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Resumen 

 

Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopelículas sobre hifas 

extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relación en la nutrición 

vegetal del fósforo 

 

La papa es el cultivo no cerealero más grande del mundo, el cuarto cultivo de importancia 

para la seguridad alimentaria mundial, y actualmente, uno de los productos más 

encarecidos de la canasta familiar por los altos costos de producción debido en parte a los 

precios de los fertilizantes. El fósforo (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 

fertilización. 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 fósforo (BSF), sin 

embargo, se deben estudiar sus interacciones. Este trabajo evaluó la interacción de cepas 

de BSF Pseudomonas fluorescens, y el HFMA Rhizophagus irregularis, bajo dos 

escenarios, in vitro e in vivo. Se midieron la formación de biopelícula y motilidad de las 

cepas bacterianas, su influencia en el crecimiento y colonización del hongo, así como la 

concentración de P foliar de plantas papa criolla. Se encontró que cepas de P. fluorescens 

formaron biopelículas sobre hifas de R. irregularis, influyeron en el crecimiento del HFMA 

y en la colonización de raíces de papa. Su co-inoculación en suelos para la producción de 

papa, generaron incrementos en el contenido de P foliar de plantas de papa en presencia 

de una comunidad microbiana, con roca fosfórica, lo cual puede ser una alternativa para 

remplazar el uso de fuentes de P soluble.  

 

Palabras clave: HFMA, BSF, fósforo, biopelículas. 
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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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Introducción 

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 más 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 subió un 140% respecto a enero de 2021, convirtiéndose en el producto 

más encarecido de la canasta familiar del momento (DANE, 2022). Y precisamente, la 

papa, el cultivo no cerealero más grande del mundo que ocupa una posición importante 

para la seguridad alimentaria mundial (Lu et al., 2021), está hoy en uno de los peores 

escenarios por los altos costos de producción debido a los fertilizantes. La papa, en 

términos de seguridad alimentaria, tiene múltiples ventajas frente a otros cultivos. Este 

producto es de alto contenido energético, puede producirse mayor cantidad en menos 

área, con menos agua y en climas más agrestes, en comparación con otros cultivos 

importantes. Por ejemplo, por cada metro cúbico de agua aplicado en el cultivo, la papa 

produce 5.600 calorías de energía alimentaria frente a 3.800 del maíz, 2.300 del trigo y 

2.000 del arroz (FAO, 2008). Produce en promedio 21,8 toneladas (t) de papa en una 

hectárea, frente a 5,8 t de maíz, 7,7 t de arroz y 3,5 t de trigo en la misma área (FAOSTAT, 

2020). En el cultivo de papa hasta el 85% de la planta es para alimento humano en 

comparación 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 proteína con valores 

nutricionales y funcionales más significativos que otras proteínas vegetales y cereales, alto 

contenido de aminoácidos esenciales necesarios para el cuerpo humano, además que sus 

proteínas no generan alergias y tienen actividad selectiva contra las células cancerosas 

(Hussain et al., 2021). Esto sucede porque el tipo de proteína de la papa contiene un alto 

valor biológico (BV) de 90, en comparación con la soya (BV de 84) y el fríjol (BV de 73), 

respecto a un valor de referencia de 100 del huevo, que es el alimento cuya proteína 

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

 



2 Introducción 

 

La papa ha tenido un importante aumento de la producción y demanda en Asia, África y 

América Latina, donde la producción pasó de menos de 30 millones de toneladas a 

principios del decenio de 1960 a más de 240 millones en el 2016, debido a su inclusión 

dentro de la categoría 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 físico 

químicas del suelo, condiciones climáticas 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 varían 

desde el nivel del mar hasta los 4.000 msnm (Gebhardt, 2013). Desde el punto de vista de 

la productividad agrícola, la nutrición mineral es uno de los factores más limitantes en su 

crecimiento y por lo tanto, es necesario el manejo óptimo de nutrientes y fertilización en el 

sistema productivo de papa (Schilling et al., 2016; Gómez, 2018), siendo esta una de las 

especies de mayor demanda nutricional (Kumar et al., 2013; Bertsch 2003). El P (fósforo) 

es uno de los elementos más demandados en el cultivo de papa, después del K (potasio) 

y el N (nitrógeno), con valores de absorción de 0,9 kg.t-1. Sin embargo, debido a la baja 

eficiencia de fertilización del fósforo que puede estar entre 10 y el 40% (Gómez y Castro, 

2013), este es aplicado dos o más veces que el K y el N, es el caso del 13-26-6, el 

fertilizante de NPK más 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 raíces, la rápida formación de tubérculos y tiene 

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

 

Los suelos Andisoles Colombianos donde predominantemente se cultiva la papa, tienen 

una condición especial por tener pH ácidos, alta retención de P y formación de precipitados 

con hierro y aluminio, lo cual disminuye su disponibilidad (Gómez y Castro, 2013). Esta es 

la razón por la cual los agricultores usan hasta cuatro veces más fertilizante que el 

requerido para una producción óptima de cultivos, ya que hasta el 80% del P inorgánico 

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 podrá mantenerse. En Colombia la producción 

promedio de fosfatos por año está en el orden de 60.377 t, con una proyección de 

crecimiento de la demanda del mercado del 27% al 2035, según afirma la Unidad de 

Planeación Minero Energética (Quinde, 2021). Este escenario se replica a nivel global, 

dado que, aunque el suelo pueda contener reservas de P que podrían ser en cantidades 
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muy superiores a las requeridas para el crecimiento de las plantas, solo una fracción está 

disponible (Sohrt et al., 2017). Esto sucede, bien sea por los contenidos de hierro y 

aluminio en suelos ácidos, 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 Asociación Internacional de los Fertilizantes (IFA), el consumo global de fertilizantes 

fosforados tuvo un aumento de cuatro veces entre los años 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 según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación 

y la Agricultura (FAO, 2019). Sin embargo, los especialistas advierten que las reservas de 

P podrían agotarse en alrededor de 70 a 300 años con una demanda máxima de P 

alrededor del año 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 serán insostenibles en el tiempo.  

 

En una reciente revisión del tema, Owen et al. (2015) apuntan a que el exceso de fósforo 

almacenado en el suelo y proveniente del superávit producto de la fertilización fosfatada, 

es alrededor de 1000 kg ha-1 en suelos agrícolas, para el caso de Gran Bretaña. Así, 

autores alrededor del mundo han hecho un llamado a la optimización en la aplicación de 

fertilizantes de P y una mejor explotación 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 planificación de 

nutrientes, se ha estimado que esto podría reducir la necesidad de fertilizante inorgánico 

en un 50% (Sattari et al., 2012). Y es en el aprovechamiento de estas reservas del suelo 

donde se podría 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 fósforo y que presentan adaptaciones en 

sus estilos de vida para la exploración y explotación del fósforo en el suelo. Tal es el caso 

de los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) y las bacterias 

solubilizadoras de fósforo (BSF) que establecen relaciones con las plantas e interactúan 

entre ellos dependiendo de la disponibilidad de P (Zhang et al., 2016). 

  

Los HFMA han desarrollado una relación simbiótica con las plantas terrestres desde que 

estas colonizaron la tierra hace aproximadamente 450 millones de años, y se presume que 



4 Introducción 

 

intervinieron en esta importante transición evolutiva (Chaturvedi et al., 2021). Su reciente 

reclasificación, los ubica en el filo Mucoromycota, subfilo Glomeromycotina (Spatafora et 

al., 2017). Los HFMA están presentes en la mayoría de los suelos y a través de sus redes 

de hifas, tienen la capacidad de llegar a zonas donde la raíz no llega para explorar el suelo 

en búsqueda de fósforo (P) u otros nutrientes que necesita la planta hospedadora. A 

cambio los hongos reciben de la planta fuentes de carbono, como azúcares, derivados de 

los fotosintatos de plantas y lípidos que no puede sintetizar (Smith y Read, 2008; Keymer 

et al., 2017). Esta se considera una relación simbiótica obligada, donde el ciclo de vida de 

los HFMA se completa a través de la colonización con sus hospedadores (Sugiura et al., 

2019). 

 

Los HFMA forman asociaciones con raíces en aproximadamente el 80% de las especies 

de plantas (Chaturvedi et al., 2021). La zona del suelo influenciada por las raíces y los 

hongos micorrícicos se conoce como micorrizósfera (Johansson et al., 2004), y aunque 

aún falta mucho por conocer del efecto de la colonización fúngica micorrícica arbuscular 

en la comunidad microbiana del suelo, se ha encontrado que es en la micorrizósfera 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 cómo las comunidades bacterianas e incluso 

comunidades de otros hongos, sufren cambios en su composición debido a la presencia 

de HFMA (Akyol et al., 2019; Rodríguez et al., 2017; Viollet et al., 2017; Nuccio et al., 2013). 

Se presentan también efectos sinérgicos, por lo que los exudados producto de la 

asociación micorrícica arbuscular, pueden contribuir en la estimulación 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 solubilización 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 más estudiadas. Asi, se ha identificado que 

además de presentar gran capacidad para solubilizar P, producen otros compuestos de 

beneficio para la planta (Showkat et al., 2012). Estas bacterias solubilizadoras de fósforo 

(BSF) son de vida libre y se encuentran en la mayoría de los suelos (Santillana, 2006), 
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solubilizan el P orgánico e inorgánico a través de diferentes mecanismos como: bajar el 

pH del suelo, la síntesis de fosfatasas, síntesis de quelantes de P de Al3+, Fe3+, Fe2+ y Ca2+ 

con la ayuda de ácidos orgánicos (Browne et al., 2009). El P ya solubilizado presente en 

el suelo puede ser interceptado por las raíces y llegar a la planta. Esta es la forma de 

absorción directa de P, facilitada por los propios transportadores de P de la planta. Así 

mismo, puede haber una absorción indirecta a través de la simbiosis micorricicas 

arbusculares, donde la planta hospedadora obtiene P principalmente del socio fúngico 

quien lo transporta a través de sus hifas (Johri et al., 2015). Esta segunda forma de 

absorción del P, tiene mayor probabilidad de ocurrencia dado el gran volumen del suelo 

que alcanzan las hifas del hongo versus el volumen que alcanzan las raíces. En este 

contexto, Peña y Cardona (2010), afirman que la efectividad de movilización de nutrientes 

hacia la planta se puede aumentar hasta 40 veces más con la asociación 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 

años, y hoy sabemos el potencial individual que tienen estos grupos de microorganismos 

para generar beneficio a las plantas. Sin embargo, la interacción de estos grupos 

microbiales es aún poco entendida. Se conocen estudios que afirman que actúan 

sinérgicamente (Ordoñez, 2009) y en una relación de cooperación (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 interactúan en beneficio mutuo 

respecto al P y C, dependiendo la disponibilidad de P. En otros estudios, con la co-

inoculación 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 sería 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; Ordoñez et al., 2016; Toljander et al., 2006). Los autores destacan 

que esta es una propiedad favorable, que está asociada con la capacidad de formar 

complejos multicelulares, biopelículas, que les proporciona una ventaja de supervivencia, 

les permite soportar tensiones ambientales, tolerancia antimicrobiana, protección contra 

depredación, entre otros (Danhorn y Fuqua, 2007). Se han reportado estudios de bacterias 
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que forman biopelículas, y su papel en la promoción 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 

biopelículas (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 

biopelículas sobre hifas de HFMA, a partir de algunos estudios, se cree podría funcionar 

como una estrategia de mutuo beneficio para ambos microorganismos (Sharma et al., 

