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RESUMEN

Las bacterias end6fitas son objeto de diversos estudios por llevar a cabo importantes procesos
dentro de los tejidos de los vegetales, que resultan de gran beneficio a la planta hospedera. Entre
los principales procesos se encuentran las actividades que promueven el crecimiento vegetal tales
como: Fijacion de nitrdgeno (FBN), solubilizacién de fosfato y produccion de acido 3 indol acético
(AlA). Las bacterias enddfitas con capacidad promotora de crecimiento han sido estudiadas en
diversos cultivos de importancia econdmica principalmente gramineas. Este trabajo tuvo como
objetivo principal evaluar in vitro la eficiencia de las bacterias endéfitas promotoras de crecimiento
aisladas de diferentes tejidos de pasto colosuana en el municipio de Corozal, departamento de
Sucre, Colombia. Para cumplir con este proposito se aislaron bacterias endéfitas de diferentes
tejidos de pasto colosuana, se determiné la densidad poblacional en UFC/g de tejido. Cada
morfotipo aislado se utilizd para llevar a cabo pruebas cuantitativas y cualitativas de las actividades
de FBN, solubilizacién de fosfatos, produccion de sideroforos y de AlA para finalmente identificar
a nivel molecular por medio de la amplificacion y posterior analisis de secuencias del gen ADNr
16S. Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas entre densidad poblacional de

bacterias con respecto a localidad y tejido.

Las mayores densidades poblacionales de bacterias endofita se encontraron en raices para cada uno
de los corregimientos estudiados (5.0 X 10%°3.8 X 10%°2.8 X 10'°2.4 X 10"y 1.5 X1010 UFC/g
de raiz, para los corregimientos de La Pefias, EI Mamdn, Cantagallo, Chapinero y Hato Nuevo,
respectivamente) con respecto a tallo y hoja. Se aislaron un total de 51 morfotipos de bacterias
endofitas, de los cuales 31 mostraron en ensayo in vitro capacidad de fijacion de nitrégeno y dentro
de ellos 18 tuvieron capacidad reductora de N2a amonio; 15 morfotipos mostraron capacidad
solubilizadora de fosfatos; 8 de produccién de acido indol acético y 12 de productoras de

sider6foro.

En conclusién, este trabajo aislé bacterias endéfitas de diferentes tejidos de pasto colosuana y

comprobd in vitro, la capacidad de promover el crecimiento vegetal. Las dos especies de



bacterias endofitas identificadas como Delftia tsuruhatensis M1RLP y Pseudomonas hibiscicola
(S. maltophilia) M2TLP, mostraron excelentes resultados por su capacidades directas e indirectas
de promocion del crecimiento a través de la solubilizacion de fosfatos, fijacion bioldgica de
nitrégeno (reducen Nz2a amonio), produccién de &cido indol acético y la produccion de sider6foros.

Palabras claves: Fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfato, sider6foro y acido 3 indol

acético, pastura



ABSTRACT

The endophytic bacteria are the subject of various studies for carrying out important processes
within the tissues of plants, which are of great benefit to the host plant. Among the main processes
are activities that promote plant growth such as: nitrogen fixation (FBN), phosphate solubilization
and production of indole acetic acid (AlA). Endophytic bacteria with growth- promoting capacity
have been studied in several crops of economic importance mainly grasses. The main objetive of
this work was to evaluate in vitro the efficiency of endophytic growth promoting bacteria isolated
from different colosuana grass tissues in the municipality of Corozal, department of Sucre,
Colombia. To fulfill this purpose, endophytic bacteria were isolated of different grass fabrics
colosuana, the population density in CFU / g of tissue was determined. Each isolated morphotype
was used to carry out quantitative and qualitative tests of FBN activities, solubilization of
phosphates, production of siderophores and AlA to finally. The results obtained show significant
differences between population density of bacteria with respect to locality and tissue identify at the

molecular level by means of amplification and subsequent analysis of gene sequences 16S Rdna.

