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Resumen.

El café es un importante rubro agricola en Venezuela, con mas de 300 mil
hectdreas sembradas en el territorio nacional. Se han venido presentando cambios de uso
de la tierra para la ganaderia o usos agricolas diferentes a la plantacién del café, por lo
gue la demanda del pais no es satisfecha con la produccién nacional, y se hace necesario
incrementar su produccién. La inoculacion de cafetos con microorganismos beneficiosos
es una practica cada vez mas extendida. Se han desarrollado trabajos que buscan usar y
elaborar biofertilizantes que ayuden a mejorar la productividad agricola mediante el uso
de bacterias o rizobacterias promotoras de crecimiento. En el Laboratorio de
Agroecologia, del Instituto de Zoologia y Ecologia Tropical, llevamos a cabo un estudio en
el que se busca aislar bacterias procedentes de la rizdsfera asociada a plantas de café (de
las variedades Catuai y Caturra). Interesados en los efectos de promocién de crecimiento
que estas bacterias puedan tener sobre las plantas, se aislaron segun tres propiedades:
Promociéon de crecimiento, solubilizacién de fosfatos vy fijacidon de nitrégeno.
Adicionalmente, se evalué el efecto de promocidn de crecimiento de cada aislado en
semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) en una prueba de germinacién en condiciones de
esterilidad. Al evaluar el efecto de estos aislados durante los 7 dias en el que se incubaron,
se pudo apreciar una curva ascendente en todos los casos del registro de semillas
germinadas, obteniendo resultados de 70% y 60% de germinacién en comparacién a los
controles. De los 16 aislados caracterizados M5B y M1, fueron identificados como parte

del género Bacillus capaces de promover el crecimiento; M35 se ubicé dentro del género
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Microccocus promotor de crecimiento; M1L pertenece al género Pseudomonas excelentes
solubilizadores de fosfatos; mientras que M1T, M1G, M1B, M1C y M1t se agruparon
dentro de los Enterobacter como solubilizadores. La capacidad de solubilizar fosfatos fue
medida a través del indice de Solubilizacién, bajo la premisa de a mayor area abarcada por
el halo, mayor capacidad de solubilizacién posee la colonia.

Ademads, se realizaron pruebas bioquimicas con la finalidad de caracterizar e
identificar los aislados bacterianos obtenidos. Empleando una aplicacidén de secuenciacién
se llevé a cabo el andlisis in siilico del ARNr 16s, alineando las secuencias gendmicas
delimitadas por los oligos universales U1y U2, donde se identificé los sitios de corte por la
enzima de restriccion Haelll, disponible en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto de Biologia Experimental. Esto hizo posible el conocimiento de patrones de
bandas en geles de electroforesis que separan a los géneros reportados por Marcano
(2014), en tres grupos faciles de identificar y permitioé establecer el disefio de un ensayo

PCR-RFLP util en la caracterizacidon de los aislados bacterianos.

Palabras claves: Bacterias promotoras, fijadoras de nitrégeno, solubilizadoras de fosfato,
café, PCR-RFLP
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1. Introduccion.
1.1 Estacion Experimental “Jaime Henao Jaramillo” (El Laurel).

La estacién Experimental Jaime Henao Jaramillo, es parte de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela, localizada en el sector El Laurel,
Municipio Guaicaipuro, Estado Miranda (10°22'24"N 66°54'04"W) (Alban y col., 2013).
Ubicada a 15 Km de la ciudad de Caracas, esta estacion tiene 149,329 hectareas y se
especializa en el cultivo de café. Esta enclavada en una selva nublada tropical a una altitud
qgue varia entre los 1.230 y 1.460 m.s.n.m. Tiene un clima de montafia con una
temperatura media anual de 19,2 °C, y un promedio de precipitacién de 1.282 mm/afio de
lluvias que condicionan una humedad relativa de 78% (Abarca, 2005). El suelo de esta
Estacidn es una combinacion de suelo acrisol y cambrisol himico, con una textura franco

arcillosa, un pH de 6,4 y un porcentaje de materia organica del 5,43 (Albany col.,2013).

*

Figura 1. Mapa geografico de la localizacidn de la estacion Experimental “Jaime Henao

Jaramillo”.
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Se producen semillas de las siguientes variedades de café: Catimor, Bourbon,
Hibrido Timor, San Ramén, Mundo Nuovo, Caturra Amarillo, Caturra Rojo, Catuai y
Canefora. Constituye un patrimonio de inmenso valor para la universidad y la sociedad, no
solo por el gran capital econdmico que conforma, sino por el potencial productivo que
representa como alternativa para la generacién segura y auténoma de recursos, para la
produccién de conocimientos y para la realizacion de actividades de extension y docencia
(Abarca, 2005). Esto ultimo, hace a El Laurel, un objeto de estudio e interés para el analisis
microbioldgico del suelo que permitan generar informacién que maximice el valor
productivo de sus suelos, haciendo que la misma recobre su funcionalidad total como
empresa.

1.2 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

En el suelo existe gran diversidad de microorganismos benéficos para el desarrollo
y produccién de las plantas, entre los que se encuentran las rizobacterias promotoras del
crecimiento de plantas, PGPR por su acréonimo en inglés “Plant Growth Promoting
Rhizobacteria” (Kloepper y Schroth, 1978), algunos autores también la llaman Plant
Growth Promoting (PGP) acrénimo de PGPR (Cabello-Conejo y col., 2014; Marcano, 2014)
por su capacidad para inducir mejoras en el crecimiento y el desarrollo de las plantas
mediante diferentes modos de accién (Vessey, 2003; Spaepen y col., 2008; Hayat y col.,
2010; Marcano, 2014).

El suelo rizosférico contiene tipos diversos de comunidades PGPR, las cuales
exhiben efectos beneficiosos en la productividad de la cosecha. Numerosos resultados de

investigaciones son conducidos a entender la diversidad, dindmica e importancia de las
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comunidades PGPR del suelo y su beneficio y rol de cooperacion en la productividad
agricola. Algunos ejemplos comunes de géneros de PGPR que muestran actividad
promotora de crecimiento en plantas son: Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholdaria, Enterobacter, Rhizobium, Erwinia, Mycobacterium, Mesorhizobium,

Flavobacterium, etc (Shankar, 2013).

Oxygen (O,)

Photosynthetic
Nitrogen (N,) gas Wclena series
Decay of natural
m;su,y f: l,"f,‘;’; Yeast group
series
Phosphate i((

lublilizi:
Solubllizing Trichoderma

Bacteria Series .
- 2 series
# Amino acid,
Bacillus series
Breakdown insoluble

Phosphate to petoghed

Phosphorous, Lactobacillus
Iron and Calcium ?) series
Potassium

i Convert Nitrogen compounds Fluorescent
Azosperillium :
Sg ries wﬁ;’:ﬁ"&gg;ﬁg DR Pseudomonas
organic acid series

Rhizobium : Antiblotics for Actinomycetes
Series \21 ¥>M“"°w¢ plant resistance seriZs

Figura 2. Grupos de género bacterianos que son clasificados como PGPR. (Tomada de

http://es.slideshare.net/alterbiosa/promotores-de-crecimiento-ing-alejandro-perticari)

Las PGPR pueden ser definidas como una parte indispensable de la biota en la
rizosfera, ya que pueden estimular el crecimiento del huésped tanto en asociacién
simbidtica con las plantas, como al desarrollarse libremente en la rizésfera. Las PGPR
parecieran ser exitosas en llegar a establecerse en el ecosistema del suelo debido a su alta
adaptabilidad en gran variedad de ambientes, rdpido rango de crecimiento y su
versatilidad bioquimica para metabolizar un amplio rango de compuestos naturales

(Kloepper y col., 1981, Bhattacharyya yJha. 2012). Los productos formulados a base de
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bacterias promotoras del crecimiento vegetal en agricultura reciben el nombre genérico
de biofertilizantes y contribuyen al desarrollo de la agricultura sostenible (Gonzélez-
Andrés y col., 2007; Singh, 2013).

1.3 Mecanismos de accion de las bacterias promotoras de crecimiento.

Las PGPR pueden promover y desarrollar el crecimiento en plantas tanto directa
como indirectamente (Castro y col., 2009, Bhattacharyya y Jha2012). El efecto directo
constituye un aumento en la movilizacion de los nutrientes solubles, ademds de un
mejoramiento de absorcién de los mismos por la planta, la produccién de antibidticos
contra hongos, bacterias y virus (Hoffland y col., 1997). Efectos indirectos incluyen el
aumento de fijacién de N, al mejorar el niumero de nédulos de la raiz y el aumento de la
actividad nitrogenasa (Zhang y col., 1996), los cuales intervienen en la transformacion del
N2 en formas asimilables para las plantas.

Se han sefalado incrementos en la biodisponibilidad de P en el suelo cuando
existen aumentos paralelos en la actividad microbiana. Los mecanismos involucrados en la
solubilizacién-mineralizacién microbiana de las diferentes formas de fosfato insoluble
incluyen procesos de acidificacion, quelacidn, reacciones de intercambio, produccién de
acidos y accién enzimatica (Rodriguez y col., 1999; Sdnchez y col., 2012; Restrepo-Franco y
col., 2015) en los que se destacan las bacterias solubilizadoras de fosfatos por su eficiencia
en este proceso. Las bacterias transforman los fosfatos insolubles a formas solubles por la
accion de diferentes mecanismos directos o indirectos. Entre ellos se destacan: i) la accion
de acidos organicos producidos por microorganismos (Watanabe y col., 1965; Restrepo-

Franco y col., 2015) ii) quelacion de los elementos responsables de la insolubilidad de los
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fosfatos presentes vy iii) asimilacién directa de fosfatos insolubles por microorganismos
gue lo acumulan en sus células y los liberan posteriormente (Puente me y col., 2009;
Restrepo-Franco y col., 2015).

Las PGPR tienen la capacidad de producir o cambiar la concentraciéon de
reguladores de crecimiento como giberelinas, citoquininas y auxinas, que son hormonas
vegetales que controlan un gran numero de sucesos, entre ellos el crecimiento de las
plantas, la senescencia, la floracién, la formacion del fruto y la germinacién (Arun vy col.,
2012; Marcano, 2014).