2020; Ordoñez, et al., 2016; Hettiarachchi et al., 2016). Asi, la bacteria tendría una ruta por 

la cual llegar a la micorrizósfera (Bianciotto et al., 2002) y el hongo podría acceder 

directamente a las zonas del P solubilizado (Wang K et al., 2016), el cual traslocaría 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 diseño 

de estrategias hacia una agricultura sostenible, basada en el uso eficiente de los recursos 

disponibles, así como en el aprovechamiento de las interacciones microbianas que ocurren 

naturalmente entre sí, y con las plantas. La literatura describe un amplio número de 

publicaciones, a partir de las cuales, se han desarrollado productos comerciales a base de 

microorganismos, como una alternativa a los fertilizantes de síntesis (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 fácil determinar la 

eficacia directa de los bioinoculantes comerciales, y en la mayoría de casos, son 

desconocidos los mecanismos subyascentes responsables de sus efectos benéficos 

(Owen et al., 2015). Esta situación puede deberse en parte, a que se han usado sistemas 

de aplicación en la agricultura muy simplificados que ignoran los principios ecológicos 

básicos (Owen et al., 2015; Rodriguez y Sanders, 2015). Por ejemplo, se han llevado a 

cabo diferentes investigaciones en sustratos ó suelos estériles (Rodríguez y Sanders, 

2015), y otros estudios, utilizando cepas individuales de estos grupos microbiales para 

evaluar la capacidad de solubilizar P ó mejorar la adquisición de P por la planta, en 

condiciones de laboratorio ó 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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Ordoñez (2009) realizó un trabajo de investigación de la interacción 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 demostró que la co-inoculación de estos microorganismos 

resulta en beneficios positivos para la planta y logra incrementar el contenido de P foliar. 

Su estudio no investigó la formación de biopelícula y su implicación en la interacción BSF 

– HFMA, y es a partir de allí que se vió la necesidad de avanzar en la temática, y de replicar 

en el tiempo un fenómeno biológico observado, altamente relevante, y que debe ser 

reproducido con miras a su aplicabilidad en condiciones naturales.  

 

A través de la presente investigación se pretende generar soluciones a la problemática ya 

mencionada de la producción del cultivo de papa. Evaluando la interacción de dos 

microorganismos del suelo en condiciones más cercanas a una agricultura real (suelo no 

estéril), centrándonos en el efecto de la interaccion de dos microorganismos que 

intervienen en el ciclo del fósforo así: las bacterias con la capacidad de solubilizar el P y 

los HFMA con su capacidad de transportar el nutriente a la planta. La verificación de esta 

interaccion, podría permitir el uso del P almacenado en suelos agrícolas y asi la mejora en 

la eficiencia del uso de este recurso. En dicha interacción, se evalúa como característica 

importante la capacidad de formación de biopelículas de las bacterias solubilizadoras, y se 

utiliza un sistema in vitro y un sistema in vivo. Y asi, estudiar el efecto de la co-inoculación 

de estos dos microorganismos en el contenido de P foliar en plantas de papa (Solanum 

tuberosum), cuando está presente el microbioma del suelo. Otras características 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 evaluación de características de formación 

de biopelícula y motilidad; así como también con HFMA y BSF, para la formación de 

biopelículas 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 investigación. 
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1.1 Inóculos microbianos 

1.1.1 Hongo formador de micorriza arbuscular: HFMA 

El inóculo del hongo formador de micorrizas arbusculares (HFMA) utilizado en los 

experimentos in vitro, fue el aislado DAOM197198 de Rhizophagus irregularis, 

suministrado por el profesor Ian Sanders de la Universidad de Lausanne, Suiza. El aislado 

fue crecido y conservado in vitro en asocio con raíces de zanahoria (Daucus carota) 

transformadas con Agrobacterium rhizogenes. El medio de cultivo utilizado fue medio 

mínimo (MM) (Fortin et al., 2002) (Anexo A) y las condiciones de crecimiento fueron 25 ⁰C 

por 90 días.  

 

Se hizo un experimento en materas, en el cual se utilizó como inóculo el producto comercial 

Glomygel®, que contiene 2.000 propágulos por mililitro del hongo R. irregularis en una 

matriz de gel. Para la aplicación se preparó una suspensión 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 rizósfera 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) 

(Ordóñez 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 

Biotecnología 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 µg mL-1) a 27 °C por 48 horas y resuspendidas en solución salina a 0.85 

% (p/v), según la concentración requerida. La composición de los medios Gherna y 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 

Cepas m.s.n.m 

Fosfato tricálcico 

solubilizado in 

vitro (mg.L-1) 
Municipio Cultivar 

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 Ordóñez et al. 2016 

 Formación de biopelículas de las cepas de P. fluorescens  

Se realizó un experimento para evaluar la capacidad de formación de biopelículas de las 

10 cepas de P. fluorescens, para lo cual se estableció un diseño completamente al azar 

con 11 tratamientos y 8 repeticiones por tratamiento, 10 de los tratamientos correspondían 

a las cepas y uno al tratamiento control, este último, al no tener cepa bacteriana permitió 

comparar la formación de biopelículas en los otros tratamientos. Esta evaluación se hizo 

sobre una superficie abiótica, una microplaca de propileno, como se describe a 

continuación.  

 

La evaluación de la formación de biopelícula en una superficie abiótica se realizó 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 Biopelícula (Anexo A) en tubos para centrífuga de 15 mL de 

capacidad a una temperatura de 30 °C y agitación a 150 rpm por 48 horas. Posteriormente, 

se llevaron a una densidad óptica de 0.01 (DO600nm), se tomaron cantidades de 100 μl 

de cada una y 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 Biopelícula 

sin inocular como control.  
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La microplaca se conservó sin agitación a 30°C por 48 horas, transcurrido este tiempo, se 

retiró el contenido de cada pozo, se realizaron lavados con agua destilada estéril hasta 

eliminar por completo el medio, se agregaron 125 μl de una solución 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 dejó por 24 horas en posición invertida para eliminar 

el exceso de agua. Después de este tiempo, se adicionaron 125 μl de una solución de 

etanol al 80% y aceta al 20% en cada pozo, para extraer el colorante adherido en las 

paredes, y se cuantificó la absorbancia a 600nm en un espectrofotómetro (BIORAD® 

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

 Pruebas de motilidad por swarming y swimming 

Se realizó 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 

traslocación de las bacterias sobre superficies, y swimming, a la traslocación en ambientes 

acuosos (McCarter y Morabe, 2019). Se estableció un diseño 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 último consistió en agregar 

al medio de swarming y swimming, solución salina al 85% sin cepa bacteriana, lo que 

permitió verificar que no hubiera crecimiento de microorganismos ni en la solución ni en el 

medio sin adición 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 utilizó el 

medio M8 (Anexo A) sin NH4Cl y suplementado con 0,2% de glucosa y 0,05% de glutamato, 

con una concentración de agar bacteriológico de 0.5 %; y para swimming se utilizó medio 

LB con una concentración de agar bacteriológico de 0.3 %.   

 

Se obtuvo una suspensión bacteriana de cada cepa a una concentración de 

aproximadamente 1x107 UFC.mL-1 (unidades formadoras de colonia por cada mililitro), se 

tomaron 2 µL de cada suspensión y se depositaron en el centro de cada caja de Petri. Para 

swarming se aplicó la suspensión en la superficie del medio y para el medio de swimming 

se aplicó en la parte intermedia, a través de una punción, 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 realizó la medición del diámetro 

de crecimiento de las bacterias.   

 

1.2 Formación de biopelículas sobre hifas 
extrarradicales del HFMA in vitro 

 

Se realizó un experimento para evaluar la formación de biopelículas de 10 cepas de 

Pseudomonas fluorescens sobre hifas extrarradicales de Rhizophagus irregularis en 

cultivos in vitro con raíces transformadas de zanahoria. Para esto, se estableció un diseño 

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 último se 

dispuso la misma solución 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 metodología establecida por St-Arnaud 

et al. (1996). Se utilizaron cajas de Petri plásticas de dos compartimentos, en las que, uno 

de los compartimentos se denominó compartimento “de la raíz” y el otro, compartimento 

“de la hifa” (Figura 1.2-1). En el compartimento “de la raíz” se agregaron 20 mL de medio 

mínimo (MM) con 0,35% de phytagel (Fortin et al., 2002) (Anexo A), una vez el medio 

solidificó, se posicionó la caja de forma inclinada y se agregaron 8 mL de MM sin fuente 

de azúcar ni fósforo en el compartimento “de la hifa”, formando una pendiente desde el 

fondo del compartimento hasta la parte superior de la división 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. 
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Figura 1.2-1: Esquema de la caja de Petri con dos compartimentos para establecer el 

cultivo in vitro del HFMA R. irregularis. 

 

Tomado de Bücking y Shacha (2005). 

 

A partir de cultivos in vitro previamente crecidos bajo condiciones similares, se tomaron 

raíces de zanahoria e inóculo del HFMA para establecer los cultivos in vitro del 

experimento. En cada caja de Petri ya descrita, se ubicó un fragmento de raíz, de 5 cm 

aproximadamente, sobre la superficie del medio del compartimento “de la raíz”, y sobre 

esta raíz, un bloque de medio de 1 cm2 aproximadamente, que contenía hifas y esporas 

de hongo.  

 

Las cajas se incubaron a 25 ºC en oscuridad y se revisaron semanalmente, con el fin de 

verificar el crecimiento de las hifas extrarradicales del hongo y controlar la ramificación de 

las raíces 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 semilíquido (Phytagel® 1 

%), sin fuente de azúcar ni fósforo, en el compartimento “de la hifa”, en donde fueron 

colocados 4 pozos, cada uno de 25 μl de suspensión bacteriana (1x108 UFC.mL-1), como 

muestra la Figura 1.2-2. El total de las cajas se incubaron a 25 ºC en oscuridad y después 

de 30 días se realizó la medición de longitud de la hifa extrarradical del hongo con 

presencia de biopelícula siguiendo el método de intersección lineal establecido por 

Tennant (1975). Brevemente, se realizó el conteo de las hifas que cruzaban las líneas de 

una cuadrícula en el lente del ocular del microscopio óptico en aumento 10X (Nikon Eclipse 

Compartimento  

“de la raíz”                     

Micorriza 

(raíz/HFMA)                     

Hifas que 

cruzan                     

Micelio 

extrarradical 

Compartimento  

“de la hifa”                     
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TS100), sobre 25 puntos al azar en el compartimento “de la hifa”. Cada cuadrícula medía 

0,55 cm2, se aplicó la fórmula que describe el método, para obtener el dato por cm2, se 

dividió la suma en 25 y en el área de la cuadrícula. En el tratamiento control se comprobó 

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 medición de hifa con biopelículas en el control. 

 

Figura 1.2-3: Cultivo in vitro de HFMA Rhizophagus irregularis DAOM197198, con raíces 

transformadas de zanahoria (compartimento “de la raíz”). Se observan los puntos de 

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

 

 

Figura 1.2-4: Esquema representativo del método de intersección lineal (Tennant, 1975) 

usado para la determinación de la longitud de hifas con presencia de biopelículas. Los 

puntos rojos corresponden a las intersecciones de las hifas en las cuadrículas. 

 

 

Sobre este sistema in vitro también se realizó la medición de la longitud de hifas, siguiendo 

el método de intersección lineal descrito anteriormente, utilizando la misma cuadrícula y 

 

N: Número de intersecciones por cuadrícula 
U: Longitud de un lado de la cuadrícula  

0,55cm2 
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lente. También se cuantificó el número de esporas presentes en un rectángulo de área de 

1 cm2 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 más de 90 días de haber realizado la inoculación bacteriana en el compartimento “de 

la hifa”, se evaluó la viabilidad de las cepas para verificar que las células que hacían parte 

de la biopelícula estaban efectivamente interactuando con el hongo sobre la hifa. Con este 

fin, se realizó una punción con un asa de aguja sobre una biopelícula de hifa, esto para 4 

hifas diferentes de cada cepa y escogidas de forma aleatoria. Esta punción se sembró en 

medio LB suplementado con rifampicina (100 µg mL-1) y se llevó a incubadora a 27°C por 

48 horas. 

 

1.3 Evaluación del efecto de la co-inoculación de BSF y 
HFMA en la transferencia de fósforo (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 diámetro promedio de 4 cm, adquiridos 

en la empresa Plantar Colombia Ltda. Los tubérculos fueron lavados con agua de grifo, 

desinfectados mediante inmersión 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 Descripción de los tratamientos en materas 

Experimento in vivo que se llevó a cabo en el cuarto de crecimiento de la Facultad de 

Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia, en Bogotá. Con suelo no estéril 

proveniente de áreas de producción de papa del municipio de Madrid – Cundinamarca. El 

experimento se realizó en materas con 2,8 kg de suelo, para evaluar el efecto de la 

inoculación 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 fosfórica marca comercial Granufos 20 

(contenido del 20% de P2O5, ver Anexo D), otros con P soluble (fosfato dipotásico 

(K2HPO4)), y otros sin fuente de P, como se describe a continuación. 

 

Se estableció un diseño completamente al azar con 14 tratamientos y cuatro repeticiones 

por tratamiento. En los tratamientos 1 a 10 se realizó la co-inoculación de una cepa 

bacteriana y del HFMA y la adición de la fuente de P insoluble (denominando cada 

tratamiento con el nombre de la cepa bacteriana), el tratamiento 11 se inoculó con el hongo 

y se adicionó P insoluble (HFMA+P Insol.), al tratamiento 12 se adicionó P insoluble sin 

inoculación de alguno de los microorganismos (P Insol.), al tratamiento 13 se adicionó P 

soluble sin inoculación 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 continuación: 

 

Tabla 1.3-1: Descripción de los tratamientos de la evaluación en materas.  

N° Denominación Descripción 

1 P28 Co-inoculación de la cepa bacteriana P28 y HFMA más P insoluble 

2 P29 Co-inoculación de la cepa bacteriana P29 y HFMA más P insoluble 

3 P36 Co-inoculación de la cepa bacteriana P36 y HFMA más P insoluble 

4 P63 Co-inoculación de la cepa bacteriana P63 y HFMA más P insoluble 

5 P74 Co-inoculación de la cepa bacteriana P74 y HFMA más P insoluble 

6 P80 Co-inoculación de la cepa bacteriana P80 y HFMA más P insoluble 

7 P95 Co-inoculación de la cepa bacteriana P95 y HFMA más P insoluble 

8 P102 Co-inoculación de la cepa bacteriana P102 y HFMA más P insoluble 

9 P104 Co-inoculación de la cepa bacteriana P104 y HFMA más P insoluble 

10 P108 Co-inoculación de la cepa bacteriana P108 y HFMA más P insoluble 

11 HFMA + P Insol. Inoculación de HFMA y adición de P insoluble 

12 P Insol. Sin inoculación, adición de P insoluble 

13 P sol. Sin inoculación, adición P soluble 

14 No P Sin inoculación ni adición 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 concentración de 1x108 UFC. 

mL-1; y como inóculo del HFMA se aplicó el producto comercial Glomygel® en una 

suspensión de 250 propágulos.mL-1 para la inoculación. La cantidad de fertilizante 

requerido en el suelo se determinó teniendo en cuenta el análisis físico-químico de suelos 

y los requerimientos de la variedad de papa (Anexo D), aplicando el método cuantitativo 

con parámetros como la absorción, el potencial de producción en papa Criolla, y los 

nutrientes aprovechables del suelo, entre otros. Para el caso puntual del fósforo, para los 

tratamientos correspondientes de acuerdo a la Tabla 1.3-1, se hizo una adición de 150 

kg.ha-1 de P2O5 y de 368 kg.ha-1 de K2HPO4 para los tratamientos de P insoluble y P soluble 

respectivamente, los cálculos se describen en el Anexo D.   

 

Los tubérculos desinfectados se sumergieron en las suspensiones bacterianas por 15 

minutos con agitación cada 3 minutos (Ordoñez, 2009), se utilizaron 7 tubérculos por 

suspensión 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 consistió 

en sumergir cada tubérculo en 10 mL de solución salina estéril al 0.85 %, agitar en vórtex 

por 1 min y hacer diluciones seriadas, de las cuales, se tomaron 100 µL y se sembraron 

en tapete en cajas de Petri con medio LB más rifampicina (100 µg.mL-1). Después de 48 

horas de incubación a 28 °C, se hizo el conteo de las UFC. Los datos de concentración 

(expresados en UFC) de las cepas bacterianas presentes en la superficie de los tubérculos, 

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

 

Tabla 1.3-2: Concentración 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 aplicó el fertilizante de acuerdo con los cálculos del análisis 

de suelo señalados en el Anexo D, la dosis de P se dispuso de acuerdo al tratamiento 

correspondiente Tabla 1.3-1. Se sembró un tubérculo, inoculado o no inoculado (según 

correspondiera) por matera, a una profundidad de 5 cm. En los tratamientos que debían 

tener HFMA, se realizó su inoculación antes de cubrir los tubérculos, mediante la aplicación 

de 1 mL de la suspensión alrededor de cada tubérculo según recomendaciones del 

fabricante. Y se procedió 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 realizó manual, tres veces por semana, 

aplicando agua hasta capacidad de campo, esta capacidad de campo se determinó con el 

volumen de agua adicionado previo al inicio del drenaje de exceso de agua. El experimento 

tuvo una duración de 70 días en etapa de inicio de floración de las plantas. No se 

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

 

1.3.4 Concentración de P en tejido foliar 

Finalizado el experimento, se realizó la medición del contenido de fósforo foliar, para lo 

cual se utilizó el método colorimétrico de azul de molibdato reportado por Murphy y Riley 

(1962) (Anexo C). Se cosechó el cuarto peciolo por cada planta tratamiento (Agvise 2013; 

Berardo et al., 2010; Ñústez et al., 2006), se registró 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 nitrógeno líquido, este 

material se pasó a un tubo de ensayo y se adicionaron 2 mL de agua destilada desionizada, 
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se mezcló con vórtex durante 1 min y se centrifugó a 8000 rpm por 10 min. Se tomaron 

100 μL del sobrenadante y se diluyeron en agua destilada desionizada para un volumen 

final de 500 μL. Esta solución se utilizó en la medición de PO4 por el método colorimétrico 

de azul de molibdato.  

1.3.5 Estimación de la colonización bacteriana rifampicina 
resistentes 

Con el objetivo de estimar la presencia de Pseudomonas fluorescens rifampicina 

resistentes expresado como la concentración de UFC. g-1 de suelo, se realizaron diluciones 

seriadas. Se colectó el suelo que estaba fuertemente adherido a las raíces (suelo 

rizosférico) con la ayuda de un asa de laboratorio previamente esterilizada, y con cuidado 

de no herir la raíz, se pesó un gramo, se diluyó en 9 mL de solución salina estéril al 0.85 

% (p/v) y se mezcló utilizando un vórtex por 1 min. Se sembraron 100 μL de la dilución en 

medio LB suplementado con rifampicina (100 μL mL-1), se incubaron por 48 h a 28 ºC y se 

realizó el conteo de colonias (Ordoñez, 2009).  

1.3.6 Colonización de raíces por HFMA 

Para la medición de la colonización de HFMA en las raíces, se cortaron trozos de 1 cm de 

longitud y un grosor no mayor a 2 mm, y se almacenaron en tubos para centrífuga de 2 mL 

(30 trozos/tubo) sumergidos en hielo; se obtuvieron dos tubos por cada planta del 

experimento, para ser usados en las dos metodologías implementadas: un tubo por 

metodología.  