The highest densities population of endophytic bacteria were found in roots for each of the location
studied (5.0 X 10'°3.8 X 10'°2.8 X 10%°2.4 X 10y 1.5 X10" CUF/G of root, for location of Las
Pefias, EI Mamdn, Cantagallo, Chapinero and Hato Nuevo, respectively) with respect to stem and
leaf. A total of 51 morphotypes of endophytic bacteria were isolated, of which 31 showed in vitro
assay capacity of nitrogen fixation and within them 18 had reducing capacity of N>to ammonium;
15 morphotypes showed phosphate solubilizing capacity; 8 of indole acetic acid production and 12

of siderophore producers.
In conclusion, this work isolated endophytic bacteria from different tissues of colossal grass and

proved in vitro the ability to promote plant growth. The two species of endophytic bacteria
identified as Delftia tsuruhatensis MRLP and Pseudomonas hibiscicola (S. maltophilia) M2TLP,
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showed excellent result due to their direct capacity to promote growth at through the solubilizacion

of phosphates, biological nitrogen fixation (reduce N2to ammonium), production of indol acetic
acid and the production of siderophores.

Keywords: Nitrogen fixation, solubilization of phosphate, siderophore and 3 indole acid, pasture
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INTRODUCCION.

La ganaderia es la actividad que abarca la mayor parte del territorio agropecuario en Colombia
(Murgueitio, 2000), por lo que se distingue como una linea socioeconémica de gran importancia
para el desarrollo del campo en el pais. Para Colombia representa el 1,7% del Producto Interno
Bruto (PIB) Nacional, el 20% del PIB agropecuario y el 53% del PIB pecuario (Gaviria et al.,
2012). Ademas, su modalidad doble propésito representa la principal actividad econémica del
departamento de Sucre, donde el 94.9% de su territorio esta dedicado exclusivamente al pastoreo
del ganado (Gémez, Mercado, Payares & Perez, 2010).

La produccion de pastos y forrajes en Colombia se realiza principalmente para su uso en la
ganaderia (Cardona, Rios & Pefia, 2012). Los pastos son la principal fuente de alimento para el
ganado. En la Region Caribe los pastos estan constituidos por gramineas de gran potencial
productivo como “guinea” (Panicum maximum), “angleton” (Dichanthium aristatum), “puntero”
(Hyparrhenia rufa) y “para” (Brachiaria mutica), y algunas especies naturalizadas como el pasto
Colosuana (Bothriochloa pertusa), convirtiendose en fuente exclusiva de alimentacién animal
(Pérez, Botero & Cepero, 2012).

El pasto colosuana es considerada como la especie forrajera de mayor area sembrada en el
departamento de Sucre y parte del Caribe Colombiano, pero debido a los factores fisiograficos, las
acciones antropogénicas degenerativas del medio ambiente y el empleo de tecnologias
inadecuadas, han traido como consecuencia, la degradacion de las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas del suelo, han limitado la oferta y calidad de esta pastura principalmente en temporada
seca (Pérez et al., 2010), debido a los requerimientos nutricionales de las plantas y al desgaste
nutricional del suelo por las técnicas intensivas de cultivo, se hace necesario el uso constante de
fertilizantes quimicos que aporten nutrientes al suelo, necesarios para el 6ptimo desarrollo del
cultivo. Sinembargo, a pesar que el uso de fertilizantes ha arrojado excelentes resultados en cuanto

al rendimiento de la produccion es inevitable negar los problemas
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ambientales que origina el uso de los mismos de manera indiscriminada, sobre todo en paises en
vias de desarrollo como Colombia.

En la actualidad todos los pastos presentan una serie de inconvenientes, como lo describe Cajas-
Girdn et al. (2012): la produccién y calidad nutricional del forraje disminuye de forma dramética
durante los largos periodos de sequia que cada afio se presentan en la Region Caribe, por lo que
ello conlleva a que los sistemas ganaderos tengan baja eficiencia biol6gica y econémica, sin
mencionar el avanzado estado de degradacion de los suelos que es comin en la mayoria de las
areas de pastoreo.

Ante esta situacion, el uso de fertilizantes quimicos para superar estas dificultades parece ser una
alternativa, pero el abuso de fertilizantes para mejorar la productividad de las pasturas, ha
provocado un desequilibrio de la microbiota nativa que cumple con funciones importantes dentro
de estos, provocando bajos rendimientos y aumento en los costos para el agricultor y el ganadero,
por lo que se propone el uso de inoculantes microbianos (biofertilizantes) (Lara, Oviedo & Aleman,
2011).

