P102 A 64.680000
P29 B 48.020000
P80 B C 45.000000
P104 B C 44.680000
P74 B C 44.660000
P28 B C D 41.980000
P95 B C D E 40.020000
P108 B C D E 39.320000
HFMA + P Insol. B C D E 37.340000
P36 B C D E 32.660000
P Sol. C D E 29.320000
P63 D E 26.680000
No P. D E 26.000000
P Insol. E 23.320000

Correlaciones Multivariadas
Contenido P %Colonizaciéon

Total
Contenido P 1.0000 0.6673
%Colonizacion total 0.6673 1.0000

ANOVA para la colonizacién micorricica metabdlicamente activa

Fuente Grados de Suma de Media de los Razén F
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 13 672.9118 51.7624 2.5164
Error 55 1131.3730 20.5704 Prob > F
C. Total 68 1804.2848 0.0088*

Fuente N parametros Grados de Sumade Razén F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 13 13 672.91175 2.5164 0.0088*

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos de la colonizacién micorricica
metabdlicamente activa
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Nivel Media de minimos
cuadrados
P102 A 10.988000
P80 A B 9.900000
P29 A B 9.178000
P28 A B C 8.200000
P104 A B C 7.992000
P74 A B C D 7.012000
HFMA+PiInso. A B C D E 6.668000
pP108 A B C D E 6.328000
P95 B C D E 4.286000
No P. C D E 2.754000
P Insol. C D E 2.750000
P36 D E 2.194000
P Sol. D E 2.126000
P63 E 1.068000

ANOVA para el peso seco de la parte aérea de las plantas de papa

Fuente Gradosde Sumade Mediadelos RazénF
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 13 12.062857 0.927912 1.7177
Error 56 30.252000 0.540214 Prob > F
C. Total 69 42.314857 0.0823

Fuente N parametros Grados de Sumade Razéon F  Prob >F
libertad cuadrados
Cepa 13 13 12.062857 1.7177 0.0823

Prueba de Tukey de comparacién entre tratamientos del peso seco de la parte aérea de
las plantas de papa

Nivel Media de minimos
cuadrados
P Sol. A 4.5800000
P36 A B 4.0400000
P29 A B 3.9800000
P102 A B 3.9400000
P80 A B 3.8600000
P104 A B 3.8400000
P108 A B 3.7800000
P63 A B 3.7200000
P Insol. A B 3.7000000
P95 A B 3.5200000
HFMA+PiInsol. A B 3.4200000
P28 A B 3.4000000
P74 A B 3.0200000
1SP B 2.8800000

ANOVA para el peso seco de raiz
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Fuente Gradosde Sumade Mediadelos RazénF
libertad cuadrados cuadrados

Modelo 13 0.3714530 0.028573 0.6129
Error 55 2.5641740 0.046621 Prob > F
C. Total 68 2.9356270 0.8330

Fuente N parametros Gradosde Sumade RazonF Prob>F
libertad cuadrados
Cepa 13 13 0.37145299  0.6129 0.8330

Prueba de Tukey de comparacion entre tratamientos del peso seco de raiz

Nivel Media de minimos
cuadrados
P28 A 0.84860000
P29 A 0.80220000
P74 A 0.77320000
P63 A 0.77240000
HFMA + P Insol. A 0.75020000
P108 A 0.71080000
No P. A 0.69880000
P95 A 0.69220000
P Insol. A 0.67480000
P36 A 0.65800000
P104 A 0.65140000
P80 A 0.64320000
P Sol. A 0.62160000
P102 A 0.57680000
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