 Tinción con Azul de Tripán: 

Esta metodología tuvo como objetivo estimar el porcentaje de colonización total de HFMA 

en las raíces y se utilizó el método de tinción de Phillips y Hayman (1970), tomado de 

Marulanda (2006). En cada tubo, se adicionó una solución de KOH al 10 % cubriendo las 

raíces durante 10 min a 60 ºC, se lavaron las raíces con agua destilada, se adicionó HCl 

al 10 % por 10 min a temperatura ambiente, se eliminó el HCl y se agregó una solución de 

azul de tripán al 0.05 % en ácido láctico durante toda la noche. Las raíces se conservaron 

en una solución de ácido láctico hasta su observación.   
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La observación se realizó en un microscopio (Nikon Eclipse TS100). Las raíces se ubicaron 

en láminas portaobjetos, 15 trozos de raíz por lámina, dos láminas por cada tratamiento. 

El procedimiento de lectura utilizado fue el reportado por Trouvelot et al., (1986) como: 

Frecuencia de micorrización en el sistema radicular = (Número de fragmentos 

micorrizados/total de raíces contadas) *100. 

 

 Tinción histoquímica para actividad fosfatasa alcalina: 

Esta metodología consistió en estimar la actividad fosfatasa alcalina siguiendo el protocolo 

establecido por Tisserant et al., (1993), esto con el objetivo de observar las estructuras 

metabólicamente activas del hongo. Se adicionó, a cada tubo, una solución incubadora 

(1mg mL-1 de α-naftil PO4, 0.5 mg mL-1 de Cl2Mg anhidro, 0.8 mg mL-1 de Cl2Mn 4H2O y 

Tris ácido cítrico 0.05 M, pH 9,2), asegurándose de cubrir todas las raíces y se dejó actuar 

a 37 ºC por 18 horas. Se lavaron las raíces con agua destilada, se adicionó hipoclorito 

sódico de cloro activo al 1 % (v/v) por 20 min a temperatura ambiente, se lavaron las raíces 

nuevamente con agua destilada y se agregó ácido láctico al 10% y glicerol para 

conservarlas hasta su observación (Marulanda, 2006). La observación al microscopio se 

realizó de forma inmediata. 

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

 

1.3.7 Acumulación de materia seca 

Luego de los 70 días de crecimiento de las plantas, se cosecharon los peciolos para el 

análisis foliar, las raíces para la evaluación de la intensidad micorrícica y el suelo rizosférico 

para la cuantificación bacteriana. Se separó la parte aérea de las raíces para registrar el 

peso seco de la parte aérea y de la raíz 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 registró el peso seco. 

1.4 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando el programa JMP® licenciado. Se realizaron 

análisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparación de medias de Tukey aplicando el 

modelo completamente aleatorio unifactorial, luego de la validación 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 Formación de Biopelículas de las Cepas de BSF 

 

Las diez cepas de Pseudomonas fluorescens evaluadas presentaron formación de 

biopelícula en la microplaca de polipropileno, cada una con una capacidad diferente y 

estadísticamente significativa para adherirse a esta superficie abiótica (Figura 2.1-1).  

Figura 2.1-1: Placa de polipropileno con la formación de biopelículas visibles por la tinción 

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. 

 

 

 

 

 

En la Figura 2.1-2 se observan los valores de absorbancia (DO600) de la dilución del 

colorante de la biopelícula adherida en la placa de polipropileno. Las cepas P29 y P80 no 

presentaron diferencias estadísticas 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 formación de biopelícula adherida a esta 

superficie abiótica. 

P28        P29        P36       P63        P74       P80        P95        P102     P104     P108    Control  
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Figura 2.1-2: Cuantificación de la formación de biopelícula sobre una superficie abiótica 

de las diez cepas de Pseudomonas fluorescens. Letras diferentes indican diferencias 

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

 

 

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 estadísticas 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 observó 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). 

 

 

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 estadísticamente significativas entre tratamientos. Se observan valores de 

desplazamiento menores en comparación con swarming. Las cepas P29, P28, P63 y P102 

tuvieron mayor movilidad estadísticamente 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). 

A 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). 

 

 

2.3 Formación de Biopelículas sobre Hifas 
Extrarradicales del HFMA in vitro 

 

Las diez cepas de P. fluorescens formaron biopelícula 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 2.3-1 y 2.3-2), así como 

también, alrededor de las estructuras ramificadas de absorción (BAS) y de hifas 

secundarias (Figura 2.3-3).  

Figura 2.3-1:  A la izquierda, sistema de cultivo in vitro de raíces de zanahoria micorrizadas 

con inoculación 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 

inoculación. Los puntos pequeños, abundantes y blancos que muestra la fotografía de la 

derecha, son esporas del HFMA. 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3-2: Formación de biopelícula 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 raíces micorrizadas de zanahoria. 

 

 

 

 

 

 

 

Hifas del HFMA 

Formación de biopelícula 

Punto de inoculación 

bacteriano 

Biopelícula sobre hifa 
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Figura 2.3-3: Fotografías de las biopelículas sobre la hifa de R. irregularis en el cultivo in 

vitro. Crecimiento de las biopelículas: A. Alrededor de las estructuras ramificadas de 

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

A                                                B                                               C 

 

 

La longitud de la hifa colonizada varió 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 microscópicas de la formación de biopelícula 

de cada cepa sobre las hifas se puede observar en el Anexo E. No se observó crecimiento 

de bacterias en el tratamiento control. 

Aunque la longitud de biopelículas sobre hifa que se registró de las cepas bacterianas 

evaluadas es considerable, no alcanzaron a llegar al “compartimento de la raíz” en donde 

se pensaría que, de haber llegado, se podría evidenciar esta estructura de biopelícula 

sobre la raíz de zanahoria.   

Figura 2.3-4: Longitud de hifa con presencia de biopelícula de las 10 cepas bacterianas 

de Pseudomonas fluorescens en cultivo in vitro. Los datos representan la longitud de hifa 

promedio con biopelícula por tratamiento por 1 cm2. 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 días, 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 aseguró su supervivencia por un largo 

periodo, teniendo en cuenta que el medio de cultivo utilizado en el compartimento “de la 

hifa” no contenía fuentes de fósforo ni carbono.  

 

Los resultados de correlación del análisis estadístico mostraron que hay correlación 

estadística positiva entre la motilidad por swarming ó swiming y la formación de biopelícula 

sobre las hifas (coeficiente de Pearson de 0.404 y 0.419, respectivamente)., sin embargo, 

es baja dicha correlación.  

 

2.3.1 Longitud de micelio extrarradical y número de esporas 

Los resultados de longitud de hifas extrarradicales en el sistema in vitro presentaron 

diferencias estadísticas significativas entre cepas (ANOVA F(9, 20) = 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 observó la mayor longitud de hifa (36 a 47 cm), mientras la inoculación 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 cm2. Letras diferentes indican diferencias significativas 

por la prueba de Tukey (P < 0.05). 

 

 

De la misma manera, la producción de esporas del HFMA también fue significativamente 

afectada por la presencia de las diferentes cepas bacterianas en el cultivo in vitro (ANOVA 

F (9, 20) = 18.86, P < 0.0001) (Figura 2.3-6). Por las pruebas de comparación se puede inferir 

que la cepa P36 presenta la mayor diferencia estadística, seguida por las cepas P28, P29 

y P102 superando en número de esporas a las demás cepas en estudio. Merece destacar 

que estas cepas también presentaron los mayores valores en el desarrollo de longitud de 

hifa en el mismo sistema in vitro, y la cepa P104 presentó el menor valor de longitud de 

hifa y uno de los menores números de esporas/cm2. Se encontró una correlación positiva 

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

Figura 2.3-6: Número de esporas de R. irregularis producidas en interacción 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 Evaluación del Efecto de la Co-inoculación de BSF y 
HFMA en la Transferencia de Fósforo (P) en Plantas 
de Papa Sembradas en Materas 

2.4.1 Concentración de P en tejido foliar 

La concentración de P foliar en las plantas de papa criolla, fue significativamente afectada 

por la co-inoculación de cepas de BSF y R. irregularis (ANOVA, F(13, 42)= 5.53, P < 0.0001) 

(Figura 2.4-1). La más alta concentración de P foliar se encontró en plantas inoculadas con 

la cepa P102, con diferencia significativa en comparación a los 7 tratamientos de los co-

inoculados y los controles sin inoculación de BSF. El tratamiento de P soluble también 

presentó un valor alto de concentración de P, pero solo estadísticamente diferente respecto 

a los tratamientos control:  P insoluble sin co-inoculación (P Insol.) y sin P ni co-inoculación 

(No P). Las plantas inoculadas con el HFMA y con fuente de P insoluble, aunque 

presentaron un mayor valor de concentración de P foliar respecto a los tratamientos control 

(P Insol. y No P) éste no fue estadísticamente diferente, lo que puede indicar que la 

inoculación con HFMA por si sola no ayudó a la planta en la absorción de P con una fuente 

de P insoluble (roca fosfórica), sino que pudo deberse a la acción de la población 

microbiana nativa. 

Figura 2.4-1: Concentración 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 fosfórica (P insoluble). Tratamiento HFMA+P Insol.: Con R. irregularis 

y roca fosfórica. Tratamiento P Sol.: No co-inoculado y fertilizado con P soluble. 

Tratamiento P Insol.: No co-inoculado y fertilizado con roca fósfórica. Tratamiento No P: 

No Co-inoculado ni fertilizado. Letras diferentes indican diferencias significativas por la 

prueba de Tukey (P < 0.05). 

 

2.4.2 Estimación de la colonización bacteriana rifampicina 
resistentes 

Al finalizar el experimento, el número promedio de las bacterias resistentes a rifampicina 

recuperadas del suelo de los tratamientos inoculados con BSF, estuvo entre 1,10 x105 

UFC.g-1 (P36) y 1,40 x106 UFC.g-1 de suelo (P108), y de 6,80 x104 UFC.g-1 de suelo en el 

tratamiento no inoculado con microorganismos (Tabla 2.4-1). La presencia de esta 

población bacteriana rifampicina resistente en el tratamiento no inoculado, supone que el 

suelo tenía una población nativa de bacterias rifampicina resistentes. El tratamiento control 

presentó menor número de bacterias, lo que equivaldría a que las cepas bacterianas de P. 

fluorescens inoculadas lograron colonizar la rizósfera de S. tuberosum, sin embargo, no se 

puede inferir respecto a una diferencia estadística significativa dado que hubo una alta 

varianza entre las repeticiones de los tratamientos, tampoco se encontró relación de esta 
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variable y las registradas de crecimiento de las plantas o colonización fúngica en este 

experimento. 

Tabla 2.4-1:Concentración 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 Colonización de raíces por HFMA 

La inoculación con diferentes BSF tuvo un efecto estadísticamente significativo en la 

colonización micorrícica (ANOVA, F (13, 55) = 4.65, P = 0.0001). El porcentaje de longitud de 

la raíz colonizada por el hongo, fue significativamente mayor en el tratamiento inoculado 

con P102 en comparación con los demás tratamientos. También las cepas P29, P74, P80 

y P104 tuvieron una mayor colonización micorrícica 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 colonización por el hongo en raíz, con 

diferencia estadística con los tratamientos ya mencionados además del inoculado con P28. 

Los resultados estadísticos dieron una correlación de 0,66 entre las variables colonización 

micorrícica y el contenido de P foliar, lo que podría inferir una importante influencia de la 

colonización del hongo en raíz respecto a la traslocación de P del hongo micorrícico 

arbuscular. 

 

La colonización micorrícica metabólicamente activa, medida como porcentaje de la 

longitud de las raíces colonizadas por estructuras micorrícicas de hongos teñidas como 
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evidencia de la actividad de la fosfatasa, también fue significativamente mejorada en 

tratamientos con algunas cepas de BSF (ANOVA, F(13, 55) = 2.51, P = 0.008). Por ejemplo, 

las plantas inoculadas con P29, P80 y P102 mostraron niveles significativamente mayores 

de colonización fúngica metabólicamente activa en las raíces en comparación con los tres 

tratamientos sin BSF ni HFMA: tratamiento con adición de P soluble, el de P insoluble y el 

sin adición de P (Figura 2.4-3). Los demás 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 raíz 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). 

 

 

Figura 2.4-3: Porcentaje de longitud de raíz de papa con colonización micorrícica 

metabólicamente 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 Acumulación de materia seca 

La co-inoculación de BSF y R. irregularis no tuvo efecto sobre la acumulación de materia 

seca en la parte aérea ni en la raíz de las plantas de papa (ρ= 0,08 y ρ= 0,8 

respectivamente), sin embargo, se presentaron diferencias significativas en la prueba de 

comparación de medias entre los tratamientos.  

 

El tratamiento con solo aplicación de la fuente de fósforo soluble (P Sol.) presentó la mayor 

acumulación de biomasa en la parte aérea de la planta con diferencia estadística respecto 

al tratamiento sin co-inoculación ni aplicación de fósforo (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 incidió en mayor biomasa. 
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Figura 2.4-4: Acumulación de materia seca en raíces 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 fosfórica (P. insol.) y una fuente de P soluble 

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

0.05).    

 

 

 

 

 



 

 
 

3. Discusión 

Este estudio evalúa 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.  

 

 Formación de biopelículas de BSF Pseudomonas sp.  

 

Mediante los experimentos in vitro, se observó la formación de biopelículas de las 10 cepas 

de P. fluorescens evaluadas, tanto en una superficie abiótica como en una superficie 

biótica, con una amplia variación entre las cepas en estudio. Los resultados presentados 

sobre la superficie abiótica, son congruentes con lo descrito por varios autores, 

destacándose entre otros atributos la gran capacidad de Pseudomonas fluorescens de 

formar biopelículas (Novinscak y Filion, 2018; Hinsa y O’Toole, 2006; O’Toole y Kolter, 

1998). La cepa P36 con valor de absorbancia de 4.0, mostró la mayor formación de 

biopelícula, 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 agrícolas, 

mientras en este estudio, los resultados de absorbancia están 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 agrícolas y podrían tener la capacidad de formación de biopelículas superior a otras 

cepas.  

En la evaluación de biopelícula sobre la superficie biótica, como se mencionó, hubo 

formación de biopelícula de las 10 cepas de P. fluorescens sobre las hifas del HFMA R. 

irregularis. Con estos resultados, y otros del presente estudio, se logró consolidar la 
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publicación realizada en el año 2016 (Ordoñez et al., 2016), en la cual hacen parte también 

resultados previos al presente, obtenidos por Lara (2007) y Ordoñez (2009). Esta, fue una 

de las primeras, y aun una de las pocas, investigaciones que divulgaron resultados acerca 

de formación de biopelículas de bacterias con capacidad de solubilizar fósforo, sobre hifas 

de HFMA. Se conocían interacciones previas a esta publicación, en las que bacterias se 

adherían a la superficie de hifas de HFMA (Toljander et al., 2006; Scheublin et al., 2010; 

Lecomte y St-Arnaud, 2011), y de formación de biopelículas sobre las estructuras del 

hongo (Bianciotto et al., 2001; Ude et al., 2006), sin tener mayor reporte de la capacidad 

de solubilizar fósforo. En los últimos años se ha registrado mayor atención a la formación 

de biopelículas por las rizobacterias (Rana et al., 2020; Ahmad el al., 2017; Hettiarachchi 

et al., 2016), ya que la realidad bacteriana es que el crecimiento planctónico puro es poco 

común, y las biopelículas 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 investigación y sistemas in vitro 

similares a los aquí descritos, y sus resultados mostraron formación de biopelículas 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 más estable. Lo que 

permite inferir que experimentos y resultados de nuestra investigación puedan haber dado 

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

 

Dentro de los montajes in vitro, además de probar la capacidad de formación de 

biopelícula, se evaluó la motilidad de las cepas bacterianas por swimming y swarming, ya 

que son características importantes dentro de las fases de adhesión para la formación de 

biopelículas y colonización 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 colonización del área por swarming, que es el modo bacteriano conocido más 

rápido para su desplazamiento en una superficie y rápida colonización de un ambiente rico 

en nutrientes (Verstraeten et al., 2008). Las cepas P80 y P95 colonizaron casi la totalidad 

de área, 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 rápidas 
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swimmers con valores de desplazamiento hasta de 8.4 mm en el tiempo de evaluación. 

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 formación 

de biopelícula. Y es que estas formas de locomoción hacen parte de las estrategias de 

supervivencia bacteriana muy relacionadas con la formación de biopelículas (McCarter y 

Morabe, 2019). 

 

La prueba de formación de biopelícula sobre superficie abiótica nos mostró la capacidad 

de formación de biopelícula de todas las cepas, y efectivamente luego en el experimento 

sobre las hifas, todas las cepas bacterianas formaron biopelículas en esta nueva superficie. 

Sin embargo, se encontró una correlación negativa estadísticamente entre estas dos 

variables, la cepa de mayor longitud de biopelícula sobre hifa (P29) tuvo la menor 

biopelícula en la superficie abiótica, de manera que un mayor desarrollo de biopelículas en 

superficies abióticas no predijo si la bacteria tendría la mayor formación de biopelícula 

sobre hifas de HFMA. Es importante resaltar, que el método aquí utilizado para determinar 

a las cepas como formadoras de biopelículas, el de O’Toole et al., (1999), es uno de los 

más empleados por los investigadores para este fin (Uzcudun, 2004), y el cual no se ha 

modificado para evaluar sobre una superficie biótica como las hifas. Para cuantificar la 

biopelícula sobre hifa, se adoptó el método de intersección lineal de Tennant (1975), el 

cual es utilizado para determinar la longitud de hifa, y en este caso, nos mostró la longitud 

de hifa con presencia de biopelícula, y esto a nivel práctico puede representar la habilidad 

de la bacteria en colonizar la hifa en su mayor longitud para su beneficio. Sin embargo, 

este método, no nos permitió calificar el tipo de formación de biopelícula en una misma 

longitud, por ejemplo, se observó que las cepas P95 y P102 desarrollaron biopelículas más 

gruesas, sugiriendo que albergaran mayor número de células bacterianas; y cepas como 

las P36 y P104, por el contrario, se observaron con poca biopelícula, aparentemente con 

menor número de células (Anexo E). Para precisar lo anterior, se deberá evaluar en un 

trabajo posterior, la calidad de esta biopelícula sobre hifa y si esto podría atribuir un 

beneficio práctico a la relación tripartita BSF-HFMA-planta. Si por ejemplo se plantea un 

experimento in vitro en el que además de realizar las mediciones de longitud de hifa con 

biopelícula y el crecimiento del hongo, se intenta hacer una tinción de la biopelícula a través 

de la cual se pueda cuantificar por absorbancia la cantidad de biopelícula por mm de 

longitud de hifa. También se podría intentar extraer una porción determinada del medio in 
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vitro, con contenido de longitud conocida de hifa con biopelícula, y conseguir la población 

bacteriana adherida a la hifa, e inferir cuantitativamente sobre la calidad de dicha 

biopelícula. Lo cual podría ser comparado con el comportamiento en un sistema BSF-

HFMA-planta para evaluar el beneficio en la planta. Se esperaría que una biopelícula más 

desarrollada muestre mayor estabilidad y suficiencia frente a los sistemas plantónicos, tal 

y como lo demostró Simões et al. (2008), y se obtenga un incremento de la solubilización 

de fósforo a través del buen desarrollo de la biopelícula (Jayasinghearachchi y 

Seneviratne, 2006). Esto, además, podría deberse al alto nivel de producción de ácidos 

orgánicos asociado con la comunidad de la biopelícula con un alto nivel de expresión 

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

Del experimento in vitro en el que se evaluó formación de biopelícula sobre hifa, también 

se evaluaron otras características del hongo bajo la influencia de las BSF. Aunque no se 

tuvo comparación con un control sin bacteria, se observó un efecto significativo en el 

crecimiento de la hifa y producción 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 

que los HFMA estén en la ausencia de alguna cepa bacteriana. Se tuvo una correlación 

positiva de estas dos variables, en donde la cepa P36 presentó los mayores valores de 

longitud de hifa y número de esporas, seguida de la P102. Ordoñez (2009), para las 

mismas cepas de estudio y utilizando una metodología similar, comparó con un control sin 

bacteria y observó un menor crecimiento del hongo en presencia de las cepas bacterianas, 

sin embargo, no se evaluó biopelícula sobre las hifas. Por su parte, Sharma et al., (2020), 

también con una metodología similar, tuvieron presencia de biopelículas sobre hifas y 

sugirieron que podía ser una relación mutualista, ya que no encontraron efecto negativo 

de las BSF en la longitud de hifa ni en el número de esporas del HFMA. Varios estudios 

han demostrado que P. fluorescens pueden actuar como “helper bacteria” de los hongos, 

y mejorar significativamente la colonización bajo diferentes condiciones (Shinde et al., 

2019; Ghorchiani and Etesami, 2018; Frey-Klett et al., 2007). Esto puede ser el resultado 

de la interacción de cepas individuales con hongos que además compiten en un ambiente 

determinado, y conlleva a una adaptación 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 función 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 cómo bacterias de biopelículas pueden liberarse a los espacios 

intercelulares de las raíces a través de las hifas de HFMA e interactuar con otros 

microorganismos endófitos.  