Dado el papel esencial del nitrégeno en la nutricidon de las plantas, la fijacion del
nitrégeno molecular (N2) hasta amonio, por medio de los microorganismos simbidticos y
de vida libre mediante el complejo enzimatico de la nitrogenasa (Ahemady y Mulugeta,
2014), es de gran relevancia para los agrosistemas, al permitir la reduccién o incluso
supresion de los abonos minerales nitrogenados (Duran y col., 2013). La transformacion
de nitrégeno atmosférico o dinitrégeno (N2) hasta amoniaco (NHs), y finalmente hasta
amonio (NH*) mediante un proceso metabdlico de reduccidn, recibe el nombre de
“fijacion bioldgica de nitrégeno”. La enzima responsable de dicho proceso de reduccién es
la nitrogenasa, la cual presenta dos componentes (I y Il) y en presencia de ATP y un
sistema transportador es capaz de reducir el dinitrégeno hasta amoniaco (Gonzalez y
Lluch, 1992; Arzolay, 2013), como se muestra en la siguiente féormula:

N> + 8H+ + 8e- +16ATP+ 16H>0 >2NH* + 16(ADP + P)
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Figura 3. Ciclo del nitrogeno.(Tomado dehttp://contenidos.educarex.es)

1.4 Técnicas usadas en la caracterizacién de las PGPR.

Actualmente estos se pueden estudiar mediante dos estrategias: 1) Aislamiento y
caracterizacion de las cepas en medios de cultivo, lo cual permite conocer la diversidad asi
como inferir algunas funciones de estos microorganismos (Li y col., 2007), pero solo
menos de 10% de los microorganismos de suelo podrian crecer en los medios de cultivo,
entonces este método no puede evaluar la diversidad de toda la comunidad microbiana
en suelo. 2) Métodos moleculares independientes de cultivo, que incluyen aislamiento de
DNA metagendmico del suelo y clonacién de algunos genes previamente amplificados por
PCR (Zani y col., 2000), permitiendo conocer a los microorganismos cultivables y no
cultivables presentes en el suelo (lzquierdo y Nusslein, 2006), pero no se puede evaluar las
caracteristicas fenotipicas de los microorganismos.

En estudios de diversidad y taxonomia de los aislados microbianos, los métodos
usados mas comunes incluyen analisis de DNA, rRNA, proteinas (enzimas), composicion

celular (acidos grasos, polisacdridos extracelulares...), y caracterizacién fenotipica
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(actividad de las enzimas, variedad de fuente de carbono y de nitrégeno, produccion de

algunos compuestos especificos, resistencia a antibidticos y agentes quimicos, entre otros)

(Ibarra, 2010).

Tabla 1. Algunos andlisis del DNA gendmico usando en estudio de diversidad bacteriana

(Ibarra, 2010).

Método Aplicacién Ventajas Desventajas
Estimar el tamafio de Se puede identificar las
PFGE (Electroforesis de cromosoma y P Necesita tiempo

campo pulsado)

RAPD (polimorfismo de
longitud de fragmentos
amplificados
aleatoriamente)
TP-RAPD (polimorfismo
de longitud de
fragmentos
amplificados
aleatoriamente por dos
primers)
rep-PCR (PCR de
secuencias de
repeticion)

AFLP (polimorfismo de
longitud de fragmentos
amplificados)
Patrones de LMW RNA
(RNA de bajo peso
molecular)

Hibridacion DNA-DNA

Secuenciacion del gen
16S rRNA

Secuenciacion de los
genes esenciales

RFLP de 16S-23S ITS

cepas clinicas en nivel

el de biovariabilidad

especies y cepas

Diversidad dentro
especies e identificar
las cepas

Simple, rdpido y facil a
realizarse

Rapido, exacto,

Dividir especies confiable

Simple, no necesita muy
DNA con alta calidad

Identificar las especie
y cepas

Diferenciar las
especies e identificar
las cepas
Diferenciar las
especies e identificar
las cepas

Sensible, y reproducible

Estable y reproducible

Se analiza todo
cromosoma,
reproducible

Definir las especies

Facil, confiable, y se
puede comparar datos
de diferentes trabajos

Diferenciar los
géneros y especies

Facil, confiable, y se
puede comparar datos
de diferentes trabajos

Facil, confiable.

Diferenciar los
géneros y especies

Diferenciarlasespecies

largo

Sensible a las
condiciones, bandas
falsas, y no es muy

reproducible

Sensible a la
condiciones, y no es
muy reproducible

Mucho trabajo,
dificil de manejar

Dificil de manejar

Mucho trabajo,
dificil de manejar

No se puede
diferenciar las
especies muy
relacionadas
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1.5 Importancia de las PGPR en el ambiente.

La fertilidad de suelo consiste en la capacidad de poder suministrar las condiciones
necesarias para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Sdnchez, 2007). La fertilidad de
los suelos comprende cinco factores: composicidn quimica, estructura fisica, condiciones
climaticas, practicas de cultivo y microorganismos. Sin estos ultimos se ha comprobado
que el cultivo de las plantas se verifica con dificultad; siendo los suelos mas fértiles
aquellos que poseen floras microbiolégicas elevadas (Gonzalez y Lluch, 1992; Arzolay,
2013).

Resulta de gran importancia y ventajoso aislar estos microorganismos, caracterizar
y evaluar el efecto que estos podrian tener sobre el crecimiento en plantas de café como
potenciales optimizadores del cultivo, de manera que se puedan emplear como
biofertilizantes y como bioestimulantes. Los biofertilizantes son compuestos preparados a
partir de microorganismos vivos los cuales, cuando se aplican a las semillas o a las
superficies del suelo adyacentes a las plantas y que pueden colonizar la rizésfera o el
interior las partes interiores de las plantas y promoviendo el crecimiento de las raices
(Bhattacharyya y col. 2012). Las PGPR son herramientas potenciales para una agricultura
sustentable, de aqui que investigar y definir cudles bacterias, para qué plantas y en cuales
condiciones ambientales funcionan de manera dptima, puede ser til para la optimizacién
de la obtencidn de mejores cultivos agricolas. En este caso, trabajar con muestras de suelo
extraidas de la rizdsfera de cultivos de café permitira generar un producto biolégico para

la potencial elaboracion de un biofertilizante de uso local y/o regional.
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El uso de biofertilizantes en la agricultura local, regional o nacional representaria
una forma importante de contribuir a un desarrollo, sustentable y ecolégico, de la
economia nacional, reduciendo el uso de insumos nocivos para el medio ambiente,
manufacturados, costosos o escasos y aumentar el uso de insumos naturales y locales, a la
vez que se refuerzan las interacciones biolégicas para promover procesos y servicios
ecoldgicos y promoviendo la actividad bioldgica del suelo, mantener y mejorar la fertilidad
del mismo (Altieri, 1997¢20027). La agricultura nacional, con la siembra y retiro constante
de los cultivos, trae como consecuencia la erosion y agotamiento nutricional del suelo.
Ello, junto con el uso de fertilizantes, biocidas y la compactacién del suelo por la
magquinaria, afecta negativamente la produccion agricola (Kuyper y col., 2004, Toro, 2008).

Los sistemas agricolas sustentables operan con procesos bioldgicos para alcanzar
niveles aceptables de produccion y calidad de alimentos, con un minimo de efectos
adversos al ambiente (Altieri, 2002; Toro y col., 2008). El manejo tradicional de la
agricultura emplea tratamientos intensivos con fertilizantes quimicos y pesticidas, ademas
del uso de maquinarias para la compactacién y arado del suelo; estos constituyen factores
negativos que a su vez producen efectos poco beneficiosos y representan un manejo
inadecuado de los recursos, lo que hace necesario establecer estrategias a través de
diferentes alternativas de manejo en los suelos a fin de frenar el deterioro acelerado del
ambiente, enmendar las areas afectadas y evitar el deterioro de zonas no afectadas para
asi lograr a mediano plazo la formacién de un perfil cultural donde sea posible hacer

agricultura y ganaderia sostenible (Toro y col., 2008).
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Los sistemas sustentables buscan conservar y recuperar los nutrientes presentes
en el suelo garantizando que al ser empleados luego para el crecimiento de los cultivos, se
obtenga un producto de buena calidad. Existen muchas formas de manejo sustentable
gue benefician al ambiente, de aqui que el emplear bacterias promotoras de crecimiento
como una fuente biofertilizante represente un recurso atractivo para conservacion
ambiental y de interés agricola debido a que ayudan no solo como promotoras de
crecimiento sino que en algunos casos, estas bacterias, pueden funcionar tanto como
fertilizantes como control biolégico (Bhattacharyya ylha. 2012).

2. Antecedentes.

Actualmente se han desarrollado trabajos que buscan usar y elaborar
biofertilizantes que ayuden a mejorar la productividad agricola mediante el uso de
bacterias o rizobacterias promotoras de crecimiento. Estos microorganismos en su mayor
parte asociados con la rizésfera, fueron descritos por primera vez en los trabajos de
Kloepper y Schroth en 1978. Las bacterias promotoras de crecimiento son un grupo de
diferentes especies de bacterias que pueden incrementar el crecimiento y productividad
vegetal. Estas se pueden clasificar en dos grupos: i) Bacterias promotoras de crecimiento
en plantas, donde la bacteria afecta a las plantas suprimiendo otros microorganismos
(solubilizando fosfatos, produciendo hormonas, fijando nitrégeno, incrementando la toma
de agua y minerales). ii) Bacterias promotoras de crecimiento en plantas con capacidad de
control bioldgico, las cuales promueven el crecimiento de la planta al suprimir los

fitopatogenos (de-Bashan y col, 2007).
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Shankar (2013) en su trabajo acerca de las bacterias promotoras de crecimiento
como potenciales organismos para una agricultura sostenible, indica que se han alcanzado
progresos considerables en el area tecnoldgica en la que se emplean rizobacterias
promotoras de crecimiento como biofertilizantes. Asegura ademas, que son un excelente
sistema con el cual los biotecndlogos pueden desarrollar diversas herramientas aplicadas
al mejoramiento la agricultura y ambiente sustentable. Por lo tanto, el estudio y la
investigacion dirigida a desarrollar el potencial de estos microorganismos, es importante
para facilitar la creacion de componentes en los sistemas de agricultura sustentable.

Se han llevado a cabo experimentos sobre el efecto de las bacterias promotoras de
crecimiento sobre diferentes especies de plantas. Por ejemplo, Rivas y col. (2007), en una
resefia bibliografica relacionada con las bacterias promotoras de crecimiento vegetal en el
cultivo de arroz, sefiala la tendencia de usar estas bacterias como potenciales
biofertilizantes para la obtencién de productos de mayor calidad, haciendo mayor énfasis
en el arroz como cultivo de gran consumo e importancia econdmica en Cuba; recalcando
la interaccion planta-microorganismo como base importante a considerar en la industria
agricola. Concluye diciendo que las bacterias promotoras de crecimiento pueden ser
empleadas como biofertilizantes para diferentes tipos de cultivos y es importante conocer
las metodologias existentes para su aislamiento e identificacién, como también
comprender los mecanismos de acciéon que puedan desarrollar y resulten beneficiosos
para las plantas.

Diaz y col. (2001) inocularon 30 cepas de bacterias promotoras de crecimiento en

lechugas, evaluando su efecto en la germinacién y crecimiento de este rubro. Ellos
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observaron, que la mayoria de las bacterias estudiadas mostraron beneficios en el cultivo
de la lechuga, al promover el crecimiento, tanto en la germinacién, como en el desarrollo
vegetativo del cultivo de lechuga. La mayor estimulacidon del crecimiento lo obtuvieron
con la cepa R1B (no identificada) la cual incrementé el peso fresco en 277%, el peso seco
en 371%, el area foliar en 240% y el volumen radical en 300%. Este resultado sugiere que
en efecto, las bacterias promotoras de crecimiento tienen potencial para emplearse en la
produccién de plantulas de interés agricola. También se han extraidos estos
microorganismos de la rizdésfera de plantas de guayaba y evaluado el efecto que las
promotoras de crecimiento tienen sobre la planta. Gomez-Luna y col. (2012) inocularon
tres cepas de Bacillus subtilis en macetas con plantas de guayaba y obtuvieron que todas
las plantas inoculadas con las bacterias presentaron un mayor crecimiento con respecto al
control del experimento. Ademas reportaron haber aislado 30 cepas con capacidades
promotoras de crecimiento. La identificacién de las bacterias se realizé con perfiles
metabdlicos BIOLOG, en los que obtuvieron porcentajes de similitud con los géneros
Xanthomonas, Pantoea, Burkholderia, Pseudomonas vy Bacillus. Adicionalmente,
encontraron con satisfaccién que unas de sus cepas, la que llamaron A2c, arrojé como
resultado un 100% de germinaciéon en la prueba de germinaciéon y promocién de
crecimiento en plantas, en comparacion con el control en la que germinaron el 46% de las
semillas inoculadas. Estos resultados indican que los aislados presentan una excelente
opcidén para formular un biofertilizante especifico para la produccién de guayaba, pero lo

mas importante es que no solo se evalud el efecto de las cepas bacterianas aisladas en
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plantas de guayaba, sino que también verificaron sus efectos en semillas de otros cultivos
de interés agricola.

Marcano (2014), aislo y caracterizd bacterias de la rizosfera de banano. En este
trabajo se aislaron un total de 262 cepas bacterias (en dos etapas, en la primera etapa se
aislaron 114 y en la segunda etapa 148) con capacidades fijadoras de nitrégeno,
solubilizadoras de fosforo, y bacterias con actividad ACC desaminasa. La identificacién
filogenética de estas cepas se realizé mediante la amplificacién y posterior secuenciacion
del gen RNAr 16S. Los resultados se compararon con cepas tipo almacenadas en la base de
datos EZ-BioCloud. Con este método lograron identificar las 114 cepas aisladas en la
primera etapa, de las cuales se pudo identificar 66 cepas hasta el nivel de especies,
mientras que el resto se identificaron hasta el nivel de género, aunque de éstas, 48 cepas
presentaron una similitud menor al 99,5% por lo que no se pudo asegurar su identidad y
se requirid realizar otras técnicas para identificarlas correctamente. Este analisis evalud
procedimientos alternativos a la secuenciacion del RNAr 16S para la caracterizaciéon
molecular que incluyeron el andlisis de los perfiles RADP por su acrénimo en inglés
“Random Amplification of DNA Polymorphism” y la técnica PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) del RNAr 16S. De las técnicas expuestas, sefalan la
preferencia de emplear la técnica PCR-RFLP rRNA, debido a que ésta discrimina entre
grupos de especie, sin embargo, dependiendo del nivel de discriminacién recomiendan
analizar ambas opciones, previo a la secuenciacién.

A nivel nacional, se han desarrollado diversos trabajos en relacién a las PGPR. Por

ejemplo, Mora y Toro (2007), estudiaron el estimulo de crecimiento vegetal promovido
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por Burkholderia cepacia. En la investigacion, Mora, aisld bacterias de la rizdsfera de
plantas nativas de la sabana venezolana con el fin de identificar y caracterizar bacterias
con capacidad solubilizadora de fosfato, posteriormente evalud el efecto de los aislados
gue obtuvo en plantas de Zea mayz. Burkholderia cepacia, resulté ser la cepa con mayor
predominancia en las muestras de suelo rizosférico analizada; mientras que el efecto que
dicha cepa ejercia sobre la emergencia radicular de la planta resulté ser de un 29%
superior con respecto al control, también demostré capacidad para solubilizar fosfatos,
hierro y aluminio, sustancias predominantes en el suelo de sabana. Por lo cual, B. cepacia
es sefalada como una bacteria con potencial de aplicacién como biofertilizante en cultivos
en el suelo de las sabanas venezolanas.

Lépez y col. (2010), analizaron la capacidad de fijacién de nitrégeno atmosférico en
cepas nativas de agroecosistemas venezolanos. La capacidad de fijacion de nitrégeno
(CFN) de estos microorganismos, fue estimada a través de pruebas de agitacion-
fermentacién de los bioproductos durante 72 h. Evaluaron 9 cepas, dividiéndolas en dos
grupos. El grupo uno compuesto por cepas aisladas de muestras de campo y el grupo dos
con cepas pertenecientes al cepario Nacional INIA-CENIAP. El primer grupo presentd
potencial para fijar el nitrégeno atmosférico, aportando 39 a 50 kg de N Haa cultivos de
interés agricola, lo cual conllevaria a reducir la aplicacion de fertilizantes nitrogenados de
origen industrial y de este modo, ayudando a reducir el efecto negativo sobre el ambiente.

Arzolay (2012), logré aislar y caracterizar bacterias endosimbidticas provenientes
de nddulos de leguminosas nativas en el Estado Gudrico (Venezuela), empleando técnicas

bioquimicas y moleculares. Estas bacterias forman estructuras radicales conocidas como
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nédulos, y poseen la capacidad de fijar el N directamente de la atmdsfera, el cual es
posteriormente transformado en formas asimilables por la planta. En el proyecto, obtuvo
15 aislados bacterianos provenientes de los nddulos de la leguminosa Calopogonium sp.
Arzolay, logré la caracterizacién molecular de 14 de los 15 aislados empleando la técnica
genotipica TP-RAPD, obteniendo 10 perfiles de bandas distintos, donde 3 grupos de
aislados presentaron perfiles comunes. Aunque, solo dos de los 15 aislados resultaron ser
pertenecientes al género Rhizobium, con una eficiencia fijadora de nitrégeno muy baja, y
catalogados por lo tanto, como inefectivas; indica que el resto de los aislados analizados
presentaron propiedades promotoras de crecimiento vegetal. En el 2013, Toro y
colaboradores aislaron bacterias con capacidad solubilizadora de fosfatos procedentes del
suelo rizosférico de Vigna unguiculata L. (frijol) y adicional a esto realizaron la
identificacion de las cepas mediante la secuenciacion del gen 16S del ARNr. Empleando la
técnica de secuenciacién hallaron un porcentaje de similitud del 99,2% con respecto a la
especie Pseudomona taiwanensis, mientras que obtuvieron 99,1% de similitud con
respecto a las especies Pseudomona sentomophila, Pseudomona splecoglossicida y
Pseudomona smonteilii.

Los trabajos realizados en relacién al aislamiento y caracterizacion de bacterias
promotoras de crecimiento, parecieran indicar que en general, estas bacterias son
potenciales biofertilizantes para la produccién agricola de diferentes rubros. Por lo cual, es
de esperar que este efecto positivo se extienda también a plantas de café. Asi lo indica
Noriega (2014). En esta investigacion, Noriega asegura que es recomendable la

inoculacién de cafetos con bacterias promotoras de crecimiento como Azotobacter,
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puesto que esta estrategia abastece al cafeto de 20 a 30 Kg/ha/afio de nitrégeno, ademas
gue aporta sustancias promotoras de crecimientos a las plantas.

Varios autores han obtenido resultados favorables con la aplicacién individual o
con la combinacién de microorganismos benéficos. La aplicacién de Azotobacter
chroococcum y bacterias solubilizadoras de fdsforo, tuvo un efecto favorable sobre el
crecimiento y desarrollo de posturas de cafeto hasta 33%, en un suelo ferralitico rojo
lixiviado tipico de montana (Diaz-Medina y col., 2004). De igual forma Adriano y col.
(2011), en su trabajo sobre la biofertilizacién de café organico en etapa de vivero
indicaron que en el desarrollo de sus experimentos, inocular con tres microorganismos
(uno de ellos Azotobacter), resulté ser el de los mejores resultados, obteniendo plantas
mucho mas altas (32,8%) que las plantas control, resaltan ademas que estas asociaciones
ocurren en condiciones determinadas y que es necesario aislar los organismos y
caracterizarlos para cada plantacion.

Por su parte, Ramirez-Bahena y colaboradores (2016), analizaron el gen 16S del
ARNr, en varios aislados de Bradyrhizobium provenientes de Venezuela aisladas de
nddulos radiculares de plantas del género Centrocema. Lograron determinar tres especies
dentro del género bacteriano Bradyrhizobium que tienen una similitud del 100% con
Bradyrhizobium dagingense, Bradyrhizobium guangxiense y Bradyrhizobium viridifuturi y

dos especies nuevas pertenecientes a este mismo género.
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3. Objetivos.

3.1 Objetivo general.

- Caracterizar algunos tipos de microorganismos promotores de crecimiento
presentes en la rizésfera de Coffea arabica L. y evaluar su efecto sobre el
crecimiento vegetal.

3.2 Objetivos especificos.

1. Aislar y cuantificar microorganismos promotores de crecimiento en el suelo
rizosférico.

2. Aislary cuantificar bacterias con capacidad de fijar Nitrégeno (N>).

3. Aislary cuantificar bacterias con capacidad de solubilizar fosforo.

4. Crear una coleccion de bacterias aisladas de suelo rizosférico (café).

5. Caracterizar los aislados obtenidos a través de pruebas bioquimicas empleadas en
microbiologia.

6. Inocular semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) para evaluar el efecto promotor de
los aislados seleccionados.

7. Realizar un analisis in silico de las secuencias del del gen RNAr 16Sen GenBank de
los géneros bacterianos reportados presentes en muestras de suelo rizosférico

como orientador en la escogencia de la enzima para el analisis de PCR- RFLP.

4. Materiales y métodos.
4.1 Recoleccion de muestras del suelo rizosférico.
Con el fin de aislar algunos microorganismos promotores de crecimiento presentes

en la rizdsfera delos cafetos, se colectaron muestras en la Estacién Experimental “Jaime
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Henao Jaramillo”, El Laurel, UCV de zonas con dos cultivos de café: Caturra y Catuai;
seleccionandose seis sitios de muestreo por cada tipo de cultivo.

Se extrajeron las muestras a una profundidad de 0-20 cm, haciendo un recorrido
del area de estudio en forma de zigzag, donde se encuentran el 52,3% de las raices
absorbentes (finas) del café. Posteriormente se trasladaron al Laboratorio de Agroecologia
del IZET, donde se realizé el aislamiento de bacterias promotoras de crecimiento, fijadoras
de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos.

4.2 Aislamiento de bacterias promotoras de crecimiento.
4.2.1 Preparacion de muestras de suelo para aislamiento bacteriano.

Con la finalidad de aislar bacterias del suelo, se diluyeron 10 gramos de la muestra
de suelo rizosférico en 90 mL de agua peptonada estéril, esta solucién fue dejada en
agitacidon constante por 20 min. Finalizado el tiempo de agitacidn se realizaron diluciones

seriadas, considerandose como primera dilucion, la dilucion 101,

1mL 1mL
9mL 9mL
AP 0.1% AP 0.1%
Muestra E
90 mL 10* 10°
AP 0.1%

Figura 4. Imagen que ilustra la preparacion de la muestra del suelo y diluciones. (Tomado

de Manual de Microbiologia Agricola, 2008).
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4.2.2 Aislamiento de Bacillus sp.

Se calentd entre 20 y 30 minutos a 80 °C en bafio de maria, la dilucion 10! de la
muestra de suelo con la finalidad de eliminar la microflora no deseada, dejando en la
dilucién las esporas bacterianas. A partir de dicha dilucion, se realizaron diluciones de
manera rutinaria de 102 hasta 10™. Se sembraron, por rastrilleo y por triplicado, 0,1 mL de
cada dilucién en placas Petri con agar, Glucosa, Triptona y Extracto de Carne (TGE). Estas
placas se colocaron en incubacién por un lapso de 48 horas a 28 °C. Se observaron y
contaron las colonias con caracteristicas de Bacillus sp. Las colonias del género Bacillus
sp., se caracterizan por ser blanquecinas, mucosas o secas con bordes irregulares (Zufida,
2008).

Para preparar el medio TGE, se pesan los componentes del medio en las cantidades
requeridas, se calientan en la plancha con agitacién constante hasta diluir completamente
los componentes y se ajusta a pH 7.

Tabla 2. Composicion del Medio TGE con valores para preparar un volumen de 1 L.

Medio TGE

Triptona 50g
Exractode Carne [ 3.0 g
Agar 15¢g

4.2.3 Aislamiento de bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno (Azotobacter

sp.).
A partir de la dilucion de la muestra 1072, se realizaron diluciones de 102 hasta 107.
De cada una de las diluciones se extrae 1 mL de solucidon, que fueron colocados en tubos

gue contenian 10 mL de medio mineral sin nitrégeno (previamente esterilizado) con el
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indicador azul de bromotimol (ABT) al 0,5 % en etanol y por triplicado. Los tubos se
dejaron en incubacién por 7 u 8 dias a 28 °C. Se reportaron como resultados positivos
aquellos tubos en los que se observd un viraje en el color, cambiando de color verde a
amarillo. Este cambio de color hace referencia a una variacidon del pH del medio (de pH
neutro a pH acido), debido a la transformacidon de nitrégeno atmosférico o dinitrégeno
(N2) hasta amoniaco (NHs), y finalmente hasta amonio (NHs*), mediante un proceso
metabdlico de reduccion (Gonzalez y Lluch, 1992; Arzolay, 2013).

El medio mineral sin nitrogeno se prepard pesando los componentes necesarios
para la elaboracién del medio en una balanza y se afiadieron las soluciones en las
cantidades requeridas, completando el volumen con agua destilada, diluyendo en calor y
con agitacion constante. El pH se debe ajustara 7.

Tabla 3. Composicion del medio mineral sin nitrégeno para preparar un volumen de 1 L.

Medio Mineral Sin Nitrégeno

K:HPO4 0,655 g
MgS04¢7H>0 02¢g
NacCl 0,02 g
CaCl2 0,01g
ClsFe (1% en solucion) 34g
NaMoa(H,0) 0.0108 g
KH2PO4 0,15g
Manitol 10g
Sacarosa 10g
Azul de bromotimol (Sol 0,5 % 15 mL
en etanol 70%)

4.2.4 Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos.
Partiendo de la primera dilucidn, se realizaron diluciones seriadas desde 1072 hasta

10. De cada dilucién se sembrd, por rastrilleo y por triplicado, 0,1 mL en placas Petri con
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gue contenian el medio YED-P (yeastextract-dextrosephosphate). Las placas sembradas se
dejaron en incubacion por 48 horas o hasta que se observé la formacion de un halo
transparente alrededor de la colonia, a una temperatura de 28 °C.

La formacion del halo alrededor de la colonia se tomd como indicador de que la
misma tiene la capacidad de solubilizar fosfatos. El medio se ajusto a pH 6,8. Esta variable
hace referencia a la capacidad relativa del microorganismo de utilizar como sustrato la
fuente insoluble de este nutriente (Khan y col., 2010). Se midié el indice de eficiencia

solubilizadora de fosfatos (IES). Este indice se calcula por relacién:

Area del halo de solubilizacion

IES =
Area de crecimiento de la colonia

Tabla 4. . Composicion del medio YED-P con valores para un volumen de 100 mL.

Medio YED
Glucosa lg
Extracto de levadura | 0,5g
Fosfato calcico 02g
Agar 2g

Todos los aislados bacterianos se conservaron en punciones de agar del medio en
gue fueron cultivadas contenidas en tubos eppendorf.
4.3 Coleccidon microbiana.

Con la finalidad de crear un cepario que contenga los aislados bacterianos
obtenidos durante la ejecucidn de este trabajo investigativo, se elaboraron punciones en
los medios de cultivos en los cuales habian estado creciendo los microorganismos. Asi, las
punciones de las bacterias con capacidad promotora de crecimiento se realizaron en
medio TGE, las bacterias que eran consideradas fijadoras de nitréogeno de vida libre se
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realizaron en medio mineral sin nitrégeno y finalmente, las bacterias con capacidad de
solubilizar fosforo, se realizaron en medio YED-P. Las punciones fueron identificadas con el
medio de crecimiento, zona de recoleccidn, cultivo asociado y fecha de inoculacién.

4.4 Evaluacidn del efecto de los aislados bacterianos sobre semillas.

Para la evaluacién del efecto en la germinacion, los aislados seleccionados se
inocularon en el medio de crecimiento de la bacteria. Se aplicé 1 mL del inéculo preparado
con la cepa a evaluar con una densidad de 10%® células/mL, en capsulas Petri que
contengan semillas de lechuga; como control un grupo de semillas se incubaran con el
medio de crecimiento correspondiente a cada aislado sin inocular.

Las semillas se colocaron en placas Petri con papel hUumedo estéril, dejandoles en
incubacién a 28°C por 48 horas. Se realizd el conteo de las semillas con emergencia
radicular, calculando asi el % de germinacién de cada placa preparada (este procedimiento
se llevé a cabo durante una semana). La emergencia de radicula es el criterio que se
utilizara para determinar la germinacion de la semilla (Mora y col., 2007).

La prueba de emergencia de radicula, se realizé en semillas de lechuga que tienen
un tiempo de germinacién aproximado de 3-4 dias, corto tiempo de germinacién en
comparacion a las semillas de café que tardan hasta mas de 30-40 dias en germinar,
aunqgue estas semillas serian ideales para corroborar el efecto promotor de las bacterias
ya que los aislados provienen de la rizésfera de cafetos.

4.5 Caracterizacidon microbioldgica.
Mediante pruebas con fundamento bioquimico se intenté identificar los aislados

bacterianos obtenidos al menos hasta nivel de género. Las pruebas que se aplicaron son
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comunes en la identificacién de enterobacterias de origen clinico, que se almacenan en el
Centro Venezolano de Coleccién de Microorganismos (CVCM), ubicado en el Instituto de
Biologia Experimental (IBE) de la Universidad Central de Venezuela.

4.5.1 Tincién Gram-Hucker.

Se realizé la tincion Gram para identificar bacterias tipo gram positivas y gram
negativas, segun procedimiento descrito en la Guia de Microbiologia General de la
Facultad de Ciencias, UCV (2012). Esta determinacion también permitid visualizar la
morfologia de los aislados bacterianos y separarlos en grupos.

4.5.2 Prueba de la oxidasa.

Los citocromos son enzimas que forman parte de la cadena de transporte de
electrones en la respiracion aerdbica, transfiriendo electrones al oxigeno, con la
formacion final de agua. La siguiente prueba permitié la deteccién de la citocromo c
oxidasa. Se tomd un cultivo de 48 horas de cada uno de los aislados, con un palillo de
madera estéril se tomd una colonia bacteriana y se trazé una linea sobre una tira de papel
de filtro impregnada en solucion acuosa al 1% de clorhidrato de tetrametil-para-fenilen-
diamina (producto de color azul), colocada sobre una placa Petri limpia.

Se considerd el ensayo como “positivo” al aparecer un color azul profundo en un
tiempo menor a 10 segundos. Se consideré “positivo lento a confirmar” cuando el color
aparecié entre 10 y 60 segundos. Y se considera “negativo” cuando no hay desarrollo de

color o cuando se produce en un tiempo mayor a 60 segundos.
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4.5.3 Crecimiento en el medio agar Hierro de Kliger (KIA).

Esta prueba se suele usar en la identificacion inicial de bacilos Gram negativos. El
ensayo consiste en inocular tubos de ensayo grandes con agar hierro Kliger inclinado
usando un asa de siembra, tomando microorganismos de cada cultivo analizado vy
haciendo una picadura hasta el fondo del tubo, continuando la siembra por estria en la
superficie. Se incubaron los tubos a 282C durante 24 horas y se observaron los resultados.

4.5.4 Prueba SIM.

Este es un medio semisélido destinado a verificar la movilidad, produccion de indol
y de sulfuro de hidrégeno por los microorganismos. Es util para diferenciar miembros de la
familia Enterobacteriaceae.

Por puncidn profunda utilizando aguja de inoculacion recta, se inoculé el centro del
tubo que contenia el medio (la puncion debe abarcar 2 tercios de profundidad del medio
de cultivo desde la superficie). Los tubos se dejan en incubacidon en condiciones de
aerobiosis a 35-37 °C, durante 18-24 horas. Al cabo del tiempo estipulado se observo el
crecimiento bacteriano y el color del medio, posteriormente se debe aplicar la prueba del
indol. Para esta prueba se afiaden al tubo de 3 a 5 gotas de Indol.

4.5.5 Prueba de citrato de Simmons.

El medio se inoculé (con un indculo ligero) haciendo una estria en el bisel,
con un filamento cargado con poca cantidad de indculo, obtenido de un cultivo en
medio soélido. Se incubd a 35°C por 24-48 horas. El desarrollo de crecimiento en este
medio y el viraje del indicador de verde a azul, indican que el microorganismo es capaz de

utilizar el citrato como Unica fuente de carbono.
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4.5.6 Prueba de crecimiento en agar Bilis Esculina.

El medio agar Bilis Esculina es utilizado para el aislamiento e identificacién
presuntiva de estreptococos del grupo D. Se inocularon los tubos con una aguja de
inoculacién, haciendo una puncion en el medio del tubo y una estria en el bisel del tubo.
Se incubaron en aerobiosis a 37 °C por 24 horas.

4.5.7 Prueba de reduccion de nitratos.

En esta prueba se detecta la capacidad de la bacteria para crecer en condiciones de
anaerobia. Los nitratos se reducen a nitritos y algunas bacterias reducen los nitritos a
productos gaseosos (N2 y N;O). Las enzimas responsables de ambas reducciones se
denominan nitrato y nitrito reductasa, respectivamente.

Se inocularon los tubos y se incubaron a 37 °C por un periodo de 24-48 horas.

4.5.8 Prueba de crecimiento en urea.

Para la ejecucién de esta prueba se sembrd un inoculo con el asa de platino en el
tubo que contenia el caldo de urea. Se dejé en incubacién a 37 2C por 24-48 horas. Una
reaccién positiva a la ureasa se pondra de manifiesto por el cambio de color del medio (de
amarillo a rojo/rosado), mientras que en la reaccién negativa no se produce cambio de
coloracion.

4.6 Analisis in silico de las secuencias de los géneros bacterianos reportados en
el suelo rizosférico.

Con el fin de establecer las enzimas de restriccidon para un ensayo PCR-RFLP, se
realizé un analisis de las secuencias del gen RNAr 16S depositadas en GenBank de los

géneros bacterianos reportados presentes en muestras de suelo rizosférico. Para este
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analisis se emplearon los programas de alineacién y busqueda de sitios de corte con
enzimas de restriccién en la aplicacidn DNAman.Los géneros que se consideraron son
algunos de los descritos en el trabajo de Marcano (2014), que adicionalmente se han
considerado por otros autores como organismos promotores de crecimiento vegetal
(Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter 'y
Rhizobium, entre otros).
5. Resultados.
Se analizaron muestras de suelo de la rizésfera de las variedades de café Caturra y
Catuai de la Estacion Experimental “Jaime Henao Jaramillo”. Se tomaron seis muestras de
suelo (1-2 Kg de suelo) por cada variedad de cafeto, en total se recolectaron 13 muestras
de suelo. Las cuales se extrajeron a una profundidad de 0-20 cm de la rizésfera, haciendo
un recorrido del area de estudio en forma de zigzag.
5.1 Aislamiento de bacterias promotoras de crecimiento.
En el andlisis de las muestras para el aislamiento de bacterias con capacidad
promotora de crecimiento, se obtuvieron resultados en cuanto a cantidad de unidades
formadoras de colonias por gramos de suelo que se cuantificaron en las placas Petri,

obteniendo mayores valores para Caturra.
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Bacterias promotoras de crecimiento
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Figura 5. Bacterias promotoras de crecimiento por gramos de suelo.

En la Figura 5, se observa la representacion grafica de las UFC/gr de suelo,
calculadas para cada variedad de cafeto analizado. Al momento de procesar la
informacién se observaron valores muy diferentes, indicando una diferencia en la
composicidn bacteriana del suelo. Las muestras colectadas de la rizésfera asociada a los
cafetos de la variedad Caturra parecieran tener mayor presencia (en cuanto cantidad
refiere) de bacterias con la capacidad de promover el crecimiento de las plantas, mientras
gue en las muestras tomadas de la rizdsfera de Catuai los valores no son tan relevantes.

Sin embargo, al aplicar un analisis estadistico que permitiera comparar si habia
diferencias significativas entre las rizésfera asociados a las variedades de café, se pudo
comprobar que la poblaciéon bacteriana asociada a estas rizdésfera no era diferente entre
si. Se empled un ANOVA (andlisis de varianzas de un factor) y se establecié como hipdtesis

nula (Ho) que no hay diferencia significativa entre las muestras y como hipodtesis

40



alternativa (Hi) que, en efecto, hay una diferencia significativa entre las muestras
analizadas.

Tabla 5. Valores obtenidos con ANOVA para bacterias promotoras de crecimiento.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE F

VARIACION CUADRADOS (SC) LIBERTAD (gl) CUADRADOS (MC) calculado

FACTOR 1,04167E+12 1 1,04167E+12 2,43E-01
RESIDUAL 4,28E+13 10 4,28E+12 -
TOTAL 4,28E+13 12 - -

En la Tabla 5, se observan los valores arrojados por el estadistico, donde Fcalculado
es la diferencia entre las media de cuadrados (factor y residual). Este valor se compara con
un valor estadistico (F«) que se ubica en las tablas de distribucion de Fisher con una
confiabilidad de 95%, empleando los grados de libertad. Si, Fcalculado resulta mayor que

Fa, entonces se rechaza Ho, de lo contrario se acepta la hipdtesis nula. En este caso, se
acepta la hipétesis nula, en vista de que Fcalculado<F, es decir 2,43E-01<4,96 y se acepta

la hipdtesis nula. El estadistico ANOVA indica que no hay diferencia significativa entre las
rizosfera asociadas a los cafetos de Catuai y Caturra.

Las colonias obtenidas en esta etapa del aislamiento eran de color blanco, de
aspecto cremoso y bordes irregulares. Siendo esta una de las caracteristicas principales a
considerar al momento de la seleccidn para el aislamiento y purificacién de las cepas que

se analizaron.
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Figura 6. Colonias de bacterias cultivadas en TGE.
5.2 Aislamiento de bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno.

Para el analisis de los resultados obtenidos en el aislamiento de las bacterias con
capacidad fijadora de nitrédgeno La contabilizacién de estas bacterias fue llevada a cabo a
través del método del NUmero Més Probable (NMP). Se contaron, por dilucidn vy triplicado,
la cantidad de tubos con resultados positivos (color amarillo) y se descartaron los tubos
negativos (color verde). Estos valores fueron ubicados en una tabla de valores reportadas

por Woomer, 1994,

Bacterias Fijadoras de Nitrégeno

1,20E+06

1,00E+06
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6,00E+05 B Catuai

W Caturra
4,00E+05
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0,00E+00 -

Muestras

Figura 7. Bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno.

En la Figura 7, se observa grificamente una representacién de las diferencias
obtenidas en el andlisis de las muestras, donde aparentemente hay mayor proporcion, en
cuanto cantidad se refiere, de bacterias de vida libre con capacidad fijadora de nitrégeno,
en la rizésfera de Caturra que en la de Catuai. Las colonias observadas en estos aislados

tenian aspecto acuoso, de color transparente y de forma irregular (parecida a una gota de

42



agua). Para corroborar la informacidn observada a simple vista en los datos obtenidos, se
decidié analizar los datos con una ANOVA, de manera que pudiéramos establecer
estadisticamente una diferencia entre ambas rizdsferas.

Tabla 6. Valores obtenidos con ANOVA para bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre.

FUENTE DE SUMA DE GRADOS DE MEDIA DE F

VARIACION CUADRADOS (SC) LIBERTAD (gl) CUADRADOS (MC) calculado

FACTOR 4,9307E+11 1 4,9307E+11 1,18E+00
RESIDUAL 4,16E+12 10 4,16E+11 -
TOTAL 1,60E+12 12 - -

En la tabla anterior se pueden observar los resultados obtenidos en el analisis de

varianzas. El Fx se determind en una tabla que seguia una Distribucién de Fisher con una

confiabilidad del 95%. De esta manera se obtuvo el valor Fa igual a 4,96. Este valor se

comparé con el Fcalculado del ANOVA y se llegd a la conclusion de que al ser

Fcalculado<F, es decir, 1,18<4,96 entonces se debe aceptar la hipdtesis nula establecida

en la aplicacién del estadistico de anadlisis de varianzas y no hay diferencia significativa
entre la cantidad de bacterias asociadas a las rizésfera de cada cafeto.
5.3 Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos.
La seleccion de las bacterias solubilizadoras de fosfatos se llevd a cabo mediante la
seleccion de aquellas que su alrededor tuviesen formado un halo transparente
confirmando la solubilizacién del fosfato contenido en el medio. Se calculd, para cada

colonia seleccionada, el indice de solubilizacidn siguiendo la siguiente férmula:

Area del halo de solubilizaciéon

ISF =
Area de crecimiento de la colonia
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La féormula anterior, fue usada por Khan y col. (2010) para establecer una
diferencia entre las bacterias que habian aislado y la capacidad que estas tenian para
solubilizar. En la siguiente figura se observa una representacion grafica de los valores
obtenidos para cada aislado bacteriano en cada muestra recolectada para la variedad de
café Catuai, es apreciable como en la muestra “M2” se obtuvieron mayor cantidad de
bacterias aisladas, una de las cuales presenté uno de los mayores indices de solubilizacién

de fosfatos presentes en el medio de crecimiento.

Solubilizadores de Fosfatos
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& 10,00
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Muestras

Figura 8. Bacterias solubilizadoras de fosfatos en Catuai. Grafico que muestra los indices
obtenidos para las cepas bacterianas aisladas en las muestras colectadas de la rizosfera

asociada a Catuai.
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Figura 9. Bacterias solubilizadoras de fosfatos en Caturra. Grafico que muestra la
representacion de los valores de los indices de solubilidad calculados para las muestras de
suelo de la variedad Caturra.

El mismo procedimiento fue seguido para el analisis de las muestras tomadas en la
rizosfera asociada a la variedad de café Caturra, en la Figura 6 se observa de forma grafica
los valores obtenidos en la aplicacion del indice de solubilidad sobre cada aislado
bacteriano. En la misma, se visualiza como en comparacién a las muestras obtenidas de la
rizosfera asociada a la variedad de café Catuai, la cantidad de aislados con capacidad
solubilizadora de fosfatos es menor aunque el indice calculado para estos aislados indica
un buen desempefio de solubilizacion.

5.4 Coleccion microbiana.

Se obtuvo un total de 25 punciones cada una correspondiente a las cepas
bacterianas aisladas. No se observd rastro de contaminacidn, ademas se pudo apreciar
qgue el crecimiento de algunas de estas bacterias fue en la parte superior del medio. A

partir de estas punciones se realizd el ensayo de germinacidén de radicula con el que se
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buscaba estudiar el efecto de estos aislados sobre las semillas de lechuga. En la tabla 7, se
muestra un ejemplo de la composicidn de las fichas elaboradas para facilitar la buasqueda
en el cepario de las cepas almacenadas durante el proyecto.

Tabla 7. Ficha de identificacion de la coleccién bacteriana.

Nomenclatura M5B

Género Bacillus sp.

Medio de Triptona-Glucosa-Extracto de carne

crecimiento

Capacidad Promocion de crecimiento

Zona de E. E. Jaime Henao Jaramillo (10°2224"N 66°54'04"W). rizosfera
recoleccion de Coffea arabica L. variedad Caturra.

Tipo de suelo  Ultisol, pH (6,1), materia organica (5,4 %)

Caracteristicas Altitud 1.230 y 1.460 m.s.n.m. Temperartura media anual 19°C.
climaticas Precipitacion promedio 1.282 mm/afio. Humedad Relativa 78%

5.5 Evaluacion del efecto de los aislados bacterianos sobre semillas.

Para realizar la evaluacion del efecto de promociéon que tienen las bacterias
aisladas sobre semillas de lechuga, se empled el método de cdmara humeda. Este método
consiste en una placa de Petri que en su interior contiene un papel de filtro sobre el que
se colocan las semillas de lechuga. Una vez armada las cdmaras de germinacion, se
procede a inocular con las bacterias cada una de las mismas, todo esto se desarrollé en

condiciones de esterilidad. Se analizé el comportamiento de los 25 aislados,
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posteriormente se consideraron para una caracterizacion bioquimica que permitiera
identificar la especie bacteriana, aquellos cuyos resultados superaban en un 20% a los
resultados de los controles. Las placas se dejaron en incubacién por un periodo de 7 dias,
durante el cual se evalud el tiempo que tardd cada semilla en germinar. La figura que
sigue es una representacion grafica de los resultados obtenidos al finalizar los tiempo de
incubacidén, en esta imagen se aprecia como en efecto las cdmaras que fueron inoculadas
con las bacterias que se habian aislado de las muestras de suelo rizosférico, poseian una
clara capacidad de promover la germinacién de la radicula con mayor efectividad vy

velocidad que sin haber sido inoculadas.

Prueba de germinacion
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Figura 10. Efecto de promocidn de crecimiento de las bacterias asociadas a rizdsfera de
Catuai sobre semillas de lechuga. Imagen grafica de valores expresados en porcentaje del
efecto de promocién de germinacién radicular para cada uno de los aislados

Las semillas inoculadas poseen un porcentaje de germinacion superior al de los

controles. Los valores mas bajos de germinacion corresponden a las bacterias que fueron
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aisladas como fijadoras bioldgicas de nitrogeno, mientras los valores mas altos pertenece
a las bacterias que se aislaron en los medio TGE y YED-P (promotoras de crecimiento y

solubilizadoras de fosfatos, respectivamente).

Prueba de Germinacion
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Figura 11. Efecto de promocion de crecimiento de las bacterias asociadas a rizdsfera de
Caturra sobre semillas de lechuga.

En la Figura 11 se pueden apreciar los resultados obtenidos en la inoculacidn de las
bacterias asociadas a la variedad de café Caturra. Debe destacarse que, al igual que en el
caso de la inoculacion de la las bacterias asociadas a Catuai, estas cepas resultaron ser
buenas promotoras de germinacién mostrando mayores resultados a los obtenidos en los
controles y superando sus valores en mas del 10%. Al evaluar el efecto de estos aislados
durante los 7 dias que durd el experimento, se pudo apreciar una curva ascendente en
todos los casos del registro de semillas germinadas.

A continuacidn se muestra un grafico donde se puede ver el efecto que ejercieron

las bacterias sobre las semillas a lo largo del tiempo de duracidn de incubacién. Se puede
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observar como las curvas pertenecientes a los valores de los controles se encuentran por

debajo de las curvas que reflejan los valores de las camaras inoculadas.

- - F
Prueba de germinacion —e—wsFEN
—B— MILTGE
75,00% ?
—a— M35 TGE
—— M1TGE
0,
60,00% —— M1B YED-P
—&— M1VED-P
=X o —— MIKYED-P
P 45,00%
= M3A YED-P
fri]
g M 1A YED-P
o 0,
5 30,00% —4— M1G YED-P
o
—8— M1A VED-P
1G N
15,00% M1G YED-P
M6CFBN
—— M3AFBN
0,00% ..

H20
0 2 4 6 8 ——TGE

Tiempo (dias) FEN

YED-P

Figura 12. Efecto promotor de germinacidon de las bacterias asociadas a la rizdsfera de
Catuai. Grafico de porcentaje de germinacién en funcién del tiempo, cada una de las
lineas representa una cepa bacteriana seleccionada para realizar la prueba.

En todo caso se evidencia que el efecto de las bacterias durante el tiempo de
incubacién resulto siempre superior al de los controles. Tanto para la variedad Catuai
como para la variedad de café Caturra, los resultados reflejados indican que las bacterias
aisladas de la rizosfera muestran un efecto de promocién de germinacién indicando que
todas las bacterias en mayor o gran medida ejercen un efecto promotor de crecimiento
vegetal beneficioso.

Esto se puede apreciar con mayor claridad en la Figura 13, que muestra el efecto

de los aislados obtenidos de la rizésfera asociada a las plantaciones de café Caturra que al
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igual que en el caso de las asociadas a la variedad Catuai demostraron un efecto promotor

a lo largo del tiempo siempre superior los controles establecidos.

Prueba de germinacion
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Figura 13. Efecto promotor de germinacidon de las bacterias asociadas a la rizdsfera de
Catuai. Representacion grafica del porcentaje de germinaciéon en funcién del tiempo
expresado en dias en el que cada linea representa un aislado bacteriano obtenido de la
rizosfera de Caturra.

5.6 Caracterizacion microbioldgica.

Con el fin de caracterizar e identificar microbiolégicamente se aplicaron pruebas
con fundamentos bioquimicos a 16 aislados bacterianos (12 cepas aisladas de rizdsfera de
Catuai y 4 cepas de Caturra), que fueron escogidos segun su efecto de germinacidn sobre
semillas de lechuga.

A estas bacterias se les realizd inicialmente una Tinciéon Gram, una vez revelado los

resultados se establecieron una serie de pruebas que permitieran identificar las cepas
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seleccionadas. En la Tabla 1, se aprecian los resultados de la Tincién Gram y de las pruebas
gue se aplicaron posteriormente. Estas pruebas permitieron separar las cepas por grupos
y establecer un aproximado del género al cual pertenece cada una de ellas.

Tabla 8. Pruebas microbioldgicas aplicadas a las bacterias promotoras de crecimiento

vegetal.
Suelo | Cepa | Tincidn Morfologia - ©
o 2 s 2 o] 4
Gram a0 g 3 % g o 3
= G| & 2 |? |3
M1G - Cocobacilos R/A2 + - ¢s s/c s/c -
M1T - Bacilos muy cortos R/A + - ¢s s/c os/c -
M1B - Cocobacilos R/A + < ¢S s/C s/c -
= M35 - Bacilos cortos R/A + - ¢/s¢ os/cos/c -
)
s M3A + Cocos entetradas y N/A -
< racimos
M1L - Bacilos cortos R/A + - ¢/s s/cfos/c o+
M1 - Bacilos gordos y Inerte - = s/c s/c s/c -
gruesos
< M1C - Cocobacilos R/A + - ¢s s/c s/c -
& M5B 5 Bacilos gordos y Inerte - - s/c s)c s/c -
E gruesos
o M1T - Cocobacilos R/A + - ¢/s s/c sic -

aR/A: Rojo-Amarillo. P+: Positivo. °: Negativo. 9C/S: Crecimiento superficial.®N/A: No
aplica’s/C: Sin crecimiento.

En el caso de las cepas M5B y M1, las pruebas aplicadas no fueron esclarecedoras
desde la Tincién Gram. Las imagenes observadas en el microscopio hacian referencia una
morfologia similar a la del genero Bacillus, con esporas y estresadas por el medio de

crecimiento. A estas cepas se les realizd un choque térmico para verificar su resistencia
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térmica, siendo una de las caracteristicas de este género. Ambas bacterias crecieron
después del tratamiento con calor, orientando los resultados hacia el género Bacillus.

De las demas cepas se esbozd un posible género estableciéndose entonces que los
resultados de la bacteria M1L se orientan hacia el género Pseudomonas, M3A arrojo
resultados que se inclinan hacia el género Microccocus. Los resultados obtenidos para las
bacterias restantes sugieren que las mismas pertenecen al género Enterobacter.

5.7 Anadlisis in silico de las secuencias de los géneros bacterianos reportados en
el suelo rizosférico.

Con el fin de establecer las enzimas de restriccion para un ensayo PCR-RFLP, se
realizd un analisis de las secuencias del gen RNAr 16S depositadas en GeneBank de los
géneros bacterianos reportados por Marcano (2014) en su trabajo de caracterizacion de
bacterias promotoras de crecimiento asociadas al banano.

Para este andlisis se emplearon los programas de alineacién y busqueda de sitios
de corte con enzimas de restriccion en la aplicacion DNAman. Primeramente fue necesario
seleccionar las secuencias del gen RNAr 16S, las cuales fueron localizadas con el nUmero
de acceso, asociado a cada cepa bacteriana, en la pagina web de base de datos de

secuencias genéticas: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.
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Una vez localizadas las secuencias genéticas se prepard una ficha de la secuencia
de la bacteria con el nimero de acceso, nombre del gen, la fuente y seguido de la palabra
“ORIGIN” se insertd la secuencia del gen RNAr 16S. Esto se realizd con 27 especies
bacterianas que fueron reportadas en el trabajo de Marcano (2014). Seguido a esto se
ejecutd la alineacidn de las secuencias con los primers universales escogidos: U1 (forward
5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’), ubicado en las posiciones 518-537 del ADNr 16S de
E.coli y U2 (reverse 5-ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC-3) ubicado en las posiciones

1513-1491 del ADNr 16S de E.coli, usados por Lu y sus colaboradores (2000) en su trabajo
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de identificacidon de bacterias patdgenos con oligonucledtidos universales.
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Figura 15. Ubicacién de los iniciadores del ensayo de PCR del 16S en el ARNr 16S de E.coli.

El alineamiento de las secuencias con los primers universales permitié reconocer el

porcentaje de identidad en la zona de anclaje del oligo, de esta manera se aseguraba que

se llevara a cabo la reacciéon de PCR. En la Tabla 9, se observan los datos de las cepas

bacterianas y el resultado de los alineamientos. En base a esta tabla se descartaron

algunas especies debido a que su porcentaje de identidad con el oligo U2 era inferior al

50% o la zona de anclaje no existia. De esta manera de 27 especies Unicamente se realizé

el analisis de restriccidn a 19 cepas bacterianas.
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Figura 16. Alineamiento de secuencia del gen RNAr 16S con el oligo U2.
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Para el andlisis de restriccidn, se escogieron varias enzimas que se sabian estaban
disponibles en el Laboratorio de Genética Molecular. Al realizar el andlisis con la enzima
de restriccion Haelll se lograron diferenciar tres patrones de bandas. Con ayuda del
programa DNAman se pudieron obtener las imagenes de como se deberian observar los
patrones de restriccion al realizar la digestidon con la enzima y su posterior revelado

mediante electroforesis.
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Tabla 9. Datos de las secuencias genéticas, zonas de anclaje de los primers y porcentaje

de identidad de anclaje.

Cepa Bacteriana N° Acceso Longitud Ubicacion Porcentaje  Ubicacion  Porcentaje
Ul de U2 (A/B) de
Identidad Identidad
R. radiobacter AJ389904.1 1437 430-450 100 1405-1428 95,65
R. massiliae AF531767.1 1434 444-464 100 1419-1443 84,06
P. taiwanensis EU103629.2 1441 501-521 100 1018-1041 81,16
P. toyotomiensis AB453701.1 1490 483-503 100 1458-1481 95,65
P. plecoglossicida AB009457.1 1498 503-523 95 1477-1497 94,24
P. nitroreducens AMO088474 1521 497-517 100 1471-1494 95,65
P. mosselii AF072688.2 1513 491-513 95 1468-1490 95,65
P. cypripedii U80201.1 1457 467-487 100 1440-1456 86,96
P. dispersa DQ504305.1 1347 410-430 100 No 0
L. xylanilyticus FJ477040.1 1349 413-433 100 No 0
L. odysseyi AF526913.3 1516 518-538 100 1493-1514 78,57
B. thuringiensis ACNF01000156.1 1662 581-601 100 1555-1576 95,65
B. sonorensis AF302118.1 1410 495-515 100 no 0
B. subtilis AMXNO01000021.1 1543 516-536 100 1490-1510 95,65
B. olei GQ250440.2 1401 440-460 100 no 0
B. safensis AF234854.2 1434 466-486 100 no 0
B. siamensis NZ_AJVF01000043.1 1..4692 no 0 no 0
B. licheniformis AE017333.1 1538 517-5-37 100 1490-1511 95,65
B. marisflavi AF483624.1 1506 496-516 100 1471-1492 95,65
B. kochii FN995265 1511 649-669 100 1624-1645 95,65
B. gottheilii FN995266.1 1512 515-535 100 1490-1510 95,65
B. cereus AE016877.1 1512 525-545 100 1499-1511 81,16
B. anthracis AE016879 1507 525-545 100 1499-1511 95,65
B. circulans AY724690.1 1487 497-517 100 1472-1486 84,06
B. aryabhattai EF114313.2 1533 520-540 100 1495-1516 95,65
B. aerophilus AJ831844.2 1531 514-534 100 1489-1510 95,65
B. altitudinis AJ831842.1 1506 521-541 100 no 0
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6. Discusion.

Durante el tiempo en el que se han estudiado, las bacterias de promocién de
crecimiento vegetal, se han demostrado los grandes beneficios que su aplicacion conlleva.
Existen multiples técnicas de aislamiento y dependiendo del objetivo de la investigacion,
se seleccionaran los métodos mas adecuados para obtener las cepas del suelo.

Todas las plantas presentan un sistema microbiano asociado a sus raices y éste es
responsable del establecimiento, supervivencia y productividad de la planta (Minamisawa
y col., 2004). Se entiende como rizosféra a la porcidon de suelo que se encuentra en
contacto directo con la raiz de la planta; la cual permite la interaccién estrecha entre lo
microorganismos y la planta (Tsavkelova y col. 2006). Las bacterias rizosféricas son
esencialmente atraidas por los exudados radicales que contienen una amplia variedad de
moléculas organicas especificas de cada planta, éstas son usadas como nutrientes por los
microorganismos y en retribuciéon, los microorganismos pueden estimular el crecimiento
de la planta o dar proteccion contra agentes patégenos (Khan, 2005).

Se aislaron bacterias promotoras de crecimiento provenientes del suelo rizosférico
asociado a dos variedades de cafetos: Catuai y Caturra. Segun tres caracteristicas de
interés, se ejecutaron tres fases de aislamiento para obtener asi bacterias con capacidad
de: Promocién de crecimiento, Fijacidn de Nitrédgeno y Solubilizacidn de Fosfatos.

6.1 Aislamiento de bacterias promotoras de crecimiento.

El aislamiento de estas bacterias se realizé segun lo establecido en el Manual de

Microbiologia Agricola (2008). Se empled un medio de crecimiento muy rico en nutrientes

con triptona y extracto de carne que ademas contenia glucosa como fuente de carbono y
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de energia para las bacterias (Medio TGE), un pre-tratamiento térmico fue necesario para
descartar la flora microbiana no deseada, orientando el aislamiento hacia las bacterias del
género Bacillus. Los microorganismos del género Bacillus se caracterizan por formar
esporas, ser termoresistente y formar colonias blanquecinas mucosas o secas con bordes
irregulares. Algunas colonias pueden presentarse mds compactas y otras mas dispersas
puesto que el microorganismo es motil (Manual de Microbiologia Agricola, 2008).

Una vez aislados los microorganismos en el medio TGE, se seleccionaron y
sembraron hasta obtener las cepas purificadas. Estas cepas fueron contabilizadas de
manera que se pudiese establecer una relacidon de la cantidad de microorganismos por
gramo de suelo, en este caso unidad formadora de colonias por gramos de suelo analizado
(UFC/gr). Los resultados obtenidos indican una gran cantidad de bacterias con esta
capacidad promotora de crecimiento en el suelo, aunque la proporcién de bacterias varia
segun la rizésfera a la que se encuentra asociada. En la Figura 5, puede observarse una
clara tendencia de predominancia de las bacterias en los suelos asociados a la rizésfera de
Caturra, siendo asi, la cantidad de bacteria en Catuai, por lo general, es menor. La Estacion
Experimental “Jaime Henao Jaramillo” se encuentra en una zona de relieve montafoso de
topografia accidentada donde las formas de terreno se repiten en un patrén mds o menos
secuencial (Rosales, 1969). La zona donde se encuentran las plantaciones de café ha sido
descrita por Sedek (2016) como un suelo de pendientes suaves y relativa disponibilidad de
nutrientes para las plantas. Es un suelo clasificado como humichapludults, francosa fina,
mixta, isohipertémica. Suelos de color pardo oscuro en la superficie, de reaccién

ligeramente acida pH (6,1), el contenido de materia orgdnica es alto (5,4 %) en la
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superficie. La temperatura del suelo corresponde al régimen isotérmico, es decir, que su
temperatura media anual entre 13 a 22 °C entre los 50 y 100 cm de profundidad (Paltas y
col., 2013).

Lo anteriormente expuesto sugiere que, el terreno en el que se encuentran las
plantaciones de café no es regular, al contrario estd lleno de pendientes y bordes que
interfieren en la distribucion de los nutrientes del suelo y en este caso, en la
homogeneidad de la distribucion de las bacterias. Al momento de realizar el muestreo, fue
dificil establecer una zona firme en la parte donde se encontraban los cafetos de la
variedad Catuai, la gran mayoria de ellos se encontraba en una pendiente bastante
inclinada mientras que las plantas de la variedad de café Caturra, se encontraban en una
zona de mayor firmeza y menor pendiente. Los suelos inclinados de El Laurel, se ven
afectados por el lavado de sus nutrientes por el efecto del agua de las lluvias que cae y
lava el terreno.

Sin embargo, se aplicd una prueba de cardcter estadistico a los datos, de manera
que se pudiera establecer si habia diferencia significativa entre las variedades de suelo
rizosférico considerando las caracteristicas fisicas del mismo. El estadistico ANOVA arrojé
como resultado que los suelos no presentaban diferencias entre si que por ende, no existe
una diferencia entre la homogeneidad de las bacterias asociadas a las rizosfera analizadas.

6.2 Aislamiento de bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno.

En el aislamiento de las bacterias con capacidad de fijar el nitrégeno, se usé un

medio selectivo mineral sin nitrégeno, que contiene azul de bromotimol en su

composicion. El azul de bromotimol (Cy7H28Br,0sS) es un indicador muy utilizado para
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determinar el pH en zonas préximas a la neutra, pH=7, porque tiene un intervalo de viraje
del amarillo al azul entre valores 6.0 y 7.6 (aproximadamente). La funcidn del azul de
bromotimol en el medio es indicar la presencia de las bacterias fijadoras de nitrégeno.
Estas bacterias usan el nitrégeno presente en el medio transformandolo en amoniaco, por
procesos naturales propios de la bacteria que producen la acidificacion del medio y por
tanto la aparicion del color amarillo en solucion.

Segun los resultados obtenidos la cantidad de bacterias fijadoras de nitrégeno
asociada a la rizésfera de Caturra es mayor que la que se cuantificd, mediante el NMP, en
las muestras de suelo rizosférico de Catuai. Las diferencias establecidas entre ambas
muestras bien podrian estar vinculadas con el accidentado terreno en el que se encuentra
la plantacion de cafetos, tal como se observd en el aislamiento de bacterias promotoras
de crecimiento en medio TGE. Para determinar si existe una diferencia real entre las
muestras, se realizé un analisis de varianzas (ANOVA).

Los valores obtenidos estdan en el orden del 10% células por gramo de suelo.
Berkum (1980) reporta valores de 8.3x10° y 1.6x10* por gramo de suelo en la rizosféra de
Sorghum vulgare y Branchia mutica, lo que indica que las cantidades obtenidas en el
aislamiento de bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno se encuentra dentro de los
valores reportados, por lo que la cantidad de estos microorganismos presentes en el
suelo, en comparacion con otros suelos, no se encuentra alterada.

6.3 Aislamiento de bacterias solubilizadoras de fosfatos.
El Fésforo es uno de los elementos esenciales mas importantes para el crecimiento

y desarrollo de las plantas en todas sus etapas fisioldgicas pero también puede no estar
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disponible ya que es rapidamente inmovilizado al interaccionar con el resto de los
componentes del suelo (Diaz y col., 2007). Para seleccionar los microorganismos presentes
en el suelo de muestra con capacidad solubilizadora de fosfatos, se empled un medio rico
compuesto por extracto de levadura, peptona, D-glucosa y fosfato calcico (“YED-P” por sus
siglas en inglés). Al ser un medio muy rico, la variedad de bacterias que crecen en él es
grande, la presencia del fosfato cdlcico es el factor clave para la seleccion. Se escogieron
aquellas bacterias que fueron capaces de solubilizar el fosfato contenido en el medio y

gue formaron su alrededor un halo transparente en contraste con el resto del medio.

Figura 18. Bacteria Solubilizadora de Fosfato con halo alrededor.

Luego de escoger las bacterias, se midié el didmetro de los halos y se calculé el
indice de solubilizacion. Se escogié como solubilizadoras importantes a aquellos aislados
con indice mayor a 4.

Segun lo anterior, las bacterias aisladas representan solubilizadoras potenciales
por lo que pueden considerarse movilizadores de fosforo de interés. Hay varios
mecanismos por los cuales las bacterias solubilizan fosfatos. Tanto las plantas como
los microorganismos pueden incrementar la solubilidad del P inorganico (Pi)

pobremente soluble a través de la liberacidn de protones, iones OH o CO;y aniones
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de acidos orgdnicos como citrato, malato y oxalato y pueden mineralizar el P organico (Po)
por la liberacidn de varias enzimas fosfatasas. La diferencia observada entre estos aislados
probablemente pueda deberse a diferencia entre géneros, sin embargo, para aclarar estas
disyuntivas es necesario hacer estudios mas especializados.

6.4 Evaluacion del efecto de los aislados bacterianos sobre semillas.

Evaluando el efecto que los aislados obtenidos tuvieron sobre las semillas de
lechuga, se seleccionaron 16 cepas bacterianas. Estas cepas arrojaron resultados mayores
al 20% de promocion de germinacién de la radicula en las semillas, superando en todos los
casos a los valores de los controles.

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal ejercen efectos benéficos en las
plantas a través mecanismos directos e indirectos para la promocién del crecimiento
vegetal. La promociéon directa ocurre cuando las bacterias sintetizan metabolitos que
facilita a las plantas, la toma de ciertos nutrimentos a partir del ambiente (Glick, 1995;
Glick, 1999; Jiménez-Delgadillo, 2004); mientras que el mecanismo indirecto se lleva a
cabo cuando las PGPR disminuyen o previenen el efecto deletéreo de fitopatdgenos
mediante control biolégico (Glick, 1995; Glick, 1999). En muchos casos, las bacterias
tienen la capacidad a producir la AlA, un tipo de auxinas las cuales son responsables del
crecimiento de la planta por divisidon y alargamiento de sus células en todos los niveles
este grupo estimula la germinacién, incrementa el xilema y la formacién de raices (Ibarra,
2010).

Los resultados obtenidos indican que estos aislados bacterianos, son excelentes

opciones a evaluar en la elaboracidn de un biofertilizante, la capacidad de promover la
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germinacién a mayor velocidad, la fijacion del nitrogeno ambiental y solubilizacién de
fésforo inaccesible a las plantas son caracteristicas atractivas en la produccién de rubros
de interés agricola a través de métodos sostenibles y amigables con el ecosistema. Los
mecanismos por los que estas bacterias son capaces de estimular la germinacion radicular,
deben ser estudiados aplicando mas pruebas que determinen la produccidon de hormonas
por parte de los microorganismos, por ejemplo.

6.5 Caracterizacion microbioldgica.

Mientras que desde el punto de vista morfoldgico las bacterias presentan pocas
diferencias, si muestran una gran variedad en cuanto a sus propiedades fisioldgicas.
Empelando pruebas sencillas con fundamentos bioquimicos es posible diferenciarlas,
separandolas en grupos o géneros.

La Tincion Gram permitié separar a los microorganismos por dos caracteristicas: 1)
Gram positiva y Gram negativas y 2) Morfologia vista al microscopio. Asi, se pudo apreciar
la forma de estas bacterias y se diferenciéd un uUnico miembro del género Microccocus
(M3A), por la forma de racimos de uvas en grupo de cuatro que se observaba en el
microscopio. Se identificaron asi varias bacterias con forma de bastones o bacilos y dos
cepas que por su extrafia coloracidn no podian asegurar si era Gram negativas o positivas,
ademas al observarlas en la luz del microscopio se podia apreciar una forma de
encapsulamiento que parecia indicar la formacién de esporas. A estas bacterias se les

aplico un tratamiento térmico, luego del cual crecieron.
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Los microorganismos M1y M5B son termoresistentes y esporulados, procedian del
medio TGE que se empled en el aislamiento orientado a Bacillus. Los resultados de las
pruebas que le fueron aplicadas a estas bacterias no fueron significativos.

El resto de las bacterias se distinguieron por la prueba de la oxidasa, la bacteria
M1L dio oxidasa positiva, diferenciandose y ubicdndose en el grupo de las Pseudomonas
gue se caracterizan por ser un género de bacilos rectos o ligeramente curvados, Gram
negativos, oxidasa positiva, aerdbicos estrictos aunque en algunos casos pueden utilizar el
nitrato como aceptor de electrones.

Las bacterias MIG, M1T, M1B, M1C y MI1T se agruparon dentro del género
Enterobacter. Los microorganismos de este género son entéricos Gram negativos, oxidasa
negativa, no esporulados. Se recomienda complementar la caracterizacion bioquimica con
las galerias API, pruebas de patogenicidad, reaccién de la catalasa y motilidad para
verificar y asegurar el género al que pertenece cada aislado.

6.6 Analisis in silico de las secuencias del gen RNAr 16S en GenBank de los
géneros bacterianos reportados.

DNAMAN es un paquete de software Unico para aplicaciones de biologia
molecular. Este paquete proporciona un sistema integrado con funciones versatiles para
el andlisis de secuencias de alta eficiencia, de ahi que se halla empleado para realizar el
analisis in silico de las secuencias del genRNAr16S. Ademas el uso de esta herramienta
proporciona un conocimiento previo a cualquier ensayo molecular que se desee llevar a

cabo, en este caso un ensayo de digestidon con enzimas de restriccién, lo que permite
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visualizar si las secuencias genéticas poseen dreas de reconocimiento para las enzimas de
restriccion escogidas para el ensayo.

Las secuencias géneticas analizadas en esta etapa del proyecto corresponden al
ARN ribosomal 16S que es un componente de la subunidad 30S de los ribosomas
procariontes. Actualmente , en los estudios moleculares de secuenciacién e identificacién
de género y especie microbiano se utiliza el rRNA 16S o 18S, porque son secuencias
gue se han mantenido bastante uniformes a lo largo de la evolucién, y por eso se
ven claramente las diferencias entre los distintos microorganismos y se pueden
realizan arboles filogenéticos y esquemas evolutivos.

Mediante el andlisis de las secuencias parciales del rRNA 16S es posible encontrar
patrones de secuencias especificos para grupos, especies o incluso serotipos bacterianos.
Para la identificaciéon de los microorganismos a ese nivel, se han desarrollado pequefias
sondas especificas de la regidnvariable del rRNA 16S. Las diferencias en las regiones
conservativas proporcionan asi mismo secuencias para el diagndstico de grupos de
organismos relacionados y pueden ser usadas como dianas para sondas especificas de
oligonucledtidos. Sondas especificasde rRNA 16S y 23S han sido aplicadas para establecer
diferentes grupos y especies, asi como en la identificacién de bacterias. La sensibilidad de
las pruebas puede ser aumentada in vitro aplicando la técnica de la reaccidén en cadena de
la polimerasa (PCR). A partir de un pequeio fragmento de DNA, es posible amplificar una
secuencia diana hasta unos cuantos microgramos, los cuales pueden ser secuenciados

directamente o pueden ser utilizados como diana de una sonda especifica. El uso
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combinado de sondas universales y especificas permite también estimar la fraccién de
determinados microorganismos dentro de un conjunto. (Stahl y col., 1988).

El objetivo de realizar el andlisis in silico de las secuencias del gen RNAr 16S, es
determinar cudles enzimas de restriccién usar que permitan el planteamiento de un
ensayo PCR-RFLP. Con tal fin, se seleccionaron los primers universales U1 y U2 empleados
por Lu y colaboradores en el 2000 para identificar bacterias patdgenas en el liquido
cerebro-espinal.

En su trabajo Lu y col., (2000), realizdé un ensayo PCR con los primers Ul y U2 para
ampliar la zona conservada (correspondiente al gen RNAr 16S) de las muestras gendmicas
gue habian extraido del fluido cerebro-espinal y seguidamente realizd la digestion con
enzimas de restriccion. De esta manera, obtuvo como resultado diferentes patrones, lo
que le permitié crear grupos de patrones de bandas que correspondian a diferentes
especies. Bajo esta premisa, se analizaron las secuencias gendmicas que fueron
reportadas por Marcano en el 2014.

Estas secuencias fueron alineadas con los primers universales, de manera que se
pudo determinar la zona de anclaje y si un posible ensayo PCR-RFLP seria factible. Al
momento de hacer el analisis de restriccién con las secuencias gendmicas, se
seleccionaron las enzimas de la bases de datos de la aplicacidn molecular que se
encontrasen disponibles en el laboratorio. El andlisis de restriccién dio como resultado
tres patrones que agrupan a tres géneros bacterianos diferentes, comprobando asi que la
region de las secuencias del gen RNAr 16S, en efecto estdn conservadas en el cddigo

genético.
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Asi al obtener estos patrones se tiene una idea clara de cémo serian los resultados

de un ensayo de amplificacidn, si las enzimas disponibles sirven para realizar la digestién y

una idea general de como se podrian agrupar los patrones y relacionarlos con un género
bacteriano en especifico.
7. Conclusiones.

e Se obtuvieron un total de 25 aislados bacterianos con capacidades beneficiosas
para las plantas. Distribuidos de la siguiente manera: 7 cepas Fijadoras de
Nitrogeno de vida libre, 11 cepas solubilizadoras de fosfatos y 7 cepas promotoras
de crecimiento vegetal.

e Los estadisticos indicaron que no hay diferencias entre las proporciones
bacterianas asociadas a las rizosfera de las variedades de café Caturra y Catuai.

e Al evaluar el efecto que los aislados tienen sobre las semillas de lechuga se
determiné que 18 de los 25 asilados obtenidos son potenciales PGPR con
resultados superiores al 20% de germinacidn respecto a los controles
experimentales.

e Los aislados obtenidos con el método de aislamiento de Bacillus demostraron ser
excelentes promotores de crecimiento en la germinacién radicular de Lactuca
sativa L, superando un 60% la capacidad de germinacion de los controles.

e Se obtuvieron resultados aproximados en relacién a la caracterizacion bioquimica
Unicamente de los aislados con capacidades promotoras de crecimiento y
solubilizadoras de fosfatos. Orientdndose hacia los géneros Bacillus, Microccocus,

Pseudomonas y Enterobacter.
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e El programa DNAMAN es una herramienta versatil y ampliamente recomendada
para la realizacion de analisis in silico como medio de preparacién de un ensayo
PCR-RFLP. Incluso debido a su gran variedad de herramientas puede emplearse
como aplicacidn de apoyo para diversos ensayos.

e Los oligos universales Ul y U2, mostraron un patrdon de identidad superior al 70%
en 20 de las 27 secuencias genéticas seleccionadas para este ensayo. Lo que
sugiere que la zona analizada del gen 16S del ARNr es una region bastante
conservada en estas cepas.

e Se hallaron patrones de bandas diferenciales a nivel de géneros para las secuencias
escogidas, usando la enzima de restriccion Haelll en la digestion del material
genético.

e Es posible y factible realizar un ensayo PCR-RFLP considerando la informacidn
obtenida con la aplicacion molecular DNAMAN, para identificar los aislados
obtenidos en este proyecto durante sus diferentes etapas de desarrollo vy
complementar con la informacion de la caracterizacién microbioldgica.
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