Todo lo ante expuesto, y que ademas no existen estudios en el departamento de Sucre que
demuestren la importancia de los microrganismos como una alternativa bioldgica para la
produccién sostenible de los forrajes y en respuesta a esta situacion, Ultimamente se han
incrementado las investigaciones sobre la busqueda de mecanismos méas amigables con el ambiente
que puedan metabolizar eficientemente el nitrogeno y el fosforo, convirtiéndolos a componentes
asimilables por las plantas. En esta busqueda, uno de los mecanismos encontrados ha sido el
descubrimiento de microorganismos, endofitos con la capacidad de producir maltiples beneficios
para las plantas superiores. Estudios al respecto han generado otra alternativa para la fertilizacion
de plantas, utilizando las bacterias promotoras de crecimiento vegetal para la elaboracion de
biofertilizantes, con la capacidad de estimular el crecimiento y productividad de las plantas; con
lo cual se logra mejorar el rendimiento de los cultivos, disminuir los costos de produccion y ser
amigables con el ambiente; considerandose este proceso simbidtico como la forma mas eficiente
de fijar nitrégeno atmosférico y solubilizar fosfato.

En los Gltimos afios, diversos estudios indican que las bacterias endofitas asociados a los tejidos
de las plantas juegan un papel importante para la nutricion vegetal. Las bacterias endéfitas son

definidas como aquellos microorganismos que residen dentro de los tejidos de las plantas y no
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causan sintomas alguno de enfermedad a sus hospederos (Zinniel et al., 2002), y tienen propiedades
benéficas como promover el crecimiento de las plantas, remover contaminantes, solubilizar fosfato
y fijar nitrégeno (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006), ademas del control de fitopatdgenos.
Estudio realizado por Pérez et al. (2014), sobre la actividad in vitro de bacterias endofitas fijadoras
de nitrogeno y solubilizadoras de fosfatos asociadas a pasto colosuana en el Caribe Colombiano,
identificaron la presencia de Aeromonas salmonicida y Pasteurella pneumotropica como dos
especies de bacterias endofitas con capacidad simultdnea de solubilizar fosfatos y fijar
biolégicamente nitrdgeno.

Por todo lo anterior y para dar respuesta a la pregunta ¢Las bacterias endéfitas son una fuente
natural que ayudan a aportar nutrientes a las pasturas?, se planteé el presente estudio con el objetivo
evaluar in vitro la actividad promotora de crecimiento de bacterias endofitas aisladas de diferentes
tejidos de pasto colosuana localizado en fincas ganaderas de la subregion fisiografica Sabanas del
departamento de Sucre, como una alternativa biologica a mediano plazo para su uso como

biofertilizantes.
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1 MARCO TEORICO.

1.1 Bothriochloa pertusa.

El pasto colosuana (Bothriochloa pertusa (L.) A. Camus) es una especie introducida- naturalizada,
y se encuentra en diferentes regiones de Colombia como los Andes, Llanura del Caribe, valle del
Cauca y valle del Magdalena (Giraldo-Cafias, 2013). En la Regién Caribe colombiana esta
ampliamente distribuida (Peters, Franco, Schmidt & Hincapie, 2011), donde actualmente cubre
extensas areas de las zonas de vidas de bosques secos tropical (bs-T) y bosque muy seco tropical
(bms-T) en los departamentos de Cdrdoba, Sucre, Bolivar y Magdalena (Pérez, Rojas & Fuentes,
2010). Esta especie alcanza en el departamento de Sucre un total de 274,005 Ha, distribuidas en
19 municipios (Aguilera, 2005); donde el municipio de mayor area sembrada es Corozal con
32,223 ha (Viloria, 2003).

1.1.1 Nombres comunes.

Caminadora, caminera, cebo de Cuba, colosuana, colosuana, cuculina, kikuya, kikuyina, kikuyo,
olorosa, pasto cordobés, solana (Region Caribe), pasto angleton (Tolima), rabo’econejo (region
andina) (Giraldo-Carias, 2013), yerba huracan, camagueyana (Peters, Franco, Schmidt & Hincapie,
2011).

1.1.2 Clasificacién taxonomica del pasto colosuana.

Segun el sistema Integrado de informacion taxonémica (ITIS) (2016) corresponde a:

Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Poales

Familia: Poaceae

15



Género: Bothriochloa Kuntze
Especie: Bothriochloa pertusa (L.) A. Camus.

L

Figura 1: Pasto colosuana (Bothriochloa pertusa (L. A Caﬁwus) Fuente: Arturo Doncel.

1.1.3 Descripcion.

Es una especie perenne con tallo que van de 20-70 cm de alto que salen de una macolla, donde con
frecuencia presentan estolones; el follaje es glabro o ligeramente hirsuto, nudos ligeramente
pilosos, las hojas tienen de 10 a 20 cm de largo y 1 cm de ancho (Figura 1) (Sierra, Bedoya,
Monsalve & Orozco, 1986). Las inflorescencias son de color purpura, axis con 3-13 racimos, las
semillas presentan aristas en la punta y una perforacion en la gluma baja (Peters, Franco, Schmidt
& Hincapie, 2011). El Colosuana es una graminea de productividad aceptable que posee

crecimiento vegetativo (Tabla 1), se adapta a diferentes condiciones del suelo y clima, tiene baja
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palatabilidad y tolera el pisoteo por parte de animales, caracteristicas que la convierten en una
graminea agresiva (Pardo & Quintero, 2015).

Como lo sefala Peters, Franco, Schmidt & Hincapie (2011) el pasto colosuana puede crecer desde
los 0 a 2000 msnm, con precipitaciones de 600-900 mm y también con precipitaciones mayores o
menores a esta; también crece en suelos alcalinos y con pH neutro, se establece en suelos pobres
donde otras especies no pueden crecer; este pasto no tolera la sombra y puede rebrotar después de

la quema.

Tabla 1: Composicion bromatoldgica de Bothriochloa pertusa. Fuente: Pardo & Quintero (2015).

Materia seca (MS) 879116 Celulosa 19+1
Materia organica (MO) 91.1+0.6 Hemicelulosa 428+25
Proteina cruda (PC) 6.7+0.9 Lignina 114+27
Fibra detergente neutra (FDN) 733103 Extracto etéreo (EE) 48+16
Fibra detergente acida (FDA) 542+1 Cenizas +0.6

1.2 Fertilizantes quimicos.

Los fertilizantes se definen como toda sustancia de origen natural o sintético que de una u otra
forma aumenta la produccion y ayuda al buen desarrollo de las plantas. Los fertilizantes proveen
nutrientes que los cultivos necesitan, ademas de aumentar su rendimiento (FAO & IFA, 2002), y
la industria agrogquimica proporciona una amplia variedad de ellos, los cuales son en su mayoria
obtenidos por sintesis quimica.

Sin embargo, el uso de fertilizantes quimicos tiene desventajas. Por ejemplo, el uso de fertilizantes
a base de nitrdgeno tiene un costo medioambiental debido a que éste causa problemas como
acidificacion de rios y lagos con baja o reducida alcalinidad, eutrofizacion de las aguas dulces y
marinas, toxicidad directa de los compuestos nitrogenados para los animales acuaticos (Camargo
& Alonso, 2007), emision de oxido nitroso (N20) y otras especies reactivas del Nitrogeno los

cuales contribuyen al calentamiento global, incluso hipoxia en las costas
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ocednicas (Robertson & Vitousek, 2009). En el caso del fosforo, éste se aplica al suelo en forma
de fertilizantes fosfatados (Chen et al., 2006), y aunque el uso de fertilizantes quimicos a base de
fosforo es, obviamente, la mejor manera de evadir la deficiencia de fosforo en diferentes
agroecosistemas, uso es siempre limitado debido a que su costo va en alza (Zaidi, Khan, Ahemad
& Oves, 2009). Las grandes cantidades de fertilizantes quimicos que se utilizan para reponer el
suelo de nitrogeno y fosforo, resulta en altos costos y en la contaminacion del medio ambiente
(Sahin, Cakmak¢i & Kantar, 2004).

1.3 Biofertilizantes microbianos.

Los microorganismos son importantes en la agricultura porque promueven la circulacion de
nutrientes para las plantas y reducir la necesidad de fertilizantes quimicos (Sahin et al., 2004), por
lo que el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal como biofertilizantes microbianos
Vivos es una buena alternativa a los fertilizantes quimicos y pesticidas (Oteino et al., 2015).

El estudio de las bacterias asociadas a las plantas es importante no sélo para entender el papel
ecoldgico de estas bacterias en su interaccion con las plantas, sino también para la aplicacion
biotecnologica de estas bacterias a areas tales como la promocion del crecimiento vegetal
(Kuklinsky-Sobral et al., 2004). La implementacion de estos microorganismos contribuyen
también a la disminucion del impacto ambiental, mejoramiento de la calidad nutricional de los
productos y enriquecimiento del suelo con las diferentes interacciones entre microorganismos

benéficos, la rizosfera y la planta (Cubillos, Castellanos & Arguello, 2009).

1.4 Bacterias enddfitas.

Los endofitos son microorganismos (bacterias y hongos) que residen dentro de los tejidos de las
plantas donde viven al menos parte de su vida sin causar ningln sintoma aparente de enfermedad
en el huésped (Mano & Morisaki, 2008; Stgpniewska & Kuzniar 2013; Wilson, 1995; Zinniel et
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al., 2002), lo cual crea una asociacion de tipo simbidtica entre ellos (Nair & Padmavathy, 2014).
Los endofitos se asocian de forma ubicua, con casi todas las plantas estudiadas hasta la fecha (Nair
& Padmavathy, 2014). La estructura de la comunidad de endéfitos (diversidad de especies: riqueza
y abundancia relativa) dentro de una planta es dinamica y esté sujeta a factores bi6ticos y abiéticos
como por ejemplo, las condiciones del suelo, la biogeografia, especies de plantas, interacciones
microbio-microbio y las interacciones planta-microorganismo (Gaiero et al., 2013). Las bacterias
endofitas han sido ampliamente estudiadas por su uso como control biolégico de fitopatdgenos
(Ryan, Germaine, Franks, Ryan & Dowling, 2008), ademas de tener propiedades como promover
el crecimiento de las plantas (Rashid, Charles & Glick, 2012; Ryan et al., 2008; Santoyo, Moreno-
Hagelsieb, del Carmen Orozco-Mosqueda & Glick, 2016), remover contaminantes (Ma, Prasad,
Rajkumar & Freitas, 2011; Stgpniewska & Kuzniar, 2013), solubilizar fosfato (Satyaprakash,
Nikitha, Reddi, Sadhana & Vani, 2017; Zaidi et al., 2017) y fijar nitrogeno (Boddey, Urquiaga,
Alves & Reis, 2003; Cocking, 2003). Las bacterias endofitas pueden producir un rango de
diferentes tipos de metabolitos (Brader, Compant, Mitter, Trognitz & Sessitsch, 2014) entre los
que se encuentran antibidticos, antipatdgenos, inmunosupresores, compuestos anticancerigenos,
agentes antioxidantes y otros sustancias bioldégicamente activas (Zhang, Song, & Tan, 2006). La
interaccion entre las bacterias endofitas y sus plantas huésped no se conoce completamente (Costa,
Queiroz, Borges, Moraes, & Araujo, 2012), y la oportunidad de encontrar nuevos organismos
endofitos entre la diversidad de plantas en diferentes ecosistemas es considerable (Ryan et al.,
2008).
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Figura 2: Diagrama esquematico de las diferentes interacciones bacterias endoéfitas- plantas que se
han estudiado y sus aplicaciones. Adaptado al espafiol de Ryan et al. (2008).

1.5 Nitrogeno y fijacion bioldgica del nitrogeno.

El nitrogeno (N) es uno de los elementos mas abundantes en la atmdsfera (78%) el cual se
encuentra unido en pares como N: (Fields, 2004). El nitrogeno molecular atmosféerico (N2) posee
en su estructura una instauracion en el enlace que forman la molécula (triple enlace), el cual es
dificil de romper (Robertson & Vitousek, 2009) por ello no es facilmente asimilable por los
vegetales. El nitrégeno hace parte de moléculas como la clorofila, los aminoacidos, el ATP, &cidos
nucleicos, entre otros, de ahi radica su enorme importancia biolégica. Las plantas adquieren N a
partir de dos fuentes principales: (a) el suelo, a través de fertilizantes comerciales, y/o
mineralizacion de la materia organica; y (b) de la atmdsfera a través de la fijacion de N2simbidtica
(Vance, 2001).

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas caros que se le suministra a las plantas, donde los
fertilizantes comerciales representan el mayor costo para la produccion (Masclaux-Daubresse et

al., 2010). La Unica manera de aprovechar el N2de la atmosfera es a través del proceso
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metabdlico conocido como Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN), quien asegura la
disponibilidad de nitrégeno en los ecosistemas naturales (Zuberer, 1998). La fijacion biol6gica de
nitrégeno (N2) es un proceso natural de gran importancia en la agricultura mundial (Herridge,
Peoples, & Boddey, 2008).

La FBN es llevada a cabo por un especializado grupo de procariotas que utilizan la enzima
nitrogenasa para catalizar la conversion de N2en amoniaco (NHs). Esta enzima puede funcionar a
cabalidad en los microorganismos viviendo en forma libre o asociados, excepto en las asociaciones
de rizobia con leguminosas o Parasponia, donde la sintesis de la enzima es compartida, es decir,
su accion depende de los dos organismos involucrados (Mayz-Figueroa, 2004). Los procesos
naturales de FBN juegan un papel importante en la activacion de los sistemas agricolas sustentables
por el beneficio que confieren al agricultor y al ambiente (Lara, Villalba, & Oviedo, 2007).

1.5.1 Bacterias enddfitas fijadoras de nitrégeno.

Los microorganismos que tienen la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico pueden ser usados
como biofertilizantes eficientes (Gupta, Panwar, Akhtar, & Jha, 2012). Se tiene conocimiento de
muchas bacterias de vida libre o asociativas que fijan N2 (Diaz Vargas, Ferrera Cerrato, Almaraz
Suarez, & Alcantar Gonzalez, 2001), donde las bacterias endéfitas constituyen solo una pequefia
porcion del total de ese tipo de bacterias (Ladha, Barraquio, & Revilla, 1997). A continuacion, se

muestra algunas bacterias que han sido identificadas como fijadoras de nitrégeno:
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Tabla 2: Bacterias endofitos aisladas de diferentes plantas con actividad fijadora de nitrégeno.

Herbaspirillum sp. Arroz (Oryza sativa L.) Elbeltagy et al. (2001)
Ideonella sp.

Enterobacter sp.

Azospirillum sp.

Klebsiella pneumoniae Trigo (Triticum aestivum L.) Iniguez, Dong, & Triplett (2004)
Gluconacetobacter diazotrophicus ~ Cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) Bertalan et al. (2009)

Sinorhizobium meliloti Batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.) Reiter, et al (2003)
Rhizobium sp.

Rhizobium etli
Klebsiella pneumoniae
Paenibacillus odorifer

Aeromonas salmonicida Pasto colosuana (Bothriochloa pertusa) Pérez, Tuberquia, & Amell (2014).
Alcaligenes sp.

Pasteurella pneumotropica

1.6 Fosforo y solubilizacion de fosfatos.

El fosforo (P), después del nitrégeno, es un mineral esencial para el desarrollo y crecimiento de las
plantas (Hameeda, Harini, Rupela, Wani, & Reddy, 2008; Oteino et al., 2015), ademas de ser el
segundo elemento mas limitante en los cultivos (Igual, Valverde, Cervantes, & Velazquez, 2001,
Lara et al., 2011). Debido a que el fésforo tiene una gran insolubilidad, para poder ser asimilado
por las plantas, es necesario que esté en una de las formas de ortofosfato (H.PO4. 0 HPOa4-) en la
disolucion del suelo (Lara, Esquivel Avila & Pefiata, 2011). El fésforo es uno de los elementos
quimicos esenciales para la vida ya que forma parte del ADN, ARN, del ATPy de otras moléculas
que tienen el ion fosfato (PO4-3) y que almacenan la energia quimica (Fernandez & Rodriguez,
2005). También, es el elemento menos movil en la planta y el suelo en comparacién con otros
macronutrientes (Khan, Zaidi, Ahemad, Oves & Wani, 2010).

Existe un gran interés por encontrar una alternativa tecnologica barata para suministrar suficiente
fosforo a las plantas sin depender de los costosos fertilizantes a base de fosforo (Zaidi et al., 2009),
donde los microorganismos han tenido una gran importancia en este asunto. Los microorganismos
capaces de solubilizar y mineralizar el fosforo en suelos se consideran vitales en promover su

biodisponibilidad (Fernandez & Rodriguez, 2005; Guang-Can, Shu-Jun, Miao-
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Ying & Guang-Hui, 2008). El uso de bacterias solubilizadoras de fosfatos como inoculantes
aumenta la absorcion de P por las plantas (Chen et al., 2006; Igual et al., 2001).

La forma mas comun que los microrganismos usan para solubilizar fosfatos es mediante la
produccion de acidos organicos (Lara et al., 2011; Ponmurugan & Gopi, 2006; Rodriiguez &F-raga,
1999), quienes acttan sobre formas insolubles: fosfato tricalcico, fosfato dicalcico, hidroxiapatita
y roca fosférica (Lara et al., 2011), y de esta forma se hace disponible para la planta (Ponmurugan
& Gopi, 2006).

1.6.1 Bacterias endofitas solubilizadoras de fosfato.

Entre las cepas bacterianas que mejor solubilizan el fosfato son las de los géneros Pseudomonas,
Bacillus y Rhizobium (Rodruguez & Fraga, 1999). Son muchas las bacterias en asociacion

simbidtica con las plantas con la capacidad de solubilizar fosfatos, aqui se muestran algunas:

Tabla 3: Bacterias enddfitas de plantas con capacidad de solubilizar fosfatos.

Bacillus sp. Maiz (Zea mays L.) Szilagyi-Zecchin et al. (2014)
Enterobacter sp.

Klebsiella pneumoniae Arroz (Oryza sativa L.) Ji, Gururani & Chun (2014)
Alcaligenes sp. Pasto colosuana (Bothriochloa pertusa) Pérez-Cordero et al. (2014)

Aeromonas salmonicida
Pasteurella pneumotropica
Achromobacter xylosoxidans Trigo (Triticum aestivum L.) Jha and Kumar (2009)

Gluconacetobacter sp. Cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) Beneduzi et al. (2013)
Gluconacetobacter diazotrophicus
Burkholderia sp.

1.7 Sideroéforos.

El Hierro (Fe) es un elemento esencial para la mayoria de los organismos vivos, incluyendo
bacterias (Andrews, Robinson & Rodriguez-Quifiones, 2003; Kraemer, 2004; Wandersman &

Delepelaire, 2004), es un metal de transicion y en condiciones fisioldgicas existe en dos estados
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de oxidacién facilmente interconvertibles: la forma reducida Fe* (ferrosa) y la forma oxidada Fe*?
(ferrica) (Andrews et al., 2003). El hierro es un elemento limitado para los organismos vivos, por
lo que las bacterias, hongos y plantas han desarrollado sistemas de adquisicion de hierro para
aumentar su biodisponibilidad, como los sider6foros (Kraemer, 2004).

Los sider6foros son quelantes biogénicos con alta afinidad y especificidad para la formacion de
complejos de hierro (Kraemer, 2004), los cuales son producidos por bacterias, hongos y plantas
gramineas (Hider & Kong, 2010). Ellos son secretados al espacio extracelular (De Voss et al.,
2000), y debido a la extraordinaria estabilidad termodinamica de los complejos de sideréforos de
hierro solubles, los sider6foros tienen un efecto pronunciado sobre la solubilidad de los 6xidos de
hierro en un amplio rango de pH (Kraemer, 2004). Los sider6foros reducen el hierro de Fe**a Fe*,
una forma mucho mas soluble y aprovechable para la nutricion (Aguado-Santacruz, Moreno-
Gomez, Jiménez-Francisco, Garcia-Moya & Preciado-Ortiz, 2012). Hay dos clases principales de
sideroforos: los de la clase catecol que quelan el hierro a través de un grupo hidroxilo, mientras
que los del tipo hidroxamato se unen al hierro a través de un grupo carbonilo con el nitrégeno
adyacente (Huertas et al., 2006).

Los microorganismos producen una amplia variedad de sider6foros para acumular, movilizar y
transportar el hierro para el metabolismo (Saha et al., 2016). En los ultimos afios, los sider6foros
bacterianos han despertado gran interés debido al potencial que tienen para el control biolégico de
hongos y bacterias fitopatdgenas y por ser un mecanismo de promocién de crecimiento en

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Aguado-Santacruz et al., 2012).
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Tabla 4: Bacterias endofitas de plantas con produccion de sideroforos.

Pseudomonas fluorescens Maiz (Zea mays L.) Montafiez, et al. (2012)
Sphingomonas aurantiaca Papa (Solanum tuberosum L.) Sessitsch, Reiter& Berg (2004)
Brevundimonas sp.

Methylobacterium sp

Paenibacillus spp.

Pseudomonas spp.

Clavibacter michiganensis

Frigoribacterium spp.

Streptomyces bottropensis

Flavobacterium sp.

Paenibacillus kribbensis Arroz (Oryza sativa L.) Jietal. (2014)
Bacillus aryabhattai

Bacillus megaterium

Klebsiella pneumoniae

Bacillus subtilis

Microbacterium trichotecenolyticum

1.8  Acido 3-Indolacético (AIA).

Es una auxina natural presente en la mayoria de las plantas (Castillo, Altuna, Michelena, Sanchez-
Bravo & Acosta, 2005), la cual se produce de forma enddgena en el meristemo apical de los brotes
y se puede transportar rapidamente a las raices a través del floema (Zandonadi, Canellas &
Facanha, 2007). Las auxinas son el nombre de una pequefia clase de moléculas con una
extraordinaria capacidad de inducir respuestas de crecimiento en las plantas (Teale, Paponov &
Palme, 2006). Ademas de inducir el crecimiento de las plantas, las auxinas participan en la
regulacion de tropismos, dominancia apical, abscision de érganos, desarrollo de flores y frutos, y

diferenciacion vascular (Jordan & Casaretto, 2006).
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Figura 3: Tres auxinas cominmente usadas. AlA: Acido 3- Indolacético; 2,4 D: acido 2,4-
diclorofenoxiacético; NAA: acido 1-naftalenacético. Tomado de Teale et al. (2006).

1.8.1 Bacterias enddfitas productoras de AlA.

Frente al actual uso de auxinas obtenidas por sintesis quimica, la sintesis microbiana de estas
sustancias resulta de gran importancia (Castillo et al., 2005). Muchas bacterias asociadas a las
plantas sintetizan acido indol acético (AlA) (Patten & Glick, 2002), y esta propiedad es conocida
desde hace mucho tiempo (Spaepen & Vanderleyden, 2011).

La biosintesis de AIA se considera muy importante en el crecimiento y desarrollo de las plantas;
por lo tanto, el potencial de cepas microbianas para mejorar en el contenido de AlA planta puede
ser utilizado como un criterio basico para la seleccion eficaz de bacterias promotoras de

crecimiento vegetal (Ali, Sabri, Ljung & Hasnain, 2009).
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Tabla 5: Bacterias enddfitas productoras de acido indol acético.

Arthrobacter spp.

Bacillus sp.
Microbacterium sp.
Burkholderia kururiensis
Burkholderia vietnamiensis

Rhanella spp.

Pantoea spp.

Rhizobium spp.
Pseudomonas spp.
Brevundimonas spp.
Enterobacter spp.
Herbaspirillum spp.
Burkholderia spp.
Sphingomonas sp.
Pantoea agglomerans
Pseudomonas spp.
Frigoribacterium spp.
Microbacterium testaceum
Clavibacter michiganensis
Flavobacterium sp.

Aji (Capsicum annuum L.)

Arroz (Oryza sativa L.)
Alamo (Populus trichocarpa)

Maiz (Zea mays L.)

Papa (Solanum tuberosum L.)

Sziderics et al, (2007)

Mattos et al. (2008)
Xin et al, (2009)

Montafiez et al. (2012)

Sessitsch et al. (2004)
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2 OBJETIVOS.

2.1 Objetivo general.

Evaluar in vitro la densidad y potencial promotor de crecimiento vegetal de bacterias endofitas
aisladas de pasto colosuana (Bothriochloa pertusa) en el municipio de Corozal, departamento de

Sucre, Colombia.

2.2 Objetivos especificos.

+ Determinar la densidad poblacional de bacterias endofitas asociadas a los tejidos (Raiz,
Tallo y Hojas) de pasto colosuana (Bothriochloa pertusa).

« Evaluar cualitativa y cuantitativamente la capacidad promotora de crecimiento mediante
la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfato, produccion de acido indo acético y
sideroforos por los morfotipos bacterianos.

+ Identificar molecularmente mediante secuenciamiento las especies de bacterias endéfitas

con mejor capacidad de promocion de crecimiento vegetal.
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3 METODOLOGIA

3.1 Area de estudio.

La investigacion se llevd a cabo en dos etapas: en campo y laboratorio. En la primera etapa se
procedid, con base a informacién suministrada por ganaderos de la region, a seleccionar las areas
establecidas Unicamente con pasto colosuana para la toma de muestras bioldgicas (raiz, tallo y
hojas) y de suelo para el estudio de las condiciones fisicoquimicas. El area de estudio seleccionado
correspondio a fincas ganaderas localizadas en los corregimientos donde Unicamente se encontