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maracuya, localizados en el municipio de Rivera-Huila) sobre el crecimiento de bacterias
diazotrofas, como también se determiné la incidencia de las cepas bacterianas A2.T y
B.2.D sobre el crecimiento de plantulas de maracuya (durante los 15-35 dias del desarrollo
vegetativo), determinando las variables de didmetro y altura del tallo, nimero de hojas,
longitud de la raiz principal, peso fresco y seco total; y mediante ANOVA multifactorial se
analizaron los datos. Para esto, se tomaron 5 muestras compuestas por cultivo, de las que
se obtuvieron 10 morfotipos a los se les determind su morfologia celular y de las colonias,
produccién de pigmentos, catalasa, oxidasa, indol, y caracterizacion por kit BD BBL Crystal
E/NF. Los resultados mostraron bacterias catalasa y oxidasa positivo, Gram negativas con
morfologia coco y bacilar, agrupados en cadenas y sarcinas, presencia del mucilago y
produccién de pigmentos café y amarillo. Por matriz de correlacion se relaciond el recuento
en placa (UFC/g) en medio Ashbys Mannitol Agar, encontrdndose que el porcentaje de
carbono (0.94) y azufre (0.8) fue el pardmetro de mayor influencia en la presencia de
diazotrofos en maracuya y cacao respectivamente. La cepa A2.T-1 generd un estimulo en
el aumento de la altura del tallo (8%) de las plantulas con respecto al testigo.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Microorganisms are the most important component of the soil and responsible for the
dynamics of its transformation and development. Therefore, in the present study, the effect
of soil physicochemical parameters in two crops (cacao and passion fruit, located in the
municipality of Rivera-Huila) on the growth of diazotrophic bacteria was evaluated, as well
as the incidence of Bacterial strains A2.T and B.2.D on the growth of passion fruit seedlings
(during the 15-35 days of vegetative development), determining the variables of stem
diameter and height, leaf number, main root length, Total fresh and dry weight; And the
multivariate ANOVA was analyzed. For this, 5 samples composed by culture were taken,
from which 10 morphotypes were obtained to determine their cellular and colony
morphology, pigment production, catalase, oxidase, indole, and characterization by BD
BBL Crystal E / NF. The results showed catalase and oxidase positive bacteria, Gram
negative with coconut and bacillary morphology, grouped in chains and sarcines, presence
of mucilage and production of brown and yellow pigments. By correlation matrix the plate
count (UFC / g) in Ashbys Mannitol Agar medium was related, being that the percentage of
carbon (0.94) and sulfur (0.8) was the parameter of greatest influence in the presence of
diazotrophs in passion fruit and cacao respectively. The strain A2.T-1 generated a stimulus
in the increase of the stem height (8%) of the seedlings with respect to the control.
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RESUMEN

Los microorganismos como parte viva son el componente mas importante del suelo y los responsables de
la dindmica de transformacién y desarrollo del mismo. Un suelo fértil es aquel que contiene una reserva
adecuada de elementos nutritivos disponibles para la planta, o una poblacion microbiana que libere
nutrientes como el nitrégeno que permitan un 6ptimo desarrollo vegetal. Es por ello, que en el presente
estudio se evalué como se ve afectado el crecimiento de bacterias fijadoras de nitrégeno por las condiciones
fisicoquimicas que presenta el suelo de dos coberturas vegetales (cacao y maracuyd) en el municipio de
Rivera-Huila, como también se determind el efecto generado en el crecimiento de plantulas de maracuya
por las cepas bacterianas A2.T y B.2.D.

Para tal fin se tomaron 5 muestras compuestas para cada cobertura, de las que se obtuvieron 10 morfotipos,
a los cuales se les determino su morfologia celular y de las colonias, produccion de pigmentos, catalasa,
oxidasa, indol, y caracteristicas de su metabolismo mediante el kit BD BBL Crystal E/NF; se relaciono el
recuento en placa en el medio Ashbys Mannitol Agar de los microorganismos (UFC/g) con las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo mediante matriz de correlacidn, y por analisis de varianza simple
(ANOVA) se observo a través de las medias de Fisher si se presentaban diferencias significativas en los
parametros evaluados entre los cultivos.

Asi mismo, en el bioensayo se inocularon las cepas A2.T y B2.D en suelo estéril y se determinaron las
variables biométricas de diametro del tallo (DT), numero de hojas (NH), altura del tallo (AT), longitud de
la raiz principal (LR), peso fresco total (PF) y peso seco total (PS), durante el desarrollo vegetativo 1 (entre
los dias 15 a 35 dias del ciclo fenoldgico) en plantulas de maracuya. Se realizaron pruebas de ANOVA
multifactorial para observar las interacciones de la incidencia en el crecimiento de las plantas con el tipo de
tratamiento en el tiempo.

Los resultados mostraron bacterias catalasa y oxidasa positivo, Gram negativas con morfologia coco y
bacilar, agrupados en cadenas y sarcinas, algunas cepas produjeron pigmentos café y amarillo, y en las
colonias se observo la presencia del mucilago de proteccion producido en las bacterias del genero
Azotobacter. Ademas se encontré que de las variables quimicas determinadas en el cultivo de maracuya el
porcentaje de carbono fue el parametro de mayor influencia (correlacion 0.94) en la presencia de
diazétrofos; en cuanto al cacao se obtuvo una correlacion directa muy alta entre el crecimiento bacteriano
con el azufre (0.8). La cepa A2.T-1 generd un estimulo en el aumento de la altura del tallo y el peso fresco
total de las plantulas evaluadas en el bioensayo con respecto a las plantulas testigo en un 8 y 33.8%
respectivamente.

Palabras claves: Fijacion asimbi6tica de nitrégeno, Azotobacter, Maracuya, biofertilizantes, nitrogenasa.
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ABSTRACT

Microorganisms as a living part are the most important component of the soil and those responsible for the
dynamics of its transformation and development. A fertile soil is one that contains a suitable reserve of
nutrients available to the plant, or a microbial population that releases nutrients such as nitrogen that allow
optimum plant development. This is why, in the present study, the growth of nitrogen-fixing bacteria was
affected by the physicochemical conditions of the soil of two vegetable cover crops (cacao and passion fruit)
in the municipality of Rivera-Huila, as well as Determined the effect generated in the growth of passion
fruit seedlings by bacterial strains A2.T and B.2.D.

To this end, 5 composite samples were taken for each cover, from which 10 morphotypes were obtained, to
which they were determined their cellular and colony morphology, pigment production, catalase, oxidase,
indole, and characteristics of their metabolism through The BD BBL Crystal E / NF kit; The plaque count
in the Ashbys Mannitol Agar medium of the microorganisms (UFC / g) was correlated with the physical
and chemical characteristics of the soil by correlation matrix, and by simple variance analysis (ANOVA)
was observed through the means of Fisher if there were significant differences in the parameters evaluated
between the cultures.

In the bioassay, the strains A2.T and B2.D were inoculated in sterile soil and the biometric variables of stem
diameter (DT), number of leaves (NH), stem height (AT), length of The main root (LR), total fresh weight
(PF) and total dry weight (PS), during vegetative development 1 (between days 15 and 35 days of the
phenological cycle) in passion fruit seedlings. Multivariate ANOVA tests were performed to observe the
interactions of the incidence on plant growth with the type of treatment over time.

The results showed catalase and oxidase positive bacteria, Gram negative with coconut and bacillary
morphology, grouped in chains and sarcines, some strains produced brown and yellow pigments, and in the
colonies was observed the mucilage of protection produced in the bacteria of the genus Azotobacter . In
addition, it was found that of the chemical variables determined in passion fruit culture, the percentage of
carbon was the parameter of greatest influence (correlation 0.94) in the presence of diazotrophs; In cocoa,
a very high direct correlation between bacterial growth and sulfur (0.8) was obtained. The A2.T-1 strain
generated a stimulus in the increase of the stem height and the total fresh weight of the seedlings evaluated
in the bioassay with respect to the control seedlings in 8 and 33.8% respectively.

Keywords: Asbiotic fixation of nitrogen, Azotobacter, Passionflower, biofertilizers, nitrogenase.
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1. INTRODUCCION

Actualmente en el sector agricola se emplean fertilizantes quimicos para la incorporacion artificial de
nutrientes al suelo; no obstante, el abuso en la utilizacion de estos, genera residuos que producen dafios en
él, cdmo salinizacion, compactacion, mal drenaje, disminucién de la biota y por tanto una reduccion en la
actividad microbiana implicada en la nutricion vegetal (Escobar, Horna, Carrefio, y Mendoza, 2011), que
con el paso del tiempo propicia una disminucién en los rendimientos de los cultivos a causa del desequilibrio
nutricional provocado en él (Lara, Liliana, y Oviedo, 2011).

Debido a que las plantas cuando crecen en condiciones naturales son colonizadas por diversas comunidades
microbianas, muchos de estos microorganismos establecen relaciones no patogénicas microorganismo-
planta, formando una asociacién de manera natural en la rizosfera del suelo, e incluso pueden favorecer su
crecimiento y resistencia a limitaciones bidticas (frente a patdgenos) y abidticas (sequia, salinidad, etc.)
(Pinilla'y Sarmiento, 2010). Es por esto que la agricultura ecoldgica presenta una alternativa a la aplicacion
de fertilizantes quimicos con uno de sus elementos mas valiosos, los biofertilizantes; estos son preparados
a partir de células latentes o vivas que cumplen funciones especificas en los cultivos, como por ejemplo, la
descomposicién de residuos organicos, la desintoxicacion con plaguicidas, la supresion de
enfermedades en las plantas, el aporte de nutrientes al suelo, la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN)
(Alfonso, Leyva, y Hernandez, 2005) y la produccidn de compuestos bioactivos (V. R. Martinez, 2002).

El nitrégeno es un nutriente que su proceso de fijacién esta sujeto a una multiplicidad de cambios en sus
formas quimicas, fundamentalmente por la accién de los microrganismo del suelo. Aunque este elemento
tienes efectos benéficos en la fertilidad y nutricion vegetal existe una preocupacion por la acumulacion de
nitratos en las aguas subterraneas y superficiales debido a que ain se estéa aplicando el nutriente en forma
quimica (Varela, Rueda, y Munevar, 2013).

A los microorganismos que fijan el nitrogeno atmosférico se les conoce como diazétrofos; estos han
sido descritos y estudiados en microbiologia de suelos y el desarrollo de productos biol6gicos
comerciales desde el siglo pasado (Flores, Contreras, Reyes, y Rodriguez, 2012). Existen varios tipos de
microorganismos que habitan en el suelo y fijan nitrgeno en condiciones aerobias, estas bacterias se
encuentran dentro del phylum Proteobacteria y pertenecen a los géneros Azotobacter, Azospirillum, Derxia,
Azomonas Y Beijerinckia (Madigan, Martinko, y Parker, 1999); y entre las especies mas utilizadas como
biofertilizantes corresponden al género de Azotobacter, Rhizobium y azospirullum, las cuales se caracterizan
por crecer en suelos con altos contenidos de materia organica y pH cercanos a la neutralidad (Jiménez,
2007). Las especies como Azotobacter son bacterias de vida libre que colonizan las raices y promueven
el crecimiento vegetal, la sintesis de fitohormonas, disolucién y mineralizacion de los fosfatos, ademas
estan directamente involucradas en el aumento de la absorcién de nitrogeno a través de la FBN,
(Ahemad y Kibret, 2014; Reyes y Valery, 2007).

Debido a la importancia que representa estos microorganismos, este estudio pretende obtener un
acercamiento en el conocimiento de la microbiota presente en suelo rizosférico de los cultivos de
maracuya y cacao en el municipio de Rivera, a través de la caracterizacion fenotipica de cepas de
microorganismos diazotrofos, asi como su relacién con los pardmetros fisicoquimicos del suelo, y su
posterior inoculacion en plantas de maracuya de tal forma que se pueda dar una contribucion al



L]

Ol

®
SENA

N

desarrollo de alternativas sostenibles como los potenciales biofertilizantes, orientadas a aumentar la
productividad de los cultivos en la region.
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2. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La actividad bioldgica de los suelos es un factor fundamental en el logro de cultivos de alto rendimiento,
debido a la asociacién microorganismos-suelo-planta que mejora la produccién y ejerce control del medio
ambiente; permitiendo el mantenimiento de la biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas (Carvajal
y Mera, 2010).

En general, se considera que la microbiota del suelo, estd conformada principalmente por bacterias y hongos,
los cuales juega un papel importante en la fertilidad, reciclaje de nutrientes, evolucion, estructura y
conservacion del mismo (Reyes y Valery, 2007). Sin embargo, en el manejo agronémico de los diferentes
tipos de cultivos existen factores que alteran el equilibrio presente en los suelos, como lo es la fertilizacion
quimica de los cultivos; aunque estos insumos agricolas, aumentan la productividad en los primeros afios
de uso, al trascurrir el tiempo, esta no se sostiene y origina ademas alteraciones en la microbiota del suelo,
como también grandes contaminaciones a otros tipos de hébitat, como lo son las fuentes hidricas (E.
Martinez, Lopez, Ormefio, y Moles, 2013). Esto debido que a consecuencia de la aplicacién continua de
estos nutrientes se origine el fendmeno de eutrofizacion que para el caso del agua genera produccién de
toxinas por determinadas algas y modificacion de las caracteristicas del habitat debido a la transformacién
del conjunto de plantas acuéticas (FAO, 2016).

Otras de las consecuencias producidas por los compuestos nitrogenados agregados a partir de los
fertilizantes quimicos es la produccién de nitratos (entre otros compuestos inorganicos), que, aungue son
esenciales para la nutricion vegetal, también pueden ser contaminantes del medio ambiente. Los nitratos son
altamente solubles y no son retenidos por las cargas negativas de los coloides del suelo, de modo que se
mueven libremente con el agua de drenaje, a través del perfil del suelo, hacia los acuiferos (Martinez, Ojeda,
Hernandez, Martinez, y Quezada, 2011).

Una de las alternativas que actualmente se estan implementando para contrarrestar los efectos nocivos de
los fertilizantes quimicos en la agricultura, son los llamados biofertilizantes los cuales son productos
tecnoldgicos elaborados con microorganismos benéficos que promueven el crecimiento de las plantas y
contribuyen a la disponibilidad y proporcién de nutrientes ( Martinez et al., 2013). Sin embargo, en la
practica y manejo de biofertilizantes, se presenta un inconveniente de gran importancia y es el
desconocimiento de las especies presentes en los agroecosistemas, que no permiten explotar de manera
adecuada este recurso y darle un eficiente uso en la agricultura (Alfonso, Leyva, y Hernandez, 2005), dado
gue los microorganismos empleados como biofertilizantes proceden de condiciones edafoldgicas y
climaticas especificas que favorecen su crecimiento y actividad, lo que hace que la eficiencia de los
biofertilizantes disminuya o sea nula si su aplicacion se da en condiciones diferentes, por lo cual es de vital
importancia el uso de microorganismos (nativos) propios del suelo donde se van a utilizar (Escobar et al.,
2011).

Diversos estudios han demostrado la importancia de identificar los integrantes de la comunidad microbiana
para hacer un buen uso de los biofertilizantes en la aplicacion de los cultivos, garantizando efectos positivos
en las plantas con la aplicacion de estos como inoculantes (Alfonso et al., 2005), por ejemplo Pinilla y
Moreno (2010) realizaron un estudio con la soja sudamericana la cual fue biofertilizada en su mayoria con
microorganismos de alta calidad demostrando que su dependencia a la aplicacion de fertilizantes quimicos
nitrogenados resulto ser mucho menor.
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Otras investigaciones llevadas a cabo han aislado cepas de bacterias diazétrofas en diversos cultivos y
evaluado su capacidad fijadora de nitrogeno en diversos bioensayos, como los reportados por Argiello y
Moreno (2014); quienes aislaron bacterias fijadoras de nitrégeno en el cultivo de cacao y confirmaron la
capacidad de las bacterias diazotrofas para convertir el nitrogeno no disponible a la forma NH; y exudarlo
al medio, presentando una relacién directa en el desarrollo de las hojas, tallo y raices de las plantas evaluadas
en el bioensayo. Reyes y Valery (2008) aislaron cepas de bacterias fijadoras de especies como Brachiaria
decumbens, B. humidicola, Phaseolus vulgaris y Theobroma cacao, las cuales fueron inoculadas en cultivos
de pimenton y maiz, obteniendo en el pimentdn, el aumento de la germinacion y el peso seco con todas las
cepas evaluadas y el porcentaje de N con la mayoria de ellas, mientras que el maiz present6 una tendencia
mas selectiva que el pimentdn en la germinacion, y en la promocion del crecimiento, evidenciandose que
para la seleccion de bioindculos debe considerarse el cultivo y las condiciones de fertilidad de los suelos
donde se intenten aplicar.

A nivel nacional existen investigaciones llevadas a cabo en los departamentos de Boyaca (Jiménez, 2007),
Cundinamarca (Obando, 2012), Santander ( Moreno y Galvis, 2013), Amazonas (Mantilla-Paredes et al.,
2009), entre otros, pero a nivel departamental las investigaciones de microrganismo diaz6trofos son casi
nulas; sin embargo, las politicas departamentales y nacionales estan Ilamadas a liderar la implementacion
de agricultura sostenible fundamentada en el uso de biofertilizantes, generando el menor impacto ambiental
posible, lo que abre la puerta a la realizacion de investigaciones en la regién en pro del mejoramiento de la
agricultura ecoldgica en la zona (Secretaria de Agricultura del Huila). Por otro lado, cabe resaltar que,
aungue existen investigaciones en cacao, en el cultivo de maracuya no se reportan investigaciones de
microorganismos diazo6trofos, no existen estudios previos de la poblacién microbiana en el area de estudio,
ademas de la gran importancia de los cultivos de cacao y maracuya como apuestas productivas del municipio
de Rivera y la region. Por consiguiente, esta investigacion tiene una mayor relevancia al aportar nueva
informacién relacionada con la diversidad microbiana presente en estos suelos, apostandole a nuevas
investigaciones relacionadas con la caracterizacion de microorganismos y su uso potencial con el fin de
generar desarrollo e innovacion en el sector a largo plazo.

Es por esta razon que en el presente proyecto de tesis se busca dar respuesta a las siguiente pregunta de
investigacion: ¢Existe algun tipo de relacion entre los pardmetros fisicoquimicos del suelo con la
presencia poblacional de microorganismos fijadores de nitrdgeno en los cultivos de cacao y maracuya;
y que efecto se genera en el crecimiento de plantulas de maracuya al ser inoculadas por dichas
bacterias?
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3. ANTECEDENTES

Diversos estudios han demostrado que los microorganismos presentes en el suelo interacttan con las raices
de las plantas y los constituyentes del suelo en la rizosfera del suelo (Barea, Pozo, Azcon, y Azcdn, 2005);
pero es hasta 1949 que Serge Winogradsky en San Petersburgo reporté la primera cepa bacteriana aislada
capaz de fijar nitrogeno en estado libre (Bruijn, 2015). Clavijo, Chipana, Centeno, Z0fiiga, y Guillén (2002)
encontraron una correlacion entre el crecimiento de las bacterias con la materia organica, fosforo, el pH del
suelo, tipo de riego y profundidad de la raiz en su investigacion en la cual aislaron, caracterizaron e
identificaron bacterias diazotroficas de la rizosfera del cultivo del olivo en Per(; identificaron
molecularmente especies de Novosphingobium scionense, Novosphingobium resinovorum, Burkholderia
metallica, Rhizobium massiliae y Klebsiella pneumoniae.

En su tesis de maestria Rubio (2003), caracterizO molecular y funcionalmente bacterias del género
Azotobacter aisladas de suelos de la Republica Argentina, demostrando la gran diversidad genética de estas
bacterias en dichos suelos; asi mismo, que la produccidon de auxinas seria el principal mecanismos de accion
de las cepas aisladas para estimular el crecimiento temprano de las plantulas de trigo, sin embargo
recomienda estudios mas profundos que relacionen la produccion de fitohormonas por parte de las bacterias
con las respuestas observadas en las plantas.

Alfonso et al. (2005) demostraron que los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y
Streptomyces, forman parte de la comunidad microbiana de la rizosfera del tomate, siendo Azospirillum el
género predominante. Ademas evaluaron en un bioensayo la efectividad agrobiologica de Azospirillum, del
gue se obtuvo un efecto positivo en la inoculacion artificial de esta rizobacteria en el crecimiento de las
plantas de tomate con un rendimineto agricola superior al 11% con respecto a las plantas testigo.

En Boyacd, Jiménez Avella (2007), aisld en medio Ashby Sacarosa cepas de microorganismos diazotrofos
de cultivos de brécoli, calabacin, coliflor, espinaca, tomate y zanahoria. A estas cepas aisladas les realizo
caracterizacion molecular mediante un analisis de restriccion del DNAr 16s amplificado, encontrando
bacterias de las especies A. vineladii, A. chroococcum, A. negricans y A. paspali. En este mismo afio, se
reporté la investigacion llevada a cabo por Lara Mantilla, Villalba Anaya y Oviedo Zumaqué; en la que se
aislaron bacterias diazotréficas de los géneros Azotobacter sp y Azospirrillum sp obtenidas de la rizosfera
de cultivos de platano, pastos, maiz y de rastrojos en el municipio de San Carlos; y a través del método
colorimétrico de Berthelot (fenol-hipoclorito) cuantificaron la produccién del ion amonio generada por cada
cepa aislada, prueba en la que se destacé por su eficiencia en la fijacién de nitrégeno el género Azotobacter
sp con 5.1743 mg/l de amonio y Azospirrillum sp con 4.6741 mg/l de amonio.

Estudios como el de Reyes y Valery (2007) determinaron el efecto del fertilidad del suelo sobre la
microbiota y la promocion del crecimiento del maiz con Azotobacter sp, como resultado las densidades
poblacionales microbianas totales y disolventes de fosfatos se vieron afectados por las condiciones
fisicoquimicas del suelo, como el pH y el contenido de materia organica del suelo; asi mismo se encontrd
relacion entre la ecologia rizosférica y la especie vegetal es propia de cada especie vegetal.

Rojas Sierra y Moreno-Sarmiento (2008) en su estudio partieron de una cepa de Azotobacter sp aislada de
suelos dedicados a la produccién arrocera del Tolima, con el fin de evaluar diferentes formulaciones de
prototipos de un biofertilizante para el mismo cultivo, las cuales se realizaron al mezclar la bacteria fijadora
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de nitroégeno en diferentes relaciones con sustancias himicas, Polietilenglicol, Carbopol® y quelatos; uno
de los prototipos empleados en esta investigacion evidencio un efecto benéfico sobre la produccion con
8500 kg/ha respecto a la obtenida por el testigo de 7625 kg/ha.

Las bacterias diazotréficas asimbioticas asociadas al eucalipto fueron objeto de investigacién por Obando
Castellanos et al. (2010), quienes evaluaron el efecto de las épocas de lluvia y sequia sobre la poblacion de
microorganismos pertenecientes a los géneros Azotobacter, Beijerinckia, Derxia, Azospirillum,
Herbaspirillum, Gluconacetobacter y Burkholderia en eucalipto, como también la influencia del estrato de
la muestra (suelo rizosférico, raices y hojas) en la presencia poblacional de dichas bacterias. Como resultado
los investigadores no encontraron variacion en el tamafio de la poblacion de las especies por efecto del
estado del clima; sin embargo se presentd diferencias estadisticamente significativas en los diferentes
estratos de la muestra que para el caso de los aislamientos presuntivos de Herbaspirillum sp y Azospirillum
sp la mayor poblacion se encontraba en las raices y suelo rizosférico respectivamente.

En 2011 Escobar et al., aislaron bacterias fijadoras de nitrogeno de cultivos de tomate, lechuga, cebolla,
espinaca, zanahoria y betarraga; de las cuales obtuvieron cuatro cepas de Azotobacter sp productoras de
acido indolacético y solubilizadoras de roca fosforica que al ser evaluadas en el crecimiento de tomate
influenciaron de manera positiva en el desarrollo vegetativo, disminuyendo el nimero de dias a la floracion
e incrementando la altura, volumen radicular y materia seca total de las plantas.

En Espinal (Tolima) Guzmén, Obando, Rivera y Bonilla (2012) aislaron bacterias diazotroficas de los
géneros Azotobacter y Azospirillum a partir de la rizdsfera de cultivos de algodén y mediante la técnica de
reduccidn de acetileno determinaron la promocién del crecimiento vegetal y por el método colorimétrico de
Salkowsky la produccion de indoles; en estas pruebas resaltaron las cepas de Azotobacter presentando en la
reduccion de acetileno entre 206.43 a 460.60 nmol C,H, ml* .h* y produccién de indoles de 19.87 a 20.08
ug.mL?, recomendado estas cepas para estudios de evaluacion como principio activo en futuros inoculantes
para el algoddn.

A partir de cultivos de pastos, café, cafia de azlcar, maiz y frutales, Moreno y Galvis (2013) aislaron
bacterias diazotréficas determinadas en la identificacién molecular como Stenotrophomonas maltophilia y
Azotobacter vinelandii; con estas cepas realizaron un ensayo en invernadero para evaluar su efecto
fertilizante en plantas de maiz en el cual los aislados identificados como S. maltophilia por PCR, presentaron
los mejores resultados en la emergencia de las plantas, el diametro del tallo y la longitud de las hojas y
tallos, convirtiendo estas bacterias como potencial biofertilizante.

Jara Carrefio (2015) en su investigacion caracterizo e identifico cepas nativas del género Azotobacter y su
efecto en co-inoculacion con Rhizobium en tomate de mesa, todos los aislados. Dentro de la caracterizacion
morfol6gica de las colonias evalud la tincidn al Gram, crecimiento, color, produccién de mucilago, bordes
y elevacion. Los mejores resultados para los pardmetros de altura y nimero de hojas obtenidos en el
bioensayo lo presento el tratamiento en el que se inoculo Rhizobium sp; asi mismo, para la variable de
numero de flores a los 60 dias el tratamiento con Azotobacter vinelandii mas Rhizobium sp se destaco; como
también encontrd un incremento en el nimero de frutos a los 60 y 75 dias con la inoculacion de Azotobacter
vinelandii. Con respecto al peso fresco del fruto como variable que da nociones a un posible aumento en la
produccion, el mejor tratamiento correspondio al que se aplicé como inoculo Azotobacter vinelandii con
39.95 g en promedio por fruto.
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4. MARCO TEORICO

4.1.MARACUYA

El maracuya o también conocido por murukuyd y parchita amarilla, es una planta lefiosa y perenne, requiere
de soporte o tutor para enredarse, presenta tallos verdes, acanalados, glabros, con hojas de lamina palmeada,
generalmente con tres l6bulos; flores solitarias, axilares, fragantes y muy vistosas (Ver Figura 1); esta planta
esta categorizada dentro del grupo taxonémico que se presenta en la Tabla 1. El fruto es una baya globosa,
de color rojo intenso o amarillo cuando maduro, punteado, liso, el cual contiene numerosas semillas
rodeadas de un arilo de pulpa, jugoso, amarillento, aromatico y con un sabor agridulce (Corpoica, 2001).

Tabla 1. Taxonomia del maracuya.

Orden  Malpighiales
Familia Passifloraceae
Género Passiflora
Especie Passiflora edulis
Fuente: (Corpoica, 2001)

El crecimiento dptimo se presenta en temperaturas entre 24 y 28°C, requiere de suelos ricos en materia
organica, fértiles, profundos y con drenaje suficiente, con un pH entre 5.5 y 8.0; la produccidn en suelos a
valores de pH altos se explica, por su tolerancia a la salinidad. EI exceso de humedad favorece el desarrollo
de enfermedades radicales, como la pudricién seca del cuello de raiz, causada por el hongo Fusarium sp.,
la cual puede producir una destruccion total del cultivo; los suelos que favorecen el cultivo son de textura
franca con alta capacidad de retencion de agua, porque suministran a la planta los niveles de humedad que
este demanda (Sociedad Colombiana de Ciencias Horticolas, 2009).

Figura 1. a) Cultivo de Passiflora edulis en la finca La Sevilla. b) Fuente hidrica que abastece el cultivo
de maracuya.

La deficiencia en nitrogeno en el cultivo de maracuya produce plantas pequefias, menor nimero de ramas,
las cuales ademas son muy finas con tendencia al crecimiento apical, se manifiesta un amarillamiento
generalizado de las hojas (Garcia Torres, 2002). Este cultivo requiere 150 Kg/Ha de nitrégeno y se produce
en las zonas de vida Bosque espinoso subtropical, bosque muy seco tropical y bosque seco tropical
(Gobernacion del Huila, 2006).

Ol
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4.2.CACAO

El cacao (Theobroma cacao L.) es explotado comercialmente para la produccion de semillas principalmente
destinadas a la fabricacion de chocolate con un gran potencial en las industrias alimentaria, cosmética y
farmacéutica (Ver cultivo en la Figura 2). Entre los problemas que afectan la produccion mundial se
encuentran los fitosanitarios, falta de inversion, envejecimiento de las plantaciones e inadecuada
fertilizacién (Rojas y Sacristan 2009). El cacao es una planta perenne que pertenece al grupo taxonémico
que se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Taxonomia del cacao

Orden  Malvales
Familia Esterculiacea
Género Theobroma
Especie = Cacao
Fuente: (Gustavo, 1986)

La temperatura media para una mejor produccion fluctGa entre 25y 26°C, en suelos que comprenden desde
suelos arcillosos agregados hasta franco-arenosos (FA). Uno de los factores esenciales para el crecimiento
de las raices del cacao es una buena aeracion, es decir, una renovacién permanente del oxigeno del suelo
(Paredes, 1989). La microflora y fauna del suelo contribuyen eficazmente a la evolucion del mismo, pues
tienen una gran capacidad para transformar la materia organica, especialmente a altas temperaturas; si esta
temperatura esta por encima de los 25 °C, el equilibrio de la descomposicion y acumulacion se altera y el
suelo rapidamente puede quedarse sin materia organica (Gustavo, 1986).

Figura 2. Cultivo de Theobroma cacao en la finca La Sevilla.

4.3.EL NITROGENO Y LAS PLANTAS

En la atmosfera el nitrégeno (N) constituye hasta un 78% de los gases (Obando, 2012), sin embargo es una
fuente nutritiva muy escasa, puesto que el nitrégeno molecular (N2) no es facilmente asimilable por las
plantas debido a que es dificil de romper el triple enlace que une a los &tomos que forman la molécula; la
forma de aprovechar el nitrégeno atmosférico es a través de un proceso metabdlico denominado Fijacion
Bioldgica del Nitrogeno (FBN) (Lara et al., 2007).




o
SENA

N

Entre los diecisiete elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas, el nitrogeno es
considerado el méas importante. Las funciones especificas que cumple el nitrégeno se relacionan con la
sintesis de moléculas esenciales tales como acidos nucleicos, aminoacidos, proteinas, clorofilas y alcaloides,
por otro lado la funcién como agente osmotico asociada al efecto del ion nitrato y a otras formas reducidas
del nitrégeno, en la reduccion del potencial hidrico de la vacuola, dentro del proceso de osmoregulacion
(Cardenas, Sanchez, Farias, y Pefia, 2004).

En las plantas el nitrégeno es el cuarto elemento méas abundante (Pérez, 2014), ademas de ser, después del
agua, el principal limitante para el desarrollo de las mismas (Fernandez, de Maria, y de Felipe, 2002). Con
el propdsito de garantizar la produccién se ha venido incrementando el uso de fertilizantes nitrogenados en
los cultivos, se prevé un aumento de 1.4 por ciento cada afio hasta el 2018 en el uso mundial del nitrégeno
en la agricultura, los principales demandantes de este recurso en América Latina seran Brasil, Argentina,
Meéxico y Colombia (FAO, 2015), no obstante, el abuso y mal manejo en la utilizacion de fertilizantes
nitrogenados implica riesgos de contaminacion ambiental (Cardenas et al., 2004).

4.4.RIZOSFERA

El término “rizosfera” fue propuesto por Hiltner en 1904, quien observo por primera vez la acumulacion de
microorganismos en la zona radical (Mayz, 2004). La rizosfera hace referencia al volumen de suelo
influenciado por las raices de las plantas o materiales producidos por las mismas. En la rizosfera interact(ian
tres componentes independientes, rizosfera (suelo), rizoplano y raiz. La Rizosfera es la region del suelo
influenciada por las raices mediante la liberacion de sustratos que afectan la actividad microbiana, el
rizoplano hace referencia a la superficie de la raiz mas particulas del suelo fuertemente adheridas y la raiz,
se concibe como componente en el cual microorganismos endofitos colonizan los tejidos de la raiz (Barea
etal., 2005).

Microorganismos
riz0sfericos

Plantas

Disponibitidad
de nutrien t@y

Morgologia de la raiz

transportar nutrigntes

(CapacCidad de ‘

Figura 3. Mecanismos implicados en el aumento de la disponibilidad y la absorcion de nutrientes.
Fuente: (Rengel y Marschner, 2005)

En laraiz de las plantas se sintetizan, acumulan y secretan productos quimicos denominados exudados, estos
modifican las propiedades fisicoquimicas del suelo, por tanto regulan la actividad microbiana en la rizosfera.
Por otro lado, la actividad microbiana en la rizosfera afecta el enraizamiento y el suministro de nutrientes
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disponibles para las plantas, debido a que los microorganismos metabolizan una fraccion de las moléculas
orgénicas producidas por la raiz como fuente de carbono y nitrogeno, posteriormente son reintegradas
moléculas de facil absorcién para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Figura 3) (Ahemad y Kibret,
2014).

4.5.FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO (FBN)

Proceso por el cual los microorganismos del suelo conocidos como microorganismos fijadores de nitrégeno
o diazotrofos (Lara et al., 2007), convierten el nitrdgeno (N2) en amoniaco (NH4*), mediado por el complejo
enzimatico llamado nitrogenasa presente en estos organismos fijadores (Mayz, 2004).

La nitrogenasa esta constituida por dos metaloproteinas: 1) hierro-molibdeno-proteina (Mo-Fe-Proteina) y
I1) hierro-proteina; requiere ademas de la colaboracion de dos proteinas: ferrodoxina y flavodoxina. La
ferrodoxina transporta los electrones a la nitrogenasa y llegan a la hierroproteina, esta activa a la Mo-Fe-
proteina y se produce la reduccion de nitrégeno, siendo luego fijado como compuesto aminado (Lara et al.,
2007).

Dean y Jacobson en 1992 definié la nitrogenasa como una metaloenzima de dos componentes, i)
dinitrogenasa reductasa que es la proteina de hierro y ii) dinitrogenasa que tiene un cofactor de metal.
Dinitrogenasa reductasa proporciona electrones con alta potencia, mientras que la reduccion de
dinitrogenase utiliza estos electrones para reducir N2 a NHs. Basado en el cofactor de metal se han
identificado tres sistemas de fijacion N diferentes a) Mo-nitrogenasa, b) V-nitrogenasa y ¢) Fe-nitrogenasa.
Estructuralmente, el sistema de fijacion de nitrdgeno varia entre los diferentes géneros bacterianos. La
mayoria fijacion biol6gica de nitrégeno se lleva a cabo por la actividad de la nitrogenasa molibdeno, que se
encuentra en todos los diazotrofos.

Son destacadas entre las bacterias de vida libre o asociativas que fijan el nitrdgeno atmosférico por su
potencial como biofertilizantes, los géneros dentro del grupo de aerobias, Azospirillum, Azotobacter,
Beijerinckia y Derxia; en las aerobias facultativas se distinguen Bacillus, Enterobacter y Pseudomonas; y
los géneros anaerobios, Clostridium, Desulfovibrio y Metanobacterium (Diaz, Ferrera, Almaraz, y Alcantar,
2001).

Ecuacion 1. Reaccion general de fijacion de nitrégeno, (Camelo, 2010)
N, + 8¢+ 8H" + 16 ATP — 2NH3 + H* + 16 ADP + 16 Pi

La Ecuacion 1 presenta la reaccion general de fijacion de nitrégeno, esta reaccion demanda grandes
cantidades de energia (ATPs electrones y H*) que se adquieren a partir de la oxidacion respirativa de
sustratos carbonéaceos liberados por las plantas, estos compuestos no siempre estan facilmente disponibles
para los microorganismos debido a la elevada competencia que existe en la rizosfera (Alvarez, 2012).

Pedraza et al. en el 2010 sefiala que la fijacion biologica del nitrégeno es considerado el segundo proceso
bioldgico més importante en el planeta después de la fotosintesis, junto con la descomposicion de la materia
organica; asimismo este proceso es importante en la fertilidad del suelo, como un mecanismo de reposicion
del nitrégeno que es perdido a través de la desnitrificacion, absorcion de los cultivos, percolacion y erosion
(Jara, 2015).
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4.6.MICROORGANISMOS FIJADORES DE NITROGENO ATMOSFERICO

Uno de los grupos funcionales mas importantes del suelo lo componen las bacterias fijadoras de N2, debido
a que son los Unicos organismos que tienen la nitrogenasa, enzima que reduce el N a traves de la FBN
(Alvarez, 2012; Bruinsma, 2003).

Los microorganismos de este grupo, estan generalmente asociados con la rizosfera del suelo de muchas
plantas estableciendo relaciones asimbidticas o de vida libre, o se pueden encontrar microorganismos en
asociacion mas especifica que viven dentro de las raices, hojas y otros tejidos de plantas como endéfito
(Massenay dos Santos, 2015). La fijacion efectuada por microorganismos de vida libre se denomina fijacion
asimbidtica, y la realizada por microorganismos en asociacién a especies leguminosas es llamada fijacion
simbiodtica (Jara, 2015).

En la Tabla 3 se presentan los principales grupos de microorganismos asimbiéticos fijadores de nitrégeno
y en la Tabla 4 se describen algunos ejemplos de las asociaciones que forman los microorganismos gue fijan
el nitrdgeno de manera simbidtica.

Tabla 3. Bacterias Fijadoras de nitrogeno.

Bacterias Quimiétrofas Fotétrofas

Anaerobias Clostridium, Desulfotomaculum, = Chromatium, Thiopedia,
Desulfovibrio, Methanosarcina Ectothiorhodospira

Anaerobias Klebsiella, Citrobacter enterobacter, Rhodospirillum y

facultativas Erwinia, Bacillus, Propionibacterium Rhodopseudomonas

Aerobias 0  Azospirillum, Aquaspirillum, Azotobacter, Gloeocapsa,Anabaena, Calotrhix,

microaerdfilas Azomonas, Beijerinckia, Derxia, Rhizobium, Nostoc,Spirulina, Oscillatoria,
Agrobacterium, Thiobacillus, Lyngbya.

Corynebacterium
Fuente: (Fernandez et al., 2002)

Tabla 4. Bacterias que forman asociaciones fijadoras.

Tipos de asociacién Géneros bacterianos

Rizocenosis Azospirillum, Azotobacter y Bacillus con raices de gramineas
Beijerinckia con raices de cafia de azlcar

Simbiosis asociativas Anabena con hojas de Azolla anabaenae

Nostoc con raices de musgos y hepaticas
Calotrix con hongos (liquenes)
Rizoendosimbiosis Rhizobium, Bradyrhizobium y Sinorhizobium en raices de leguminosas
Azorhizobium en raices y tallos de Sesbania rostrada
Frankia con raices de Angiospermas no leguminosas
Fuente: (Fernandez et al., 2002)

4.6.1. Microorganismos diazotroficos simbi6ticos

Son aquellas bacterias capaces de fijar nitrogeno atmosférico en simbiosis con las raices de plantas
leguminosas, estas se hospedan en los nédulos presentes en raices tomando &cidos orgénicos de las
plantas y aportando compuestos nitrogenados como los ureidos y las amidas de reserva. Se han
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definido en 9 géneros, 40 especies de bacterias que forman nodulos en leguminosas, sin embargo,
existen bacterias simbidticas que pueden colonizar otras plantas; tal es el caso de Rhizobium
leguminosarum y cepas fotosintéticas de Bradyrhizobium sp. encontradas en raices de arroz y
Rhizobium ettli en raices de maiz (Obando, 2012).

4.6.2. Microorganismos diazotroficos asimbidticos

Microorganismos que tienen la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico sin formar una simbiosis con la
planta, porque cuentan con diferentes mecanismos de proteccion del complejo nitrogenasa; ademas de fijar
el nitrdgeno atmosférico, estas bacterias favorecen el desarrollo radical de la planta a través de la produccion
de reguladores de crecimiento, por consiguiente contribuyen a una mayor absorcién de nutrientes por parte
de la planta (Jara, 2015).

La mayoria de bacterias fijadoras de nitrégeno no estan asociadas a las plantas y fijan nitrégeno por
beneficio propio (Camelo, 2010); estas pueden habitar en la rizosfera, rizoplano y el interior de los tejidos
vegetales sin formar estructuras especializadas (nddulos), entre los géneros mas representativos de este
grupo se reportan Azospirillum, Azotococcus, Beijerinkia, Azotomonas, Bacillus, Citrobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Azotobacer, Burkholderia, Acetobacter, Chromatium, Chlorobium, Desulfovibrio,
Desulfomonas, Gluconacetobacter, Herbaspirillum y Clostridium, entre otros (Alvarez, 2012; Obando,
2012).

Bacterias de los géneros Azotobacter sp, Azospirillum sp, Pseudomonas sp, Enterobacter sp y Klebsiella sp
son eficientes fijadoras asimbioticas de nitrogeno y contribuyen sustancialmente a que los agricultores
disminuyan la aplicacién de fertilizantes nitrogenados conservando el ambiente (Lara et al., 2007). Las
especies mas estudiadas son Azotobacter vinelandii (aerobio obligado), Klebsiella pneumoniae (anaerobio
facultativo), Clostridium pasteurianum (anaerobio obligado), Rhodobacter capsulatus (bacterias
fotosintética) y varias especies de Anabaena y Nostoc (cianobacterias formadoras de heteroquistes)
(Camelo, 2010).

Se han reportado con la aplicacion de microorganismos asimbidticos, incrementos del 5 a 30 % en los
rendimientos de cafia de azlcar, maiz, arroz, trigo y gramineas forrajeras (Obando, 2012), ademas de una
disminucion en el uso de fertilizantes nitrogenados (Lara et al., 2010). La capacidad de fijar el nitrogeno
atmosférico por las bacterias de vida libre esta limitada por factores que condicionan el medio, como el pH,
la temperatura y aireacion del suelo, concentracion de microelementos, naturaleza de las fuentes de carbono,
presencia del nitrdgeno combinado y accién de organismos antagénicos (Lara et al., 2010). Es posible que
el nitrégeno fijado por los microorganismos asimbi6ticos no esté disponible inmediatamente para ser usado
por las plantas, sino que quede inmovilizado en la biomasa microbiana del suelo o en la materia organica
(Rubio, 2003).

4.7. METODO DE IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
MICROORGANISMOS EMPLEANDO KIT BD BBL CRYSTAL E/NF

Las pruebas bioquimicas son test quimicos aplicados a los microorganismos de los cuales son conocidas las
reacciones generadas, de tal manera que permite caracterizar el metabolismo de las bacterias que son objeto
de identificacion. Algunas de estas pruebas evallan presencia de una enzimay su lectura se realiza en pocos
segundos o hasta horas, como también existen pruebas que requieren para su lectura el crecimiento del
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microorganismo con incubacion previa, con el fin detectar componentes metaboélicos o la sensibilidad del
microorganismo a una sustancia (Ferndndez Olmos, Garcia de la Fuente, Saéz Nieto, y Valdezate Ramos,
2010).

El sistema BD BBL Crystal E/NF ID incluye tests para la fermentacion, oxidacion, degradacion e hidrolisis
de diversos sustratos; en la Figura 4, se observan los tres componentes del sistema, la tapa contiene 30
sustratos deshidratados y la base dispone de 30 pocillos para reaccion; el fluido del in6culo es una solucién
preparada al mezclar 8.50 g de NaCl, 0.8372 g de &cido 3-morfolinpropanosulfénico y agua purificada hasta
1000 ml (Becton Dickinson and Company, 2015). La aplicacion de este kit se realiza depositando el in6culo
del analisis en la base, luego se tapa e incuba por 24 horas; este es el encargado de rehidratar los sustratos,
se forma con la bacteria objeto de estudio y el fluido.

Figura 4. Sistema BD BBL Crystal E/NF ID. a) tubo de fluido del inéculo b) bases y ¢) tapa del panel BD
BBL Crystal E/NF.

Los test se basan en la degradacion o utilizacién de sustratos especificos por parte de los microorganismos
que son detectados con indicadores, los principios aplicados con cada ingrediente activo en cada pocillo se
muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Reactivos y principios empleados en el sistema E/NF 1D BBL Crystal.
Ingrediente Activo Principio
Arabinosa
Manosa
Sacarosa
Melibiosa
Ramnosa La utilizacion de carbohidratos produce un descenso de pH y un cambio
Sorbitol en el indicador (rojo fenol)
Manitol
Adonitol
Galactosa
Inositol
p-n-p-fosfato
p-n-p a-B-glucésido La hidrdlisis enzimatica del glucosido libera p-nitrofenol amarillo
p-n-p-R-galactosido
La hidrolisis enzimatica del sustrato amida incoloro libera p
nitroanilina de color amarillo
p-n-p bis-fosfato La hidrolisis enzimatica del glucésido incoloro aril sustituido o éster de
p-n-p-xilésido fosfato libera p-nitrofenol amarillo

Prolina nitroanilida
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Ingrediente Activo
p-n-p-a-arabinésido
p-n-p-fosforilcolina
p-n-p-B-glucurénido
p-n-p-N-acetil
glucosamidina

g-L-glutamil p nitroanilida
Esculina
p-nitro-DL-fenilalanina
Urea

Glicina

Citrato

Acido malénico

Cloruro de trifenil tetrazolio

Arginina
Lisina

UniversidadfSurcolombianal

Principio

La hidrélisis enzimatica del sustrato amida incoloro libera p
nitroanilina de color amarillo

La hidrélisis de la esculina produce un precipitado negro en presencia
de iones férricos

La desaminacidn oxidativa de la fenilalanina produce un color pardo en
presencia de iones férricos

La hidrolisis de la urea y el amonio resultante cambia el color del
indicador de pH (azul de bromotimol)

La degradacion de la glicina libera metabolitos alcalinos que cambian
el color del indicador de pH (azul de bromotimol)

La degradacion del citrato libera metabolitos alcalinos que cambian el
color del indicador de pH (azul de bromotimol)

La degradacién del malonato libera metabolitos alcalinos que cambian
el color del indicador de pH (azul de bromotimol)

La reduccion del compuesto de tetrazolio produce la formacion de un
formazan rojo

El catabolismo anaerobio produce una elevacion del pH y un cambio
en el color del indicador (purpura bromocresol)

Fuente: (Becton Dickinson and Company, 2015)
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5. OBJETIVOS
5.1.0BJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipicamente microorganismos fijadores asimbidticos de nitrogeno aislados de suelo
rizosférico en cultivos de maracuya y cacao en la finca La Sevilla localizada en el municipio de Rivera-
Huila.

5.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar cepas nativas de microorganismos diazotrofos en suelos dedicados a la produccion de cacao y
maracuya en el municipio de Rivera.

o Identificar fenotipicamente las cepas de microorganismos diazétrofos aislados.

o Determinar que parametros fisicoquimicos del suelo influyen en la presencia poblacional de bacterias
fijadoras de nitrégeno.

e Evaluar la incidencia en el crecimiento del maracuya en condiciones de plantula a la inoculacién de las
bacterias diazotroficas aisladas.
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6. METODOLOGIA

6.1. LUGAR DE MUESTREO

El muestreo de suelo rizosférico se llevo a cabo para dos cultivos, cacao (Theobroma cacao) y maracuya
(Passiflora edulis), situados en la finca la Sevilla del municipio Rivera, localizada en las coordenadas
geograficas 2° 46’ 9.03°’N y 74° 14’ 58.79°°W, a 700 msnm con una temperatura media anual de 25 °C
(Alcaldia de Rivera, 2016). La finca cuenta con 0.63 Ha cultivadas en cacao y 0.52 Ha en maracuyéa

6.2.MUESTREO DEL SUELO

Para la toma de muestras de suelos fueron tomados 5 puntos aleatorios por predio, obtenidos mediante el
software libre QGIS 2.14.3 (Ver Figura 5).
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Figura 5. Puntos aleatorios en los lotes de cacao y maracuya ubicados en la finca la Sevilla del municipio
de Rivera.

Por otro lado el procedimiento de toma de muestras del andlisis microbiol6gico se realizé con base a la
metodologia recomendada por el IGAC (2006), en la cual se especifica que para cada punto se debe tomar
una muestra compuesta de la mezcla de tres puntos dentro del area aferente a las raices de la planta, con un
peso de aproximadamente 500 g (Ver Figura 6a) a una profundidad de 15 a 20 cm de la rizosfera (Ver Figura
6b), retirando previamente la capa superficial cubierta por arvenses y hojarasca.
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Figura 6. Muestreo de suelo rizosférico de maracuya (punto Al). a) Muestra de 575 gramos de suelo, b)
Profundidad de muestreo, c) Transporte de las muestras en nevera de icopor.

Las muestras de suelo fueron dispuestas en bolsas estériles de polietileno, rotulando cada una de ellas de
acuerdo al punto de toma de muestra y al tipo de cultivo, las muestras denominadas con la letra A hacen
referencia a las que se obtuvieron del cultivo de maracuya, y las denominadas con la letra B a las tomadas
del cultivo de cacao, seguidas de un nimero del 1 al 5 de acuerdo a la ubicacion geografica del punto de
muestreo. Posteriormente se transportaron en nevera hermética de poliestireno 4°C (Ver Figura 6c) para asi
regular el crecimiento o alteracidn de los microorganismos que habitan en el suelo.

6.3.PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

La etapa de aislamiento, purificacion, caracterizacion e identificacion de las cepas se efectuaron en el
Laboratorio de Ciencias Bésicas del Centro de Formacion Agroindustrial la Angostura-Sena. El analisis
fisicoguimico de las muestras de suelo se realizd en el Laboratorio de Suelos de la Universidad
Surcolombiana en Neiva.

En el proceso de caracterizacion de las bacterias diazotrofas se empled el medio de cultivo selectivo Ashbys
Mannitol Agar, preparado por componentes (HiMedia Laboratories, 2015) como lo recomienda HiMedia
Laboratories en su guia técnica del 2015 (Ver Anexo 1), segin (Subba Rao, 1977) este es un medio de
cultivo para especies de Azotobacter sp. que emplean el mannitol y el nitrégeno atmosférico como fuente
carbono y nitrégeno respectivamente.

Dada las condiciones de crecimiento establecidas para las bacterias de vida libre o no simbidticas aisladas
en el medio selectivo Ashbys Mannitol Agar se comparé las cepas bacterianas obtenidas con el género de
Azotobacter, con el fin de hacer un acercamiento en la identificacion de los microorganismos fijadores de
nitrogeno presentes en la rizosfera de los suelos analizados.

6.3.1. Pruebas fisicoquimicas del suelo

Se determinaron los pardmetros quimicos de pH, fésforo, carbono organico, azufre, boro, CIC y hierro;
como también los parametros fisicos de textura, densidad aparente y densidad real, aplicando los métodos
recomendados por el IGAC en su libro Métodos Analiticos del Laboratorio (IGAC, 2006).

6.3.1.1. Determinacion de pH

Para la determinacion del pH, siguiendo la metodologia se tomaron 20 g de suelo, los cuales se depositaron
en un recipiente y se le adiciono 20 ml de agua destilada para garantizar la relacion 1.1 (peso/volumen). Las
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muestras se agitaron por 20 minutos en agitador reciproco EBERBACH, y seguidamente se dejaron en
reposo por media hora. La medicion se llevd a cabo mediante un potenciémetro Thermo Scientific Orion 4-
Star Plus (Ver Figura 7). El equipo fue calibrado por medio de buffers adecuados (pH 4,00, pH 7,00 y pH
10,00) y posteriormente se procedid a la medicion del valor del pH de cada una de las muestras.

Figura 7. Montaje para la determinacién de pH.

6.3.1.2. Determinacion de Fosforo

La determinacion del fosforo se realizé por el método de Bray 11 y cuantificacion empleando como reductor
el cloruro estafioso. Para ello se tomaron 2.85 g de suelo y se agreg6 20 ml de solucion extractante (fluoruro
de amonio y &cido clorhidrico 0.1N), se agitaron por 40 s en agitador reciproco EBERBACH y se procedi6
a filtrar (Ver Figura 8 a). Para la cuantificacion se tomaron 2 ml del filtrado se agregd 6 ml de agua, 2ml de
acido cloromolibdico y 1ml de cloruro estafioso, y se esper6 10 minutos para el desarrollo del color (Ver
Figura 8b). La lectura tanto de las muestras como del blanco de proceso se hizo en el espectrofotometro DR
5000™ UV-Vis (Ver Figura 8c), trabajando con una longitud de onda de 650 nm.

Figura 8. a) Montaje para la determinacion de fosforo en el suelo b) desarrollo del color con SnCl,, c)
espectrofotometro.

6.3.1.3. Determinacion de carbono organico

El carbono organico se realiz6 mediante el método de oxidacion humeda o método de walkley y black, el
cual se basa en la correlacion del dicromato de potasio en medio acido y su cantidad gastada para la
oxidacion de la materia organica y la formacién en el proceso de oxidacion del Cr,(SQO.)s. Para el presente
estudio se pesaron entre 0.1y 1 g de suelo (la cantidad tomada dependi6 del contenido de materia organica),
al cual se le agregaron bajo campana de extraccion, 5 ml de dicromato de potasio, 10 ml de &cido sulfirico
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concentrado y 75 ml de agua destilada, y se dejé atemperar. Finalmente se agreg6 1 ml de &cido
ortofosforico. EI método de cuantificacion se hizo por titulacién con sulfato ferroso 1N en presencia de
ortofenantrolina como indicador, hasta obtener un color rojo vino tinto que da fin a la prueba (Ver Figura
9).

Figura 9. Montaje para la determinacién de carbono organico.

6.3.1.4. Determinacion de azufre

El azufre del suelo se determind por el método de extraccion con fosfato monocalcico a 0.008M y
cuantificacion turbidimetrica. Para ello se tom6 10 g de suelo y se agregd 25 ml de solucién extractora
agitando por 10 minutos en agitador reciproco EBERBACH para luego filtrar. Para la cuantificacion se
tom6 una alicuota de 10 ml del filtrado y posteriormente se agregan 10 ml de solucidn inicial acida de
azufre y 4 ml de reactivo turbidimetrico. Para la lectura de azufre tanto de las muestras como del blanco de
proceso se hizo en el espectrofotometro DR 5000™ UV-Vis, trabajando con una longitud de onda de 420
nm (Ver Figura 10).

Figura 10. Montaje para determinacion de azufre en suelos.

6.3.1.5. Determinacion de la capacidad de intercambio catidnico

La capacidad de intercambio cationico de las muestras se realizd por el método de saturacion con acetato
de amonio 1INy pH 7 (Ver Figura 11); para ello se pes6 5 g de suelo y se agreg6 30 ml de acetato de amonio,
dejandolo en contacto por 18 horas. Después de transcurrido el tiempo se filtrd sin dejar secar con lavados
de acetato de amonio hasta llegar a 100 ml. A continuacion, se lavo el exceso de amonio con etanol al 96%.
Para la cuantificacion a las muestras que permanecen en el embudo se les agregd 50 ml de cloruro de sodio
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al 10% y finalmente al filtrado se le agreg6 20 ml de formaldehido. Seguidamente se titulé con NaOH 0.2
N en presencia de fenolftaleina como indicador hasta que se presentara cambio de color a rosa pélido.

Figura 11. Montaje para la determinacion de la CIC.

6.3.1.6. Determinacion del boro

Para la determinacién del boro se usé el método de extraccién con agua caliente y cuantificacién
colorimétrica con azometina-H. Para ello, en un balén se adicionaron 20 g de suelo, se adiciono 39.5 ml de
agua, 0.5 ml de cloruro de bario al 10% y 0.3 g de carbdn activado. A continuacién, se llevé a la aplancha
de calentamiento hasta el primer signo de ebullicion en donde se esper6 5 minutos mas y finalmente se
filtr6. Para la cuantificacion se tomé 5 ml del extracto filtrado y se agregd 2 ml de solucién buffer y 2 ml de
azometina-H y se esperd 40 minutos para el desarrollo del color, Finalmente se traspasé a celdas de
colorimetria para ser leido la concentracion del boro en el espectrofotometro DR 5000™ UV-Vis, con una
longitud de onda de 430 nm.

6.3.1.7. Determinacion de hierro

Para extraer el hierro del suelo, se pes6 20 g de muestra y se agregd 40 ml de DTPA (Acido Dietilén-
Triamino-Pentaacético), a continuacion se puso en agitacion por 2 horas en el agitador reciproco
EBERBACH para finalmente ser filtradas. La cuantificacion se realizo con el equipo de absorcion atomica
contrAA® 300 de la marca Analytik Jena, realizando una curva de calibracion con patrones de 1, 2y 3 ppm
y diluciones a las muestras que lo requerian (Ver Figura 12).
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Figura 12. Montaje para la determinacion de hierro.
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6.3.1.8. Textura del suelo

La textura se determiné por el método de Bouyoucos, para el cual se tomaron 100 g de muestra de suelo y
se trasfirieron a un recipiente plastico, seguidamente se adicionaron 10 ml de solucidn dispersante y
finalmente fueron agitadas 2 horas en agitador reciproco EBERBACH. Trascurrido el tiempo se transfirio
toda la suspension a una probeta y se aforo a 11. A continuacidn, se introdujo una varilla de agitacion y se
agito vigorosamente a lo largo de toda la suspension seguidamente se sumergié el hidrémetro y se tomd la
lectura junto con la temperatura; pasadas dos hora se volvié a tomar la segunda lectura con el hidrémetro al
igual que la temperatura, finalmente se realizaron los respectivos calculos para determinar la textura de las
muestras.

6.3.1.9. Densidad aparente

La densidad aparente se realizd tomando en campo muestras con cilindros biselados que fueron llevados a
la estufa de secado digital GEMMY, a 105°C por 24 horas para finalmente ser pesada y asi determinar la
masa del suelo. Por otro lado se midieron las dimensiones del cilindro (Ver Figura 13) para poder determinar
su volumen y conocer la densidad aparente de las muestras.

Figura 13. Determinacion de densidad aparente del suelo.

6.3.1.10. Densidad real

Para la determinacion de la densidad real se tom6 un picnémetro de 25 ml, vacio y completamente limpio,
se peso en balanza analitica OHAUS AR2140 y se registrd el peso, seguidamente se agregaron 2 g de suelo
y se peso el picnémetro mas el suelo, a continuacion se agregd agua destilada hasta llenas una tercera parte
del recipiente, después de ello se dejé el picndmetro dentro del desecador por dos horas. Pasado el tiempo
se agreg0 agua destilada hasta 2/3 partes del volumen del recipiente y nuevamente de dejo en el desecador
pero solo una hora. Finalizado el tiempo se llené completamente y se peso todo el conjunto (Ver Figura 14),
para terminar el proceso se vacio todo el contenido del picnémetro para llenarlo Unicamente de agua y tomar
el peso final para realizar los respectivos calculos.
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Figura 14. Picnémetro para la determinacion de la densidad real del suelo.
6.3.2. Aislamiento primario de bacterias

Se realizaron dos tipos de aislamiento Primario para cada muestra de suelo obtenida en los cultivos; el
primero utilizando la técnica de granulos de suelo y el segundo por técnica de diluciones seriadas. La técnica
de granulos de suelo (Aquilanti, Favilli, y Clementi, 2004) fue realizada por duplicado, colocando de manera
equidistante 20 granulos de suelo en el medio de cultivo Ashbys Mannitol Agar (Ver Figura 15a), incubadas
por 5 dias a 30 °C en incubadora Binder BD53, con el fin de observar alrededor de los granulos colonias
mucilaginosas translucidas (Ver Figura 15b).

Figura 15. Aislamiento por granulos de suelo. a) Siembra de terrones en Ashbys Mannitol Agar, b)
granulos mucilaginosos después de incubacion.

Al transcurrir el tiempo de incubacion se determind mediante el recuento de los granulos con colonias el
porcentaje de recuperacion de bacterias diazotrofas aerobias asimbidticas para cada cultivo (Ver Ecuacién
2).

Ecuacion 2. Porcentaje de recuperacion de bacterias diazétrofas aerobias asimbidticas (Jiménez, 2007)

» N° de granulos mucilaginosa
% de recuperacion = total de granulos x 100

Por otro lado, se realizaron diluciones de 10 hasta 102 en cacao y 10! a 10 en maracuyéa para el
aislamiento primario por técnica de diluciones seriadas. La solucién madre fue preparada con 10 g de suelo
en 90 ml de solucién salina al 0.86%; para la dilucién 10 se tomé 1 ml de la solucién madre en 9 ml de
solucién salina, la siguiente dilucion (102) se prepard al tomar 1 ml de la dilucién anterior en 9 ml de la
solucioén salina y asi sucesivamente como se muestra en el esquema de la Figura 16.
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10 g de suelo

Figura 16. Esquema del método de diluciones seriadas.
Las diluciones se sembraron por superficie masivamente con asa de platino (Ver Figura 17) por duplicado
en el medio de cultivo e incubaron por 5 dias a 30 °C, transcurrido este tiempo se observo el crecimiento en
el medio, morfologia de la colonia y recuento en placa.

Figura 17. Representacion esquematica de siembra por superficie.

6.4. AISLAMIENTO SECUNDARIO O PURIFICACION

El aislamiento secundario se realiz6 partiendo de las colonias obtenidas por las técnicas empleadas en el
aislamiento primario, para tal fin se seleccionaron colonias del método de diluciones con caracteristicas
representativas, de los terrones se tomd una asada para cada punto sembrado. Las seleccionadas fueron
sembradas en Ashbys Mannitol Agar por agotamiento como se indica en el esquema de la Figura 18, e
incubadas por 5 dias a 30 °C, transcurrido este tiempo se verifico morfologia y tincion Gram para observar
la pureza del cultivo. Las siembras por agotamiento se repitieron hasta obtener un cultivo puro.

Figura 18. Representacion esquematica de Siembra por triple estria.

6.4.1. Crioconservacion de cepas en caldo nutritivo con glicerol y skim milk al 30%

Se sembro por superficie en Ashbys Mannitol Agar una colonia de cada cepa aislada, las cuales fueron
incubadas por 3 dias a 30°C. El cultivo obtenido fue depositado en crioviales (Ver Figura 19a) que contenian
1 ml de caldo nutritivo preparado con glicerol y skim milk al 30% (Ver Anexo 2), los crioviales que
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contenian las cepas a conservar se almacenaron en un Freezer Wisd a -80°C y se preservaron en el banco
de cepas del Laboratorio de Ciencias Béasicas del Centro Agroindustrial la Angustura (Ver Figura 19b).

Figura 19. Criopreservacion de cepas aisladas. a) Inoculacion de cepas en caldo nutritivo con glicerol y
skim milk, b) Freezer Wisd a -80°C.

6.4.2. Pigmentacién de los aislamientos

Las colonias de cada cepa aislada fueron sembradas en Ashbys Mannitol Agar por superficie y después de
7 dias de incubacion se presentd pigmentacion como se observa en la Figura 20 en que se muestra la
coloracion café para la cepa A2.

Figura 20. Coloracion en Ashbys Mannitol Agar de la cepa A2.T.
6.5. CARACTERIZACION MACROSCOPICA

Del cultivo en Ashbys Mannitol Agar se observé de las cepas aisladas las caracteristicas de crecimiento de
las colonias a nivel macroscépico, reportando caracteristicas tales como, color, forma, borde, relieve,
tamafo y consistencia; estas se presentaron bajo la clasificacion establecida por (Toro, 2005).

6.6. CARACTERIZACION MICROSCOPICA

A traveés de la Tincion Gram se realiz6 una primera clasificacion de las colonias aisladas crecidas en Ashbys
Mannitol Agar. La tincion se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia establecida por el IGAC (2006), la
cual establece que a partir de un cultivo de 72 h a 30°C, se tomé una colonia y se hace un frotis en un
portaobjetos totalmente estéril con para fijarlo. La pelicula bacteriana se cubrié con cristal violeta,
permitiendo la reaccion durante 1 min. Luego se lavé ligeramente con agua el portaobjetos inclinado durante
pocos segundos. Posteriormente se agregd lugol, durante un minuto. Se lavé ligeramente con agua el
portaobjetos inclindndolo durante pocos minutos. A continuacién, se cubri6 con una pelicula de etanol (95
%) sobre el portaobjetos inclinado durante un periodo no mayor a 30 segundos hasta que ya no se observé
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ninguna coloracion violeta. Luego se enjuago ligeramente con agua el portaobjetos inclinado con el fin de
eliminar el etanol, y se cubri6 el portaobjetos con fucsina durante 3 minutos. Finalmente se dejé secar para
poder ser observadas en el microscopio y poder determinar colores, morfologia y agrupacién de las células
(Figura 21).

Figura 21. Porta objetos con colonias tefiidas para ser observadas en microscopio.

6.7.PRUEBAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS
6.7.1. Catalasa

Esta prueba bioguimica se implementd para comprobar la presencia del enzima catalasa que se encuentra
en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo. Con un asa platino
de aro se transfirié una colonia pura de 72 horas y se depositd en un portaobjetos totalmente estéril. Después
se agreg6 con una pipeta Pasteur una gota de HO; al 30%. La presencia de gas o efervescencia indica
positivo para catalasa.

Figura 22. Montaje prueba de catalasa

6.7.2. Oxidasa

El procedimiento consistio en transferir con un asa de siembra estéril una colonia pura de 72 horas a tiras
de papel que contienen reactivo para amino-N-dimetil-anilina. La coloracion azul indico resultado positivo
para oxidasa.

Figura 23. Prueba positiva de oxidasa
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6.7.3. Prueba De Sulfuro Indol Movilidad (SIM)

Esta prueba se utiliza para determinar si la bacteria a través de triptofanasas puede degradar el triptéfano a
indol, si hay produccién de H,S a partir de aminoacidos azufrados y comprobar si el microorganismo es
movil. La prueba se realiz6 en tubos de ensayo 13x100 mm con 5 ml de medio de cultivo SIM (Ver Anexo
4), haciendo una siembra por punzacion profunda usando un aza recta, abarcando un tercio de la profundidad
del medio de cultivo desde la superficie (Ver Figura 24a), y posteriormente se llevé a incubacién por 72
horas a 30 °C. Para movilidad, se reporté como resultado positivo la presencia de turbidez més alla de la
linea de crecimiento; y un crecimiento localizado solamente en la linea de siembra se reporté como resultado
de movilidad negativo. En la produccion de sulfuros se tuvo en cuenta la presencia de precipitados de color
oscuro y para el indol se agregd unas gotas de reactivo de Kovacs (alcohol isoamilo,p-
dimetilaminobenzaldehido y &cido clorhidrico concentrado) con el que el indol producido reacciona
generando una coloracion rosa intensa (Ver Figura 24c) en la superficie del caldo de cultivo siendo positiva
la prueba y negativo si no se genera coloracion alguna (Ver Figura 24b).

Figura 24. Prueba de Sulfuro Indol Movilidad (SIM). a) Montje de la prueba, b) resultado negativo (-)
para indol y c) resultado positivo para indol.

6.8. CARACTERIZACION BIOQUIMICA POR KIT BBL CRYSTAL E/NF

La caracterizacion bioquimica se llevo a cabo utilizando el kit BBL CRYSTAL E/ NF. Para ello se tomo
una colonia pura y se deposité en el tubo del inoculo del kit, luego se agito e incubo por 24 horas, después
de este tiempo se examinan los pocillos para observar cambios de color (Ver Anexo 5). Los cambios de
color se producen como resultado de actividades metabdlicas de los microorganismos.

6.9.EVALUACION DE LA INCIDENCIA DE LAS CEPAS DE MICROORGANISMOS
POTENCIALMENTE FIJADORES DE NITROGENO EN EL CRECIMIENTO DE
PLANTULAS DE MARACUYA

6.9.1. Preparacion de los indculos bacterianos

Las cepas B2.D y A2.T fueron seleccionadas como in6culos para ser evaluadas en el bioensayo; dichas
cepas se activaron de aquellas que se encontraban crioconservadas y mediante la siembra por superficie en
medio Ashbys Mannitol Agar se obtuvo el cultivo microbiano tras incubarlo por 3 dias a 30 °C.

N
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Figura 25. Montaje de preparacion de solucién con la cepa bacteriana a inocular.

La preparacion del inoculo se realizé al tomar el cultivo y mezclarlo en 100 ml de solucion salina al 0.86%
estéril, esta solucién se agito de forma constante con agitador reciproco (EBERBACH) durante 3 dias para
liberar las células del exopolisacérido, preparando 3 in6culos bacterianos con diferente concentracion de
microorganismos (Ver Figura 25), para la cepa A2.T se tomaron dos concentraciones la primera con una
caja del cultivo bacteriano, la segunda con dos, y en el caso de la cepa B2.D tan solo se tom6 una caja. Al
momento de la inoculacion se determind el crecimiento bacteriano por espectrofotometria en el equipo DR
5000™ UV-Vis a 560 nm y se midi6é la concentracion con referencia a la curva establecida con los
estandares de turbidez de McFarland.

- p

Figu 26. Patron;de MacFarland.
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Figura 27. Curva de calibracion de turbidez de MacFarland.
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En el espectrofotometro se calibro la curva con los patrones de turbidez de McFarland (Ver Figura 26),
generando la curva de calibracion que se muestra en la Figura 27.

6.9.2. Montaje del bioensayo con semillas de maracuya

Se llevaron a cabo 4 tratamientos en base a las concentraciones y las cepas seleccionadas. El suelo (Tierra
especial de Jarditec) previamente esterilizado en autoclave a 121° C por 20 minutos, se inoculo
aplicando100 ml del caldo bacteriano diluido para 700 g de suelo que contenia cada bandeja, el inoculante
fue diluido con agua comun a razén de 5 ml de caldo de cultivo bacteriano y 95 ml de agua. Por otro lado,
las semillas no recibieron ningun tipo de tratamiento adicional a la imbibicion de agua por 24 horas antes
de la siembra. Finalmente, se sembraron 32 semillas por bandeja, una semilla en cada alvéolo y una bandeja
para cada tratamiento (Ver Figura 28).

»

Figura 28. Montaje del bioensayo con semillas de maracuya.

6.9.3. Efecto de las bacterias con potencial promotor del crecimiento en plantulas de maracuya

Para la determinacién del efecto de las bacterias con potencial promotor del crecimiento en plantulas de
maracuya se evaluaron 6 pardmetros, didmetro del tallo (DT), nimero de hojas (NH), altura del tallo (AL),
longitud de la raiz principal (LR), peso fresco total (PF) y peso seco total (PS). Los parametros se midieron
en etapa de vivero correspondiente a la fase vegetativa 1 del cultivo de maracuya en la cual la plantula
emerge, registrando valores entre el dia 15 al 35 del ciclo vegetativo en intervalos de 5 dias tomando
muestras por triplicado para cada tratamiento (Ver Figura 29).

Figura 29. Evaluacion del efecto de las bacterias con potencial promotor del crecimiento de maracuya.
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6.10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El andlisis de los pardmetros fisicoquimicos del suelo se llevd a cabo mediante un anélisis de varianza
ANOVA simple con ayuda del software de analisis de datos estadistico y grafico Statgraphics Centurion
XVI con el fin de observar si se presentaban diferencias significativas en los parametros evaluados entre los
cultivos; ademas se realizd un analisis de regresion multivariable empleando el software Matlab R.2010b,
y mediante la matriz de correlacion se determiné el coeficiente de correlacion entre los parametros, para
finalmente por regresion lineal aplicando el método de minimos cuadrados determinar la ecuacion
caracteristica que relaciona los parametros quimicos con el crecimiento de bacterias fijadoras de nitrégeno
para cada cultivo. En cuanto al anélisis del bioensayo con plantulas de maracuyé se realizaron pruebas de
ANOVA multifactorial para observar las interacciones de la incidencia en el crecimiento de las plantas con
el tipo de tratamiento en el tiempo. Las diferencias entre medias fueron consideradas significativas cuando
p<0.05; en todos los casos se utilizé la prueba de analisis de medias e intervalos de Fisher (LSD), con un
nivel de confianza del 95%.
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7. RESULTADOS

7.1.PORCENTAJE DE RECUPERACION METODO DE TERRON PARA
BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO

Las muestras resultaron positivas a la presencia de microorganismos fijadores de nitrégeno al aplicar la
técnica de terrones de suelo como se observa en la Figura 30. Al transcurrir el tiempo de incubacion se
formaron halos transparentes alrededor de algunos granulos consecuencia de la solubilizacion del carbonato
de calcio presente en el medio de cultivo Ashbys Mannitol Agar (Guzman et al., 2012). Todos los puntos
de muestreo en el cultivo de cacao presentaron un porcentaje de recuperacion del 100 %. Caso contrario
ocurrio en el cultivo de maracuya el cual presento un porcentaje de recuperacién promedio del 30%; muy
similar a los resultados obtenidos por Jiménez, (2007) en donde reporto un porcentaje de recuperacion
promedio de 36.4% en cultivos como zanahoria, tomate, brécoli entre otros. Lo que podria indicar que en
el cacao comparado con el maracuya y con lo reportado por dicho estudio posiblemente tiene una mayor
presencia de microorganismos fijadores de nitrégeno.
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Figura 30. Porcentaje de recuperacidn por terrones para cada punto de muestreo.

7.2.AISLAMIENTO Y CRECIMIENTO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE
FIJADORAS DE NITROGENO

Dado que en todas las muestras se presentd crecimiento poblacional de diaz6trofos por técnica de terrones,
se procedid a realizar la técnica de diluciones en todos los puntos. El crecimiento de microorganismos
potencialmente fijadores de nitrogeno, aislados por técnica de diluciones seriadas y sembrados en el medio
de cultivo Ashbys Mannitol Agar, fue notablemente mayor en el cultivo de cacao con respecto al cultivo de
maracuyd al transcurrir los 5 dias de incubacion, como se ve expresado en un mayor recuento (UFC/g de
suelo) para los cultivos bacterianos obtenidos a partir de las muestras de suelo provenientes del cultivo de
cacao, tal como se observa en la Figura 31.
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El recuento de la poblacién microbiana en promedio fue de 86.8x10° y 11.2x10% UFC/g de suelo para el
cultivo de cacao y maracuya respectivamente, la mayor presencia poblacional (UFC/g de suelo) encontrada
en cacao concuerda con el porcentaje de recuperacion donde los puntos correspondientes a este cultivo
fueron mayores con respecto al cultivo de maracuya. Esto se puede deber a las condiciones en las que se
encontraba el cultivo de cacao, pues este contaba con una proporcion de hojarascas mucho mayor, la cual
favorece el incremento de la materia organica del suelo, contribuyendo al establecimiento de una alta
cantidad de biomasa microbiana.
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Figura 31. Unidades formadoras de colonia por gramo de suelo (UFC/g) para cada punto de muestreo.

o

Los resultados obtenidos en el crecimiento de las bacterias fijadoras de nitrdgeno en el medio de cultivo
Ashbys, fueron menores en comparacion a los reportados por Chennappa et al. (2014), quienes aislaron
diazétrofos del cultivo de arroz con un crecimiento en dicho medio entre 0.8 x10* y 2.0 x 10° UFC/g de
suelo, de acuerdo a esto se podria inferir que existe una relacion entre el crecimiento de bacterias diaz6trofas
con lascondiciones propias del suelo de procedencia de las muestras.

7.3.CARACTERIZACION DE BACTERIAS FIJADORAS DE NITROGENO DE
VIDA LIBRE

Se aislaron 10 cepas de microorganismos diazotrofos, las cuales se codificaron con el nombre del punto de
muestreo en gue se obtuvieron seguido de las letras D o T, estas Gltimas hacen alusion al tipo de aislamiento
del cual provienen, ‘D’ referente a la técnica de dilucion y ‘T’ a la siembra directa por terrones.

Los morfotipos de colonia encontrados se describen en la Tabla 6, en general se observo el crecimiento de
colonias translucidas mucilaginosas con elevacion convexa, de tamafio mediano y pequefio; asi mismo la
forma de las colonias varia desde circulares, fusiforme hasta irregulares. El color traslucido de las colonias
obtenidas es concordante con lo descrito en el manual de Bergey's en el que se indica para las especies del
género Azotobacter pueden ser grisacea, blanco o translicido (Breed, Murray, y Smith, 1957). Asi mismo,
las colonias crecidas en medio con carbohidratos, en este caso mannitol, presentan una apariencia brillante
con elevacion debido a la abundancia del material capsular (Madigan et al., 1999).
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Tabla 6. Morfologia de las colonias encontradas para las cepas aisladas.

Muestra  Forma Borde | Tamafio (mm)
AlLT Fusiforme = Ondulado 0.7
AlD Fusiforme = Entero 1
A2.T Irregular  Ondulado 1.3
A4T Fusiforme = Ondulado 1.2
A5T Irregular  Ondulado 2.4
B2.T Fusiforme = Ondulado 1.1
B2.D Fusiforme = Ondulado 0.8
B3.T Irregular  Ondulado 1.6
B4.D Circular Entero 3
B5.D Fusiforme = Entero 3

A: Maracuyd, B: Cacao, Numero: Posicion del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadas, T:
Aislada por terrén de suelo.

El complejo nitrogenasa es extremadamente sensible al oxigeno, de forma que queda rapidamente
inactivado ante la presencia de este gas; por tal motivo bacterias diazétrofas del genero Azotobacter al ser
aerobias poseen mecanismos para la proteccion de este complejo enzimatico; tales como, eliminar
rapidamente el O, por una tasa alta de respiracién, produciendo capas mucilaginosas que retardan la entrada
del oxigeno a la célula (Madigan et al., 1999) y la proteccidén conformacional en la cual la nitrogenasa se
une con proteinas protectoras (Castillo et al., 2005). La caracteristica de formar grandes capsulas y capas
mucoides de este género bacteriano se observ en las cepas aisladas (Ver Figura 32), esta informacion se ha
corroborado por Jiménez (2007) en su estudio “Caracterizacion molecular de cepas nativas colombianas de
Azotobacter spp. mediante el analisis de restriccion del DNA ribosomal 16S”, encontrando colonias
mucilaginosas traslucidas que efectivamente mediante secuenciacion del gen 16S correspondian a dicho
género, estos resultados de morfologia de las colonias son congruentes con los obtenidos en la presente
investigacion.

Figura 32. Morfologia de la colonia de la cepa.

Al transcurrir 7 dias de incubacion a 30°C se observo la pigmentacién de las cepas aisladas en Ashbys
Mannitol Agar (Ver Anexo 3); como se muestra en la Tabla 7, las cepas A2.T evidenciaron una coloracion
café un poco mas oscura que la cepa AL1.T, pigmentacion tipica de Azotobacter chroococcum y Azotobacter
indicus, especies que pueden tomar una coloracion marrén oscuro o pigmento negro y marrén claro
respectivamente; para el caso de las cepas A4.T y B2.D no generaron pigmentos en el medio de cultivo, por
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consiguiente se relacionan estas probablemente a Azotobacter agilis que no reporta pigmentacion (Breed et
al., 1957); la pigmentacion amarilla observada en la cepa A1.D es caracteristico en Azotobacter Vinelandii
(Jiménez, 2007).

Tabla 7. Pigmentacion producida por las colonias en Ashbys Mannitol Agar.
Cepa Pigmentacion Color

AlLT Café
Al.D Amarillo
A2.T Café

N\

A: Maracuyd, Namero: Posicion del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadas, T: Aislada por
terron de suelo.

Las bacterias pertenecientes a Azotobacter son Gram negativas (Breed et al., 1957) y el pleomorfismo es
comun en este grupo, habiéndose descrito una gran variedad de formas celulares (Madigan et al., 1999). De
las muestras analizadas se obtuvieron 10 cepas Gram negativas, de las cuales un 60% son cocos agrupados
en diplococos, estreptococos, estafilococos, y sarcinas; el otro 30 % son cocobacilares y tan solo una cepa
aislada del cultivo de cacao correspondiente al 10 % de las encontradas, presento forma bacilar, como se
muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracterizacién microscdpica de la morfologia bacteriana de las cepas potencialmente fijadoras
de nitrégeno.
Cepa Tincién Gram Descripcion

Cocos Gram negativos,

ALT agrupados en cadenas
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Cepa Tincion Gram Descripcion
Cocobacilos Gram negativos,
Al.D agrupados en forma de
Estafilococos
A2T Cocos Gram negativos,
agrupados en cadenas
A4T Cocos Gram negativos
Cocos Gram negativos,
AST agrupados en cadenas
Cocobacilos Gram negativos,
B2.T agrupados en forma de
Sarcinas
Cocobacilos Gram negativos
B2.D agrupados en forma de
Diplococos
Cocos Gram negativos
B3.T agrupados en forma de
Sarcinas
B4.D Bacilos Gram negativos
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Cepa Tincion Gram Descripcion
y Cocos Gram negativos
B5.D P agrupados en forma de
ol y Sarcinas

A: Maracuyd, B: Cacao, Numero: Posicion del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadas, T:
Aislada por terron de suelo.

En cuanto a las pruebas bioquimicas primarias, se obtuvo en la prueba cualitativa de indol que los morfotipos
aislados de suelo rizosférico, presentaron diferencias en la capacidad para producir este compuesto; se formé
un anillo de color rojo intenso en el morfotipos A4.T, A5.T, B2.T, B2.D, B3.T e incoloro en las cepas AL.T,
Al.D, A2., B4.D, B5.D. Segun Salgado, (2006), la formacién de un anillo de color rojo es indicio de la
presencia de indoles. Para especies del genero Azotobacter, Kasa, Modugapalem, y Battini (2015) reportan
gue son indol positivo, lo que quiere decir que poseen la enzima triptofanasa y son capaces de hidrolizar y
deaminar tript6fano con la produccién de indol, acido pirdvico y amoniaco.

Las especies de Azotobacter en general presentan movilidad por medio de numerosos flagelos peritricos,
sin embargo, en especies como Azotobacter agilis no siempre son méviles (Breed et al., 1957); de acuerdo
a esto el 40% de las cepas caracterizadas presentaron movilidad (Ver Tabla 9) concordante con los
resultados obtenidos por (Kasa et al., 2015) (2015); el 60% restante de las cepas no son maviles, similar a
los resultados reportados por Guzman et al. (2012) para este género. Estos resultados permiten destacar la
importancia de las caracteristicas fenotipicas propias de estos microorganismos, debido a que algunos
autores indican que la falta de motilidad por parte de algunas especies de Azotobacter puede ser benéfico
cuando se realizan inoculaciones en semilla o raiz, ya que se asegura su establecimiento y desarrollo en el
sitio de inoculacion (Van Veen y Heijnen, 1994).

Tabla 9. Resultado de pruebas bioquimicas primarias

Muestra Indol Movilidad H.S Catalasa Oxidasa

AlLT - - - +

Al.D - - - +
A2.T - + - + +
A4T + + ; + +
AL.T + - - + +
B2.T + - - + +
B2.D + - - + +
B3.T + + - + +
B4.D - - - + +
B5.D - + - + +

A: Maracuyd, B: Cacao, Numero: Posicion del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadas, T:
Aislada por terron de suelo.

Por otro lado, las cepas asiladas resultaron ser oxidasa y catalasa positivo, caracteristicas propias del genero
Azotobacter; la reaccion favorable a la catalasa en el mencionado genero, evidencia las ventajas cefiidas a
este proceso bioquimico. Segin Dobbelaere et al. (2003), algunas enzimas antioxidantes como la superoxido
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dismutasa (SOD), peroxidasa y catalasa producidas por las células microbianas pueden contrarrestar y
controlar la formacién de radicales libres; adicionalmente aumentan la tolerancia al estrés oxidativo,
contribuyendo asi a la defensa de las plantas contra patégenos (Guzman et al., 2012).

Puesto que las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones quimicas en los sistemas vivos y actuan
sobre sustratos especificos transformandolos en productos necesarios para los ciclos biologicos, estas
determinan gran parte de las transformaciones de los ambientes naturales. Las pruebas enzimaticas se basan
a partir del uso de un tampon vy sustratos artificiales sinteticos a elevada concentracion (Pascual, Moreno,
Ros, y Vargas, 2015).

Azotobacter es capaz de crecer en una gran diversidad de carbohidratos, alcoholes y &cidos organicos
(Madigan et al., 1999). Las cepas oxidan los carbohidraos de Arabinosa, Manosa, Sacarosa, Melibiosa,
Ramnosa, Sorbitol, Manitol y Galactosa como funte de carbono (VerTabla 10); asi mismo, todas las cepas
resultaron positivo para citrato, o que puede indicar las bacterias aisladas pueden crecer utilizando como
fuente de nitrogeno el fosfato monoamanico y el citrato de sodio como fuente de carbono (Laboratorios
Britania S.A., 2015), debido a que los microorganismos poseen citrato permeasa y son capaces de emplear
sales de amonio como fuente de nitrogeno.

Tabla 10. Resultados de la caracterizacion bioquimica por kit BBL CRYSTAL E/ NF.

Ingrediente activo AlD AlLT A2T A4T AT B2D B2T B3.T B4D B5D
Arabinosa - - + + + + + + - +
Manosa - - + + + + + + - +
Sacarosa - - + + + - + + - +
Melibiosa - - + - - + - - - +
Ramnosa - - + + + + + + - +
Sorbitol - - + + + + + + - +
Manitol - - + - + + + + i} ¥
Adonitol - - - - - + - + - +
Galactosa - - - + + + + + - +
Inositol - - - - - + - - - +
p-n-p-fosfato + + - + + + - - - -
p-n-p a-B-glucésido + + + + + - - + + +
p-n-p-R-galactésido - - + + + + - + - +
Prolina nitroanilida + + + - + + + + + -
p-n-p bis-fosfato - - - + - - - + - +
p-n-p-xilésido + - + + + + - + - +
p-n-p-a-arabinésido - - - + - - - + - +
p-n-p-fosforilcolina - - - - - - - - - -
p-n-p-R-glucurénido - - - - - - - - - -
p-n-p-N-acetil + - + + + + + + - +
glucosamidina

g-L-glutamil p- + + + + + + + + - +
nitroanilida

Esculina + + + + + - + + - +
p-nitro-DL-fenilalanina + + - + - + - - - -
Urea + + + + + + - + - +
Glicina + + - - - - - - + -
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Ingrediente activo AlD AlLT A2T A4T AST B2D B2T B3.T B4D B5D
Citrato + + + + + + + + + +
Acido malénico - - - + + + + + ) +
Cloruro  de  trifenil  + - + + + + + + + +
tetrazolio

Arginina + - + + + + + - + +
Lisina + - + + + + - + + +

A: Maracuyd, B: Cacao, Numero: Posicion del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadas, T:
Aislada por terrén de suelo.

También se evidencia la capacidad que tienen la mayoria de los aislamientos, el 80 % de las cepas
caracterizadas, para hidrolizar la urea a amonio y utilizarla como fuente de nitrégeno. Segun Holt et al.,
(1994), se ha determinado que la urea puede ser hidrolizada y ser empleada como fuente de amonio por
diversas bacterias; ademas que la actividad de la ureasa, es importante para los microorganismos que viven
en suelos acidos (pH 4), porque los protege de condiciones adversas (Castellanos y Ramos, 2014).

En cuanto a la degradacion de la glicina, Rivera et al. (2010) encontraron que herbicidas como el Glifosato
(N-(fosfonometil) glicina) no mostraron un efecto negativo sobre la viabilidad de A. chroococcum, lo cual
permite el uso de dicha bacteria como biofertilizante sin restricciones; ademas de reportarse Azotobacter sp.
entre los organismos degradadores de plaguicidas, sefialadas de utilizarlos como sustratos, ya sea
metabolizando las moléculas o usandolas como nutriente y fuente de energia. De las cepas aisladas, el 30%
degradan la glicina, lo cual podria sugerir que estas bacterias poseen esta caracteristica estudiada en A.
chroococcum y su uso como potenciales biofertilizantes se podria generarse sin producir antagonismos con
el mencionado herbicida; de estos microorganismos, 2 son aislados de la cepa Al, que ademas presentan la
pigmentacion tipica de esta especie bacteriana.

Por otro lado, el 80% de las cepas resultaron ser positivo en la hidrolisis de p-n-p-N-acetil glucosamidina;
las B-glucosidasas son enzimas que poseen actividad hidrolitica y transferasa o transglucosidasa, poseen
diversas aplicaciones en la biosintesis de oligosacaridos, produccidn de etanol utilizando residuos agricolas
y en la industria de vinos (Alarcon, Alarcon, Manriquez, Siles, y Aliaga, 2011).

Los aminoacidos pueden inhibir la actividad de la nitrogenasa, ya que son fuentes de nitrégeno y no todos
los aminoécidos son metabolizados por las bacterias de la misma manera; para el caso de L-lisina y L-
arginina se utilizan para crecer y no afectan a la actividad de la enzima nitrogenasa, pero en el caso de L-
serina y L-alanina inhiben la actividad de esta enzima (Massena, dos Santos, Dos, y Teixeira, 2006). El 80
% de las cepas bacterianas caracterizadas a través del catabolismo anaerobio (comprende la degradacion de
moléculas organicas en ausencia de oxigeno); tienen la capacidad de metabolizar los aminoacidos de lisina
y arginina, este comportamiento metabdlico se puede deber a lo anteriormente mencionado, en donde los
aislados bacterianos podrian emplear los aminoécidos L-lisina y L-arginina como fuente de nitrégeno en
condiciones anaerobias para su crecimiento, del tal manera que no se altere la actividad del complejo
enzimatico en la fijacién bioldgica del nitrogeno.

Finalmente el 40% de las cepas tienen la capacidad de producir desaminacién oxidativa de la L-fenilalanina;
dicho aminoéacido se puede transformar, por medio de una reaccion catalizada por la enzima fenilalanina
hidroxilasa, en tirosina. La presencia de las enzimas del grupo de las hidroxilasas permiten que especies
como Azotobacter chroococcum degraden plaguicidas cloro-aromaticos contaminantes como el Endosulfan
(Flores, Gonzalez, Aguilar, y Rodriguez, 2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_qu%C3%ADmica
https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina_hidroxilasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina_hidroxilasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
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7.4.RELACION DE LOS PARAMETROS FISICOQUIMICOS DEL SUELO CON EL
CRECIMIENTO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE FIJADORAS DE
NITROGENO

Enla Tabla 11y Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos en el analisis de los pardmetros quimicos y
fisicos del suelo respectivamente; de acuerdo a estos, se tiene que el cultivo de maracuya presenta un pH,
% carbono, CIC mas bajos en comparacion al suelo en cacao. Este se caracterizd por tener mayor
concentracion de carbono organico y una mayor presencia poblacional de microorganismos fijadores como
se menciond anteriormente. En conjunto estos factores podrian contribuir a una mayor dinamica de
nutrientes por medio de la descomposicién de la materia orgénica presente a formas méas simples para
efectos de su inmovilizacion y mineralizacion (Mantilla-Paredes et al., 2009), de esta manera se da una
mejor aireacion en la capa superficial del suelo mejorando su estructura fisica (microambiente ideal para la
colonizacién de bacterias aerobias potencialmente fijadoras) (Cardona 2004).

Tabla 11. Propiedades quimicas del suelo evaluadas en los puntos de muestro para los cultivos de
maracuya y cacao.

Puntos de Carbono CIC Fe

muestreo pH (%) (meqg/100)g P (ppm) S (ppm) B (ppm) (mg/kg)
Al 5 1.193 8.368 91.748 20.997 0.864 34.500
A2 5.8 1.336 5.706 87.843 13.482 0.384 32.510
A3 6 1.645 8.152 12.190 14.037 0.888 26.000
Ad 5.3 1.520 5.339 88.544 23.357 0.744 31.640
A5 6.5 1.472 1.526 34.271 7.043 0.312 37.580
B1 7.1 4.145 10.332 41.182 16.443 0.624 29.968
B2 6.6 5.973 17.065 9.524 14.088 0.792 31.965
B3 6.9 4.768 11.925 10.661 11.562 0.936 31.194
B4 6.7 3.663 8.829 8.147 9.450 0.336 25.194
B5 6.9 5.070 13.868 8.964 13.458 0.576 32.322

A: Maracuyd, B: Cacao, NUmero: Posicion del punto de muestreo.

En cuanto a las propiedades fisicas, los suelos analizados son franco arenosos (FA), en maracuya se
presentan suelos ligeros y por su valor de densidad aparente un poco por encima de 1.6 g/cc y porosidad
baja indica que es un suelo pesado, ligeramente compactado y por consiguiente con pocos espacios porosos.
Por otro lado el suelo dedicado a la produccion cacaotera presento una densidad aparente cercana a la unidad
lo que indica presencia de buenos niveles de materia organica, una mayor porosidad que permite un mejor
drenaje y aireacion del suelo, catalogdndolo como un suelo ideal para la agricultura.

Tabla 12. Propiedades fisicas del suelo evaluadas en los puntos de muestreo para los cultivos de maracuya

cacao.
Puntos de muestreo  %Arenas %Arcillag %Limos Dr (g/cc) Da (g/cc) Porosidad (%0)
Al 79.5 11.7 8.8 2.12 1.63 23.113
A2 79.5 12.7 7.8 2.12 1.63 23.113
A3 74.5 13.7 11.9 2.12 1.63 23.113
A4 78.5 13.7 7.8 2.6 1.63 37.308
A5 79.5 11.7 8.8 2.65 1.63 38.491

Bl 80.5 10.7 8.8 1.92 1.27 33.854
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Puntos de muestreo  %Arenas %Arcillas %Limos Dr (g/cc) Da (g/cc) Porosidad (%)

B2 78.5 11.7 9.8 1.75 1.27 27.429
B3 79.5 11.7 8.8 1.87 1.27 32.086
B4 79.5 11.7 8.8 2.57 1.27 50.584
B5 79.5 10.7 9.8 2.43 1.27 47.737

A: Maracuyd, B: Cacao, Nimero: Posicion del punto de muestreo.

Por otro lado, se realiz6 un analisis de varianza con el fin de observar si se presentaban diferencias
significativas de las medias de cada uno de los pardmetros analizados entre cultivos, debido a que el suelo
es heterogéneo y las condiciones de manejo en cada cultivo estudiado son diferente, se analizé las
correlaciones para cada cultivo por separado. El pH del suelo oscilo entre el rangode 5a 6.5y 6.6 a 7.1 para
maracuya y cacao respectivamente, presentando un crecimiento de la poblacién microbiana menor en
maracuya con respecto al cultivo de cacao, esto se debe a que los géneros, como es el caso de Azotobacter
gue tiene un crecimiento 6ptimo en pH neutros, entre 7.2 y 8.2. (Ver Figura 33a).

En el caso del carbono, el suelo cultivado con maracuya presenta en promedio 1.433 % de Carbono orgénico
(CO), este varia entre 1.193 a 1.645 %; asi mismo, el suelo dedicado a cacao tiene en promedio 4.724 % de
CO y varia entre 4.145 a 5.973 % CO. Debido a que el cacao esta implementado como cultivo tradicional y
el de maracuya se encuentra bajo produccion, esto pudiese indicar un agotamiento progresivo de los niveles
de materia organica del suelo (MOS) en los niveles de produccion intensiva.

En la Figura 33 se presenta el comportamiento de las medias con la diferencia minima significativa (LSD)
al 95% de confianza, en estas se muestra como las medias entre cultivos no se traslapan, lo cual podria
indicar que se presentan diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento con respecto a las
condiciones quimicas del suelo para cacao y maracuya.

En la Tabla 13 se presenta la matriz de correlacion de los pardmetros analizados referentes al cultivo de
maracuya, en la que se encontraron las correlaciones que posee el crecimiento de bacterias potencialmente
fijadoras de nitrégeno con las variables quimicas determinadas; se obtuvo una correlacién lineal directa muy
alta entre el crecimiento con el porcentaje de carbono (0.94), correlacion alta inversa entre el crecimiento
bacteriano con el fosforo (-0.64), correlacién moderada directa entre el crecimiento con el pH (0.52),
correlacion baja inversa para la capacidad de intercambio cationico (-0.39), hierro (-0.32) y azufre (-0.21),
y por ultimo una correlacion muy baja con el boro (0.01).

Tabla 13. Matriz de correlacion para los parametros en el cultivo de maracuya.

pH Carbono CIC P S B Fe UFC/g

pH 1 0.53 -0.67 -0.76 -0.94 -0.64 0.11 0.52
Carbono 0.53 1 -0.16 -0.74 -0.24 0.11 -0.58 0.94
CIC -0.67 -0.16 1 0.15 0.60 0.84 -0.67 -0.39

P -0.76 -0.74 0.15 1 0.65 -0.01 0.35 -0.64

S -0.94 -0.24 0.60 0.65 1 0.70 -0.26 -0.21

B -0.64 0.11 0.84 -0.01 0.70 1 -0.63 0.01

Fe 0.11 -0.58 -0.67 0.35 -0.26 -0.63 1 -0.32

UFClg 0.52 0.94 -0.39 -0.64 -0.21 0.01 -0.32 1
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Figura 33. Medias e intervalos basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher con un 95% de confianza relacionando el crecimiento bacteriano con los parametros quimicos
analizados a) pH, b) carbono, c) Capacidad de intercambio cationico, d) fosforo, €) azufre, f) boro y g)
hierro.
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De lo anterior se deduce que para el crecimiento de los microorganismos diazotrofos los pardmetros
quimicos de mayor incidencia son el porcentaje de carbono, fosforo y el pH. Esto debido a que el fosforo
por ejemplo, estimula el metabolismo del carbono, la manipulacién y la fijacion de nitrégeno (Sabra et
al., 1999); por otro lado, el carbono organico estimula el metabolismo de los microorganismos ya que
al tener buena disponibilidad de carbohidratos que facilitan el crecimiento de estas bacterias fijadoras de
nitrégeno. EI modelo matematico que describe el comportamiento del crecimiento bacteriano en maracuyéa
partiendo de las condiciones quimicas del suelo se presenta en la Ecuacion 3.

Ecuacion 3. Modelo matematico que relaciona el crecimiento microbiano de bacterias aisladas del cultivo
de maracuyé en funcién de pardmetros quimicos del suelo.

UFC
7 = 5874.24324 pH — 2267.82435 CIC — 138.215516 P + 1271.13004 S — 631.390794 Fe

La matriz de correlacion de los parametros analizados en el cultivo de cacao se presenta en la Tabla 14, en
esta se encontré una correlacion directa muy alta entre el crecimiento bacteriano con el azufre (0.8), seguida
de una correlacién alta directa entre el crecimiento con el boro (0.72), hierro (0.67), fosforo (0.66) y pH
(0.64); asi mismo una correlacién baja directa del crecimiento con carbono (0.31) y Capacidad de
intercambio cationico (0.24); por consiguiente las variables de mayor incidencia en el crecimiento son el
azufre, boro, hierro, fosforo y el pH del suelo. En la Ecuacion 4 se muestra el modelo matematico obtenido
que describe el comportamiento del crecimiento bacteriano en cacao partiendo de las condiciones quimicas
del suelo.

Tabla 14. Matriz de correlacion para los parametros en el cultivo de cacao.

pH Carbono CIC P S B Fe UFC/g

pH 1 -0.40 -0.44 0.76 0.52 0.09 0.18 0.64
Carbono  -0.40 1 0.99 -0.34 0.34 0.64 0.82 0.31
CIC -0.44 0.99 1 -0.34 0.35 0.55 0.78 0.24

P 0.76 -0.34 -0.34 1 0.74 -0.01 0.01 0.66

S 0.52 0.34 0.35 0.74 1 0.31 0.60 0.80

B 0.09 0.64 0.55 -0.01 0.31 1 0.74 0.72

Fe 0.18 0.82 0.78 0.01 0.60 0.74 1 0.67

UFClg 0.64 0.31 0.24 0.66 0.80 0.72 0.67 1

Ecuacion 4. Modelo matematico que relaciona el crecimiento microbiano de bacterias aisladas del cultivo

de cacao en funcion de parametros quimicos del suelo.
UFC
7 = —24384.3233 pH + 4745.0903 CIC + 4418.65189 P — 19098.6736 S + 12402.3288 Fe
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7.5.EVALUACION DE LA INCIDENCIA DE LAS CEPAS DE MICROORGANISMOS
POTENCIALMENTE FIJADORES DE NITROGENO EN EL CRECIMIENTO DE
PLANTULAS DE MARACUYA

En la Tabla 15 se pueden observar los resultados de concentracion para cada tratamiento con bacterias
fijadoras de nitrogeno obtenidos a partir de la escala de turbidez de McFarland. La mayor concentracion fue
la obtenida por la cepa A2T-2 con 0.63 x 10° UFC/ml; cabe resaltar que este resultado nos brinda una
aproximacion en la cantidad de microorganismos que se van a inocular; sin embargo, no se garantiza que
dicha cantidad sea de bacterias viables. A partir de la absorbancia generada por las suspensiones de los
inoculos se determinaron las UFC/ml mediante la ecuacién del ajuste en la curva de Mcfarland.

Tabla 15. Concentracion de microorganismos por turbidez de McFarland.

Tratamiento Cepa Concentracién (UFC/ml x10°)
Testigo - -
T1 A2.T-1 0.33
T2 A2.T-2 0.63
T3 B2.D-1 0.11

A: Maracuyd, B: Cacao, Numero: Posicién del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadasy T:
Aislada por terron de suelo.

Los resultados de los analisis biométricos se muestran en la Figura 34, y corresponden al valor promedio de
cada parametro en el tiempo. Para el caso del diametro de tallo (cm). Se evalu6 este parametro entre los 15
a 35 dias del ciclo vegetativo en todos los tratamientos, encontrdndose que esta variable no presento un
incremento y se mantuvo en 0.1 cm; por consiguiente no se presentd diferencias significativas entre los
tratamientos (Ver Figura 34a).

La longitud de la raiz principal (cm) no presento diferencias significativas durante el tiempo evaluado segun
las medias de Fisher (Ver Figura 34b); sin embargo, si se aprecian diferencias en el comportamiento de
respuesta de los tratamientos (Ver Figura 38); asi mismo, en la cantidad de hojas (No.) se observd el brote
de las hojas cotiledonales paralelamente en todos los tratamientos durante este tiempo y no se presentaron
diferencias significativas en este parametro (Ver Figura 34c).

Por otro lado, el peso fresco total (g) evidencio diferencias significativas en el tiempo evaluado exceptuando
el periodo que comprende los 25 y 30 dias en donde no presento diferencias segin el analisis de medias e
intervalos de Fisher (Ver Figura 34d); como también se observo que a medida que transcurre el tiempo la
altura del tallo (cm) aumenta independientemente del tratamiento o testigo evaluado con una excepcion en
los 25 y 30 dias del ensayo, como se puede muestra en la Figura 34e. En lo referente al peso seco de las
plantas (g) se presentd un incremento constante en el tiempo; no obstante, a los 25 y 30 dias no se presento
diferencias significativas en las medias de los tratamientos (Ver Figura 34f).

Los resultados de la investigacién demostraron que los parametros biométricos mas representativos para
cada uno de los tratamientos, son los correspondientes a peso seco, peso fresco, altura de tallo y longitud de
raiz principal.
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Figura 34. Medias e intervalos basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher con un 95% de confianza relacionando los parametros de crecimiento evaluados en plantulas de
maracuyd. a) Diametro del tallo (DT), b) longitud de la raiz principal (LR), ¢) nimero de hojas (NH), d)
peso fresco total (PF), e) altura del tallo (AT) y f) peso seco total (PS).

Se denota un aumento en el peso fresco total (PF) de las plantulas de maracuya al transcurrir el tiempo, con
una tendencia similar en todos los tratamientos como se muestra en la Figura 35. En los 25 y 30 dias no se
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observo una diferencia significativa en el peso; sin embargo, al final del ensayo los tratamientos inoculados
por bacterias fijadoras resultaron tener un mayor peso fresco frente al tratamiento testigo, siendo mayor para
el tratamiento inoculado con la cepa A2.T-1 (0.30 g).
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Figura 35. Variacion de peso fresco total en plantulas de maracuya para los diferentes tratamientos.

Al igual que el peso fresco, el peso seco total (PS) presento un incremento durante el desarrollo vegetativo
de las plantulas de maracuya (Ver Figura 36); sin embargo, contrario al pardmetro anterior al final del
ensayo, el mayor peso seco lo obtuvo el tratamiento testigo (0.038 g) y el menor peso fue el inoculado por
la cepa A2.T-1 (0.037 g). Lo anterior puede sugerir que esta diferencia entre peso fresco a peso seco puede
deberse a la evaporacion de agua y volatilizacion de algunos nutrientes.
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Figura 36. Variacion del peso seco total en plantulas de maracuya para los diferentes tratamientos.
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Los tratamientos A2.T-1 y A2.T-2 presentaron mayor longitud del tallo con un valor superior a 7.9 cm en
promedio, en comparacién con los demas tratamientos cuyos valores fueron inferiores a 7.3cm al final del
bioensayo (Ver Figura 37). El aumento en el tamafio de la planta en suelo inoculado con las cepas, evidencia
el efecto positivo que ejercen sobre las plantulas de maracuyd, lo que permite inferir que estos
microrganismos estimulan la eficiencia de las plantas en la acumulacion de reservas para posteriores
estadios como la floracién (Borrego et al., 2000).
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Figura 37. Variacion de la altura del tallo en plantulas de maracuya para los diferentes tratamientos.

Los valores de la longitud de la raiz principal en los tratamientos con inoculo, fueron mayores que el testigo
en los primeros 20 dias del ensayo, a los 25 dias presentaron una leve disminucién para finalmente
estabilizarse hasta el final del bioensayo (Ver Figura 38). La promocion del crecimiento por las bacterias
estimula la densidad y longitud de los pelos radicales aumentando asi la cantidad de raices en las plantas;
se incrementa la capacidad de absorcion de agua y nutrientes, y permite que las plantas sean mas vigorosas,
productivas y tolerantes a condiciones climaticas adversas Diaz, et al, (2001); sin embargo, no se pudo
observar este crecimiento de la raiz, esto pudo deberse a que en el bioensayo, las plantulas crecieron bajo la
restriccion de espacio proporcionado por el alveolo.
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Figura 38. Variacion de la longitud de la raiz principal en plantulas de maracuya para los diferentes
tratamientos.

Finalmente, la aplicacion de los bioinoculante al suelo permite aumentar la poblacion microbiana presente
en larizosfera, contribuyendo a una mayor actividad nutricional para las plantas (Alfonso et al., 2005), como
una alternativa amigable con el ambiente.
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8. CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados fueron catalasa y oxidasa positivo, de morfologia coco y bacilar, Gram
negativos, agrupados en cadenas y sarcinas.

Las cepas AL1.T y A2.T mostraron pigmentacion café y la cepa AL1.D pigmentos de color amarillo, indicando
que posiblemente fuesen A. chroococcum y A. Vinelandii respectivamente.

Los morfotipos de colonia de las cepas bacterianas aisladas en medio selectivo Ashbys Mannitol Agar
fueron colonias translucidas, mucilaginosas con elevacion convexa, de tamafio mediano y pequefio; con
forma que varia desde circulares, fusiforme hasta irregulares.

El porcentaje de carbono en el suelo del cultivo de maracuya fue el parametro de mayor influencia
(correlacion de 0.94) en la presencia poblacional de bacterias potencialmente fijadoras de nitrégeno para
dicho cultivo. Por otro lado, el azufre presento una correlacién (0.8) para el cultivo de cacao con relacion al
crecimiento de microorganismos diazétrofos en el suelo de cacao como parametro mas influyente.

El Anova multifactorial (—P<0.05) indico que los tratamientos tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre los pardmetros AT, LR, PFy PS en el tiempo; contario en los parametros DT y NH,
donde los tratamientos no presentaron una incidencia significativa (—P<0.05).

Las cepas A2.D y B2.T aisladas y clasificadas como posibles fijadoras de nitrégeno, presentaron potencial
como bacterias promotoras del crecimiento vegetal al ser evaluado su accionar sobre el desarrollo de
plantulas de maracuya. Adicionalmente, la cepa A2.T-1 aislada del cultivo de maracuyd, evidencio un
estimulo en el aumento de la altura del tallo de las plantulas evaluadas en el bioensayo con respecto a las
plantulas testigo en un 8 durante el periodo evaluado en el presente estudio.
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9. RECOMENDACIONES

Determinar molecularmente la especie a la que pertenecen los microorganismos utilizados en el presente
estudio.

Realizar bioensayos en todo el ciclo fenolégico del cultivo de maracuya en campo, para determinar el efecto
de los microorganismos en el aumento de la produccion y en las variables de crecimiento tales como, peso
fresco y seco total, altura del tallo, longitud de la raiz principal, area foliar y color.

Es necesario realizar estudios sobre la capacidad fijadora de nitrégeno y la capacidad productora de
hormonas vegetales de las bacterias para poder seleccionar las de mejor rendimiento.

Realizar un estudio en el que se determine el efecto como biofertilizantes de las cepas Al y B4 que degradan
la glicina, evaluando posteriormente el efecto de algunos herbicidas sobre la viabilidad de estas.

A pesar de los numerosos estudios que mencionan el aislamiento de bacterias fijadoras de nitrdgeno (en
especial de Azotobacter) de diferentes ambientes, se espera que el presente estudio brinde una vision de la
importancia que poseen las bacterias de este género debido al uso actual y potencial de las mismas como
PGPRy recurso biotecnoldgico. Ademas de eso que sea una linea base en la incursién a la industria agricola,
la implementacién de bioinoculantes para mejora de los rendimientos en cultivos productivos del Huila,
como lo es el maracuya.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Medio Ashbys Mannitol Agar (Rao, 1977).

Para su preparacion se adiciona las cantidades descritas de cada uno de los componentes en 12000 ml de agua
destilada, calentar hasta hervir y esterilizar en autoclave a 15 psi y 121 ° C por 15 minutos. Mezclar bien y
verter en placas de petri estériles.

Componentes o/l
Mannitol / benzoato 20
Fosfato dipotasico 0.2
Sulfato de Magnesio 0.2
Cloruro de Sodio 0.2
Sulfato de Potasio 0.1
Carbonato de Calcio 5
Agar 15

pH (25°C) = 7.4+ 0.2

Anexo 2. Caldo nutritivo para crioconservacion de cepas de bacterias potencialmente
fijadoras de nitrogeno.

Se prepard 30 ml de caldo nutritivo BHI, para esto se utiliz 0.39 g del caldo en 30 ml de agua destilada;
partiendo de esta solucion se mezclaron Glicerol y Skim milk al 30% cada uno en soluciones diferentes que
conforman el caldo nutritivo para la criconservacion de las cepas; la primera tomando 2.25 g de Skim milk
en 15 ml de caldo BHI, y para la segunda se tomo 2.25 ml de glicerol en 12.125 ml de caldo BHI. Las dos
soluciones se autoclavaron por 15 minutos a 121 °C y posteriormente se mezclaron antes de depositar a los
crioviales el inoculo.

El caldo de infusion de cerebro y corazon (BHI) de Oxoid™ (Oxoid Microbiology Products, 2016b) esta
constituido de los componentes que se describen a continuacion:

Componentes g/l
solidos de infusion de cerebro 12.5
sélidos de infusion de corazén de res 5.0
peptona proteosa 10.0
Glucosa 2.0
Cloruro de sodio 5.0
fosfato dis6dico 2.5

pH74+02@25°C

Su preparacién de realiza Disolviendo 37 g en 1 litro de agua destilada, mezclar bien y esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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Anexo 3. Pigmentacion producida por las colonias en Ashbys Mannitol Agar.

Cepa Pigmentacion Color
Al.D - Amarillo
A4T -I Incolora
A5.T -| Beige
B2.T Beige
B2.D Incolora
B3.T Beige
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Cepa

B4.D

B5.D

pH7.3+0.2 @ 25°C

NF.

Ol

All

Pigmentacion Color

Beige

Beige

Aislada por terrén de suelo.

Anexo 4. Medio SIM (Oxoid™)

Componentes g/l
Tryptone 20.0
Peptone 6.1
Ferrous ammonium sulphate 0.2
Sodium thiosulphate 0.2
Agar 3.5

Cepa Sistema BD BBL Crystal E/NF ID

A: Maracuyd, B: Cacao, Numero: Posicion del punto de muestreo, D: Aislada por diluciones seriadas, T:

Suspender 30 g del medio en 1 litro de agua destilada y hervir para disolver completamente el medio, luego
esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 ° C y por ultimo servir en tubos de ensayo (Oxoid
Microbiology Products, 2016a).

Anexo 5. Registro fotografico de los resultados en las reacciones generados por el
comportamiento metabdlico de las bacterias frente a los sustratos del kit BBL CRYSTAL E/
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Cepa

Al.2

A2

A4

A5

B2.1

B2.2

B3

Sistema BD BBL Crystal E/NF ID

Surcolombiana!
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Cepa Sistema BD BBL Crystal E/NF ID

B4

BS

A: Maracuy4, B: Cacao, Numero: Posicion del punto de muestreo.
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