 

Un resultado adicional importante de la formación de biopelícula, en el cultivo in vitro de 

interacción de BSF y HFMA, fue la prueba de viabilidad positiva de las bacterias adheridas 

a las hifas del hongo pasados 90 días. Teniendo en cuenta que el compartimento donde 

fueron inoculadas contenía 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 biopelícula 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 

región 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, además conducen a cambios en la función y en el ciclo de 

nutrientes orgánicos, lo que la hace una zona única e importante en los ecosistemas 

(Zhang et al., 2022). 

 

 Interacción tripartita HFMA-BSF-planta 

 

A partir de comprobar la capacidad de formación de biopelículas 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 biopelículas sobre hifas, se podría pensar en la formación de biopelículas de estas 

cepas BSF sobre el HFMA en las interacciones que tienen lugar en nuestros suelos 

agrícolas. Aunque estudiar la biopelícula directamente en el suelo no fue viable, se 

presume que las cepas bacterianas de este estudio, harían uso de esa gran capacidad de 

formación de biopelículas 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 biopelículas en ecosistemas naturales (Etesami et al., 2021; Iffis et 



42 Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopelículas sobre hifas 

extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relación en la nutrición 

vegetal del fósforo 

Título de la tesis o trabajo de investigación 

 
al., 2016; Agnolucci et al., 2015; Cruz and Ishii, 2012; Lecomte y Arnaud, 2011; Scheublin 

et al., 2010;). La presencia de biopelícula garantiza mayor supervivencia de las bacterias, 

ya que pueden superar condiciones ambientales cambiantes, generar una mayor 

colonización y protegerse (Danhorn y Fuqua, 2007). Los autores Etesami et al. (2021), 

mencionan que para las BSF y los HFMA, la biopelícula podría funcionar como una 

estrategia de mutuo beneficio, las BSF podrían usar la hifa para permitir su crecimiento en 

la dirección hacia la planta, colonizar la rizósfera, y usar más 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 están 

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

 

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, se evaluó la interacción de estas cepas de BSF 

formadoras de biopelículas 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 estadísticamente significativo sobre la colonización del hongo, en 

presencia de una comunidad microbiana local. La cepa P102 mostró un aumento de la 

colonización del hongo en raíz de papa del 147% versus los tratamientos sin inoculación 

(controles), y en comparación con los tratamientos co-inoculados, la cepa P102, aumentó 

la colonización 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 

colonización del HFMA en un 75% en promedio en comparación con los controles sin 

inoculación. Varios estudios también han reportado aumentos en la colonización de raíces 

con cepas de BSF, en suelos sin esterilizar, fertilización fosforada y cultivos de papa (Saini 

et al., 2021; Fuquen y Siancho, 2009; Ordoñez, 2009). Ordoñez (2009) en su estudio con 

las mismas cepas, también destacó mayor colonización de raíces con las cepas P29, P74 

y P104 frente a los controles, aunque en su estudio, la cepa P102 no tuvo la mejor 

colonización. 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; Ordoñez, 2009), siendo todos acertados para cada caso de 

aplicación, ya que responden a diferentes factores biológicos, ecológicos y de ambiente, 

pero que evidencian las interacciones microbianas y sus importantes efectos. 
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La colonización metabólicamente activa, evaluada mediante la tinción para fosfatasa 

alcalina, también fue fuertemente influenciada por la identidad de las cepas de BSF. Así, 

los tratamientos con las cepas bacterianas P29, P80 y P102 tuvieron una mayor 

colonización activa en comparación 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 colonización micorrícica con la tinción con azul de Tripán, 

que con la tinción que evidencia la actividad de la fosfatasa alcalina (Covacevich y 

Echeverria, 2010; Van Aarle et al., 2002). Mientras el azul de Tripán tiñe todas las 

estructuras del hongo (incluyendo estructuras no activas/viejas), la actividad fosfatasa 

alcalina involucra enzimas que participan en la traslocación activa del P en los HFMA 

(Marulanda, 2006), lo cual estaría 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 colonización en raíces del 25% al 29%, descritos por los tratamientos 

control sin inoculación (Figura 2.4-1). Y el tratamiento inoculado únicamente con HFMA, 

no presentó diferencias significativas respecto a los controles, lo que puede sugerir que la 

inoculación con el HFMA introducido no tuvo efecto sobre la colonización de las plantas, 

la cual ocurrió por HFMA nativos. Aunque las diferentes fuentes de fósforo de los 

tratamientos no tuvieron incidencia en la colonización micorrícica de los tratamientos 

control sin co-inoculación, la adición de P, como roca fosfórica, a los tratamientos co-

inoculados, se cree pudo ser importante para generar un resultado de aumento en la 

colonización micorrícica (Peña et al., 2021), ya que el contenido de P en el suelo era bajo 

(Anexo D, Gómez y Castro, 2013). De acuerdo a Zhang et al. (2016), los HFMA y la BSF 

interactúan en el suelo en beneficio de cada uno, por el P ó 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 compitió con el HFMA por el P del suelo, no hubo beneficio en la asimilación 

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 interacción. Estos 

resultados refuerzan la objeción al paradigma de inhibición de P (Peña et al., 2021), este 

paradigma dice, que la colonización de las raíces y el beneficio en las plantas por la 

inoculación 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 colonización de HFMA por lo que se requieren adiciones de P para estimular la 

colonización (Bolan et al., 1984; Miranda y Harris, 1994). En otras investigaciones, es 

evidente que la colonización por HFMA de raíces no siempre disminuye con el aumento de 

la dosis de P en campo (Higo et al., 2020; Peña et al. 2021); también se han obtenido 

beneficios en la productividad, por ejemplo, en el caso del cultivo de yuca con la inoculación 

con cepas de R. irregularis y fertilización 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 generalización, que se obtendrá una mayor colonización de 

raíces ó beneficios en las plantas por inoculación de HFMA en suelos deficientes de P en 

ausencia de fertilización 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 

(Peña et al. 2021). 

 

Las plantas de S. tuberosum de este experimento in vivo, mostraron la más alta 

concentración de P foliar con la co-inoculación de la cepa bacteriana P102 y R. irregularis. 

Este tratamiento presentó una diferencia estadística significativa versus la mayoría de los 

tratamientos, resultado que coincidió con lo reportado por Ordóñez (2009). Con este 

tratamiento se aumentó en un 39% la asimilación de P de la planta respecto al uso de P 

soluble, y en un 184% vs. el uso de solo roca fosfórica. Estos resultados son muy 

interesantes en términos económicos 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 colonización de raíces por HFMA, y uno de los mayores 

valores de desarrollo de biopelícula sobre hifa, de manera que esto se pudo haber 

traducido en el aumento de la absorción de P por las plantas de papa. Mientras que las 

otras cepas de BSF que tuvieron un efecto significativo en la colonización del hongo, 

estadísticamente no tuvieron efecto en la asimilación de P por las plantas de S. tuberosum. 

En términos económicos, sin embargo, para un productor de papa las concentraciones 

obtenidas con la co-inoculación de las cepas podrían ser significativas respecto al uso de 

solo roca fosfórica, con aumentos del P foliar que van desde un 30,5%. Por ejemplo, la co-
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inoculación de P108 y HFMA con roca fosfórica genera concentraciones similares de P 

foliar que la fertilización con P soluble que podría ser más costoso, además de un aumento 

del 93% respecto al uso de solo roca fosfórica.  

 

No se observó 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, podríamos inferir de estos resultados (Figura 2.4-2), que con el uso de roca 

fosfórica y co-inoculación de BSF y HFMA en el cultivo de papa, se podría 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 fosfórica + BSF + 

HFMA en la obtención del P en plantas de S. tuberosum grupo phureja. Así, este resultado 

puede ser importante para nuestra actualidad agrícola y en el diseño de sistemas 

sostenibles económica y ambientalmente. Afirma Múnera y Velez (2014), que se deben 

aplicar fertilizantes como la roca fosfórica y evitar los fertilizantes solubles, ya que 

constituyen una fuente de toxicidad para los microorganismos y disminuyen la eficiencia 

en la acción de las asociaciones simbióticas como las micorrizas. 

Para el presente estudio y el desarrollado por Ordoñez (2009), la cepa de BSF P102 

generó las mejores concentraciones de P foliar, sin embargo, no se puede pretender 

recomendarlo como un inóculo universal, que va a generar esta respuesta única y 

garantizada en los diferentes escenarios agrícolas. Si bien es cierto que tiene el 

comportamiento más destacado, no se puede desconocer que en la naturaleza hay un sin 

número de diferentes factores que pueden cambiar el curso de los resultados esperados. 

De manera que, teniendo en cuenta estos resultados base y en línea con lo propuesto por 

Peña et al. (2021), para hacer una recomendación acertada, se podría abordar un estudio 

midiendo la capacidad de respuesta a la inoculación ó co-inoculación, evaluando con 

cepas nativas de HFMA, el inóculo 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, además de diferentes variedades de papa. Así, se 

podria obtener un conjunto de metadatos que permita buscar asociaciones entre la 

capacidad de respuesta a la inoculación ó co-inoculación, la identidad del inóculo, la 

variedad de la planta, las variables climáticas y edáficas y la composición de la comunidad 

microbiana del suelo. Esto permitiría precisar con una alta probabilidad de éxito que 

inoculación realizar para determinada combinación de factores. 
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4. Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

 

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

formar biopelículas 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 interactúan 

estos microorganismos a través de la formación de biopelículas, 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 fósforo. 

 

La presente investigación comprobó el efecto positivo de la co-inoculación de BSF y HFMA, 

en el contenido de P foliar de plantas de papa (Solanum tuberosum variedad Criolla 

Colombia), en presencia del microbioma del suelo. La co-inoculación de la cepa de 

Pseudomonas fluorescens P102 y Rhizophagus irregularis, generó el mayor contenido de 

P foliar con un 184% más que el tratamiento con P insoluble sin inoculación; además 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 colonización micorrícica. 

 

En el presente estudio se muestra, como con el uso de una fuente de P tipo roca fosfórica 

como fertilizante y la co-inoculación 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 fertilización con una fuente de P soluble, en condiciones controladas de crecimiento. 

Esto, sin utilizar dosis en exceso de la roca fosfórica, sino dosis mínimas para el potencial 

de producción de papa. 

 

Los resultados de este estudio generaron aportes que sirvieron a otras investigaciones a 

abordar temas fundamentales de la interacción HFMA – BSF, demostrado por los artículos 

que han citado su publicación en la revista científica PLos One en el año 2016, el cual se 

ubicó en el 10% de los más citados en ese año, publicados por la revista. 

 

4.2 Recomendaciones 

 

Es importante llevar estas investigaciones bajo condiciones de campo, con la co-

inoculación de estos microorganismos, que involucren diferentes localidades, suelos, 

variedades de plantas, y se obtengan resultados en el tiempo. De esta manera se pueda 

tener información 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 esporulación del 

hongo, es una respuesta de estrés ó que explicación podría tener el fenómeno. 

 

Para este tipo de estudios, de evaluación de las interacciones de microorganismos como 

una alternativa de uso en la producción agrícola, se recomienda realizar la comparación in 

vitro e in vivo, sobre todo para microorganismos que estén siendo introducidos en las 

investigaciones con fines de aplicabilidad agrícola. Debido a que esta aproximación 

permite evaluar su comportamiento con un seguimiento exhaustivo desde el sistema in 
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vitro en condiciones controladas, y su aplicación 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 biopelícula sobre 

la hifa extraradical del hongo, por ejemplo, algunas cepas bacterianas forman biopelículas 

más densas, al parecer con mayor número de células bacterianas que otras, si esto podría 

atribuir un beneficio práctico a la relación tripartita BSF-HFMA-planta. 

 

 





 

 
 

A. Anexo: Medios de cultivo y 
soluciones 

Medio Gherna para la conservación 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 g 

Glicerol 87% 4,15 g 

Pasterizar a 10 lb por 15 minutos. 

 

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

Componentes 1000mL 

Tripta 10 g 

NaCl 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

Agar bacteriológico 12 g 

Disolver y esterilizar a 121°C por 20 minutos. 

 

 

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

Son los componentes del medio LB  

más otros adicionales 
1000mL 

Tripta 10 g 

NaCl 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

Sulfato de amonio 0,15 M -19,82 g 

Fosfato de potasio  100 mM – 13,09 g 

pH : 7  
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 Citrato de sodio 34 mM – 9,9 g 

Sulfato de magnesio 1 mM – 0,151 g  

Glucosa 0,1% - 1 g 

 
 

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

Componentes 1000mL 

Calcio 100 mL 

KI 1 mL 

*Macroelementos 100 mL 

**Microelementos 1 mL 

NaFe/EDTA 5 mL 

Vitaminas 10 mL 

Sacarosa 10 g 

Disolver sin calentar y ajustar pH a 5,5 

Phytagel 3,5 g 

Calentar hasta disolver el phytagel. 

Autoclavar a 121ºC por 15 min. 

 

Macroelementos y microelementos del medio mínimo completo MM 

Componentes 

*Macroelementos 

Concentración 

stock g/L 

Componentes 

**Microelementos 

Concentración 

stock g/100ml 

MgSO4 7H2O 73,1 g MnCl2 4H2O 0,6 g 

KNO3 8 g ZnSO4 7H2O 0,265 g 

KCl 6,5 g H3BO3 0,15 g 

KH2PO4 0,48 g CuSO4 5H2O 0,013 g 

 

Medio M8 y solución de sales M9 para Swarming. (Suárez and Venturi, 2008) 

Componentes 
A 800mL de agua 

adicionar: 

Na2HPO4-7H2O 64 g 

KH2PO4 15 g 

NaCl 2.5 g 

NH4Cl 5 g 

Agitar hasta disolver. 

Ajustar a 1000mL con agua destilada. 
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Esterilizar autoclavando por 15min a 15lb de presión. 

 

Preparación de Medio M8 para Swimming 

Componentes 750mL de agua* adicionar 

Preparar las sales M9 (5x) sin 

NH4Cl 

200mL 

Agua estéril para completar 1L 

Solución MgSO4 1M 2mL 

Glucosa al 20% 20mL 

Solución de CaCl2 1M 0,1mL 

Las soluciones de MgSO4 y CaCl2 se deben preparar por 

separado, esterilizar y adicionar después de diluir las sales M9 

(5x) a 1L de agua. 

Glucosa debe ser esterilizada por filtración antes de ser 

adicionada a las sales M9 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 
 

B. Anexo: UFC.mL-1 de las cepas 
bacterianas de Pseudomonas 
fluorescens para absorvancia DO: 
0,200 +/-0,05 

 

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

CEPA bacteriana UFC.mL-1 

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 fl 080 1,8E+08 

Ps fl 095 5,9E+07 

Ps fl 102 1,0E+08 

Ps fl 104 9,0E+07 

 

 





 

 
 

C. Anexo: Determinación de 
concentración de fosfatos en tejido 
vegetal 

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

azul de molibdato para la evaluación de fosfatos: 

 

- Solución stock de fosfato 0,2 mgP/mL (Se disuelven 87,9 mg de KH2PO4 en 75 mL 

de agua, se agrega 1 mL de ácido sulfúrico 10N y se completa el volumen hasta 

100 mL con agua). 

- Solución patrón de fósforo 0,02 mgP/mL, recién preparada (Se diluye 1 mL de la 

solución stock y se completa hasta 10 mL con agua). 

- Solución de ácido molíbdico (se disuelve 84 mL de H2SO4 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).  

- Solución de ácido ascórbico 1.5 mg/mL. Recién preparada. 

 

A partir de estas soluciones, se procede a generar la curva de calibración con 

concentraciones de fósforo conocidas, para lo cual se aplica el procedimiento descrito en 

la siguiente tabla, con diferentes concentraciones del patron de fósforo: 
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Volúmenes de las soluciones para la obtención de la curva de calibración de fósforo 

inorgánico 

Solución (mL) Blanco 1 2 3 4 5 6 7 

Patrón de fósforo 

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 

Ácido molíbdico* 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Ácido ascórbico** 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

*Luego de la adición del ácido molíbdico se agita bien y se deja en reposo 3 minutos. 

** Finalmente con la adición del ácido ascórbico, se deja en reposo 10 min. y se lee la 

absorbancia DO660 para cada punto de la curva. 

 

Valores de absorbancia DO660 de acuerdo a las concentraciones de la solución patrón de 

P. “Curva de calibración con concentraciones de fósforo conocidas. 

 

 

 Obtención del sobrenadante a partir de material vegetal. 

- Digerir el material vegetal con nitrógeno líquido 

- Resuspender en 2 mL de agua destilada desionizada 

- Vórtex por 1 min. a 2500 rpm 

- Centrifugar a 8000 rpm por 10 min. 
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- Tomar 100 µl del sobrenadante diluidos en agua destilada desionizada para un 

volumen final de 500µl 

 

Procedimiento para la determinación de la cantidad de Fósforo en material vegetal. 

Procedimiento y volúmenes de componentes para la determinación del contenido de 

fósforo en las muestras vegetales evaluadas. 

Componentes Volumen 

Sobrenadante (muestra) 1 mL 

Agua destilada 1 mL 

Ácido molíbdico* 0.5 mL 

Ácido ascórbico** 0.5 mL 

*Luego de la adición del ácido molíbdico se agita bien y se deja en reposo 3 minutos. 

** Con la adición del ácido ascórbico, se agita y se deja en reposo 10 min. y se lee la 

absorbancia DO660 para cada muestra. 

 

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

curva de calibración descrita en el numeral anterior, obteniéndosen los contenidos de 

fósforo requeridos. 

 

 

 

 

 





 

 
 

D. Anexo: Cálculos de la fertilización 
de las materas de papa criolla 
(Solanum thuberosum) 

Análisis físico-químico del suelo proveniente del cultivo de papa que se usó para el 

montaje de las materas 
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Niveles de los elementos y parámetros del análisis físico-químico del suelo para el cultivo 

de papa (Gómez y Castro, 2013; Pedraza, 2013; centro de investigación la Selva, 2009). 

 

Análisis físico químico del suelo de las materas 

PARÁMETRO RESULTADO Unidad Nivel 

Textura 
Franco-

Limoso 
  

Apto 

papa 

Arena 30 %   

Limo 58 %   

Arcilla 12 %   

pH  6,33   M 

C.E 0,96 dS/m B 

Sat. Hum. % Media   M 

C.I.C.E 22,98 me/100 A 

C.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 

Fósforo Bray II 34 ppm B 

Fósforo soluble 4,7 ppm MB 
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S-SO4 51 ppm A 

N-NH4 N.A ppm   

N-NO3 N.A ppm   

% Sat. Magnesio 16,9   M 

% Sat.  Sodio 4,35   M 

% Sat. Aluminio N.A   N.A 

% Sat. Potasio 10   E 

% Sat. Calcio 68,8   A 

 

 

Análisis de fertilización y de la dosis para los tratamientos con fósforo soluble e insoluble. 

Cálculos de la determinación de la necesidad del nutriente a aplicar edáficamente 

mediante el método cuantitativo. Elementos mayores. 

Nutriente: N P K Ca Mg 

Absorción del nutriente en papa 

criolla (Kg/T) (Arévalo y Fandiño, 

2013): 

4,02 0,74 8,85 1,72 0,52 

Potencial de producción estimado 

(T/ha) (Arévalo y Fandiño, 2013) 
38 38 38 38 38 

RPP (kg/ha): Requerimiento 

nutricional ponderado para un 

potencial de producción: 

152,76 28,12 336,30 65,36 19,76 

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 (Gómez, 

y Castro, 2013): 
1,3 4,0 1,7 8,0 4,0 

S (kg/ha):Disponibilidad del 

nutriente en el suelo: 
80,8 17,0 1057,6 791,5 236,0 

E: Eficiencia de la fertilización 

(Gómez y Castro, 2013) 
50 17 60 65 58 

NF (kg/ha): Necesidad del 

nutriente a aplicar: 
143,8  

66 
 NA   -  -    372,8  
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* Requerimiento nutriente (kg/ha), 

x balance de saturación de bases:  
             136,8  

Molécula a ser aplicada: N P2O5**   CaO MgO 

% Presencia de elemento en 

molécula: 
  44   30 60,3 

Kg/ha de molécula: 150 150   161,2 226,8 

Fuente fertilizante: Urea 
Roca 

fósfórica 
  

Roca 

fosfórica 
Micromagnesio 

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

*Análisis importante en la determinación del nutriente a aplicar edáficamente: Aunque el Mg 

está en contenidos altos en el suelo, y de acuerdo al cálculo el suelo estaría en capacidad 

de suplir en forma natural el Mg, pero la saturación de K es excesiva y limita la toma de Ca y 

Mg, por lo que se necesita determinar los requerimientos de Mg a partir de la saturación 

óptima que es de 20 según Gómez (2013).  

** Para algunos tratamientos como fuente de P insoluble, otros tratamientos con Psoluble se 

usó fosfato dipotásico (K2HPO4) bajo los mismos cálculos pero con un contenido de P en la 

molécula del 18% 

K y Ca están en contenidos excesivos y saturaciones máximas para el elemento, de esta 

manera se hace un balance con Mg para que no se genere antagonismo con Ca y K. 

NA. No apliacion adicional. De acuerdo al cálculo y la interpretación de la tabla del análisis 

de suelo, estos elementos están en el suelo en contenidos tales que estaría en condiciones 

de suplir en forma natural estos nutrientes sin considerar aplicaciones adicionales. 

 
Cálculos de la determinación de la necesidad del nutriente a aplicar edáficamente 

mediante el método cuantitativo. Elementos menores. 
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Se realizaron los cálculos de los requerimientos de fertilización en general, a continuación, 

se presenta la descripción del método usado para los cálculos en el caso del fósforo para 

el suelo de las materas, de acuerdo a los tratamientos. El método aplicado fue el 

cuantitativo (Gómez y Castro, 2013). 

Necesidad de fertilización 

          

         

 

NF: Necesidades de fertilización (kg/Ha/cosecha) 

Rpp: Requerimiento nutricional ponderado para un 

potencial de producción estimado (kg/Ha/cosecha) 

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

E: Eficiencia de la fertilización (%) 

 

Nutriente: Fe Cu Zn B Mn

Absorción del nutrienten en papa criolla 

(Kg/T) (Arévalo y Fandiño, 2013):
0,0284 0,0011 0,0100 0,0017 0,0057

Potencial de producción estimado (T/ha) 

(Arévalo y Fandiño, 2013)
38,8 38,8 38,8 38,8 38,8

RPP (kg/ha): Requerimiento nutricional 

ponderado para un potencial de 
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 (Gómez, 

2005):
20,0 10,0 10,0 8,0 25,0

S (kg/ha):Disponibilidad del nutriente 

en el suelo:
3,6 0,6 3,6 0,2 3,0

E: Eficiencia de la fertilización 6 15 15 15 6

NF (kg/ha): Necesidad del nutriente a 

aplicar:
NA NA NA NA NA

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 cálculo y la interpretación de la tabla del análisis 

de suelo, estos elementos están en el suelo en contenidos tales que estaría en condiciones 

de suplir en forma natural estos nutrientes sin considerar aplicaciones adicionales.

𝑵𝑭 =  
𝑹𝒑𝒑  − 𝐒

𝑬
 𝒙 𝟏𝟎𝟎 
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- Rpp = 0,74* 38 = 28,12 kg/ha (absorción del nutriente por el potencial de producción) 
 
- Densidad aparente= 0,8 g/cc para Andisoles (Gómez 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 análisis 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 está entre 10-45% (Gómez y Castro, 2013) 

 
 Necesidad de fertilización de P = 66 kg.ha-1 por cosecha 

 
 P2O5 que se deben aplicar = 150,4 kg.ha-1 

 
 Cantidad de Roca Fosfórica total = 537 kg.ha-1 (Roca fosfórica utilizada tiene 

28% de P2O5) 
 

Para una densidad de plantas de 40.000/ha: 

 Cantidad de Roca Fosfórica por matera: 13,4 g/matera 
 Cantidad de fosfato dipotásico por matera: 9,2 g/matera  

 
 

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

GRANUFOS 20 

Composición garantizada: 

Fosforo Total P2O5 20% 

Azufre S 7% 

Calcio CaO 30% 

Granulometría: 100% pasa malla 4 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 
 

E. Anexo: Fotografías de 
biopelículas de las 10 cepas 
evaluadas de P. fluorescens sobre 
hifas de R. irregularis en el cultivo in 
vitro de raíces transformadas de 
zanahoria. 

                     

         

        Cepa 63                   Cepa P74   Cepa P80                          Cepa P95 

 

                  Cepa P28           Cepa P29                                                     Cepa P36 



68 Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopelículas sobre hifas 

extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relación en la 

nutrición vegetal del fósforo 

Título de la tesis o trabajo de investigación 

 

        

                         Cepa P102  Cepa P104   Cepa P108 

Fotografías del crecimiento biopelículas 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 absorción (cepas P29, P80, P102); alrededor de esporas (P29, P36, P63, P95); menor 

grosor de biopelícula sobre la hifa (P63, P104 y P108). Estas fotografías se tomaron al 

ocular de un microscopio Nikon Eclipse TS100 (Ocular EPI 10x/20). 

 

 



 

 
 

F. Anexo: Resultados del análisis 
estadístico 

ANOVA para la formación de biopelícula sobre superficie abiótica 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

Modelo 10 79,534095 7,95341 144,9798 

Error 33 1,810338 0,05486 Prob > F 

C. Total 43 81,344433  <,0001* 

Fuente N parámetros Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 10 10 79,534095 144,9798 <,0001* 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos de la formación de biopelícula 

sobre superficie abiótica 

α=0.050 

Nivel  Media de Mínimos 
Cuadrados 

P36 A       4,0000000 
P63 A       4,0000000 

P108  B      2,9637500 
P28  B C     2,4120000 
P74   C 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 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

Modelo 9 27197.205 3021.91 61.4796 

Error 30 1474.593 49.15 Prob > F 

C. Total 39 28671.798  <.0001* 

Fuente N parámetros Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Razón F Prob > F 



70 Bacterias solubilizadoras de fosfato que forman biopelículas sobre hifas 

extrarradicales de hongos formadores de micorrizas y su relación en la 

nutrición vegetal del fósforo 

Título de la tesis o trabajo de investigación 

 
Fuente Grados de 

libertad 
Suma de 

cuadrados 
Media de los 
cuadrados 

Razón F 

Cepa 9 9 27197.205 61.4796 <.0001* 

 

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

α=0.050 

Nivel       Media de Mínimos 
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 

Biopelícula 

Swarming 

Long. Biopelícula 1.0000 0.4043 

Swarming 0.4043 1.0000 

 

ANOVA para la motilidad por swimming 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

Modelo 9 591.20000 65.6889 10.2107 

Error 20 128.66667 6.4333 Prob > F 

C. Total 29 719.86667  <.0001* 

Fuente N parámetros Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 9 9 591.20000 10.2107 <.0001* 

 

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

α=0.050 

Nivel     Media de Mínimos 
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     C D 15.666667 
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Nivel     Media de Mínimos 
Cuadrados 

P108       D 10.666667 

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

Correlaciones Multivariadas 

 Longitud 

Biopelícula 

Swimming 

Long. Biopelícula 1.0000 0.4191 

Swimming 0.4191 1.0000 

 

ANOVA para la longitud de biopelícula sobre hifas de HFMA 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

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 parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 9 9 48,031687 6,2299 0,0003* 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos de la longitud de biopelícula sobre 

hifas de HFMA 

α=0.050 

Nivel     Media de mínimos 
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 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

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 parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 9 9 871,22474 6,2101 0,0003* 
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Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos de la longitud de micelio 

extrarradical de HFMA 

α=0.050 

Nivel    Media de mínimos 
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. 

Correlación multivariada 
 Long. Biopelícula Longitud Hifa 

Long. Biopelícula 1,0000 0,3396 

Longitud Hifa 0,3396 1,0000 

 

 

ANOVA para el número de esporas 

Fuente Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Media de los 

cuadrados 

Razón F 

Modelo 9 385247,91 42805,3 18,8633 

Error 20 45384,79 2269,2 Prob > F 

C. Total 29 430632,71  <,0001* 

Fuente N parámetros Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 9 9 385247,91 18,8633 <,0001* 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos el número de esporas 

Nivel      Media de mínimos 

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. Biopelícula Longitud Hifa 

Long. Biopelícula 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 concentración de P en tejido foliar 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

Modelo 13 69612,65 5354,82 5,5251 

Error 42 40705,73 969,18 Prob > F 

C. Total 55 110318,38  <.0001* 

Fuente N parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 13 13 69612,65 5,5251 <,0001* 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos de la concentración de P en tejido 

foliar 

Nivel    Media de mínimos 
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 

Biopelícula 

Contenido P 

Long. Biopelícula 1,0000 0,4997 

Contenido P 0,4997 1,0000 
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ANOVA para la colonización micorrícica total 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

Modelo 13 7731.723 594.748 4.6502 

Error 55 7034.308 127.897 Prob > F 

C. Total 68 14766.031  <.0001* 

Fuente N parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 13 13 7731.7227 4.6502 <.0001* 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos de la colonización micorrícica total 

Nivel      Media de mínimos 
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 %Colonización 

Total 

Contenido P 1.0000 0.6673 

%Colonización total 0.6673 1.0000 

 

ANOVA para la colonización micorrícica metabólicamente activa 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

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 parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 13 13 672.91175 2.5164 0.0088* 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos de la colonización micorrícica 

metabólicamente activa 
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Nivel      Media de mínimos 
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 + P Insol. A B C D E 6.668000 

P108 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 Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

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 parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 13 13 12.062857 1.7177 0.0823 

 

Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos del peso seco de la parte aérea de 

las plantas de papa 

Nivel   Media de mínimos 
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 + P Insol. A B 3.4200000 

P28 A B 3.4000000 

P74 A B 3.0200000 

1 SP   B 2.8800000 

 

ANOVA para el peso seco de raíz 
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Prueba de Tukey de comparación entre tratamientos del peso seco de raíz 

 

Fuente Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Media de los 
cuadrados 

Razón F 

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 parámetros Grados de 
libertad 

Suma de 
cuadrados 

Razón F Prob > F 

Cepa 13 13 0.37145299 0.6129 0.8330 

Nivel  Media de mínimos 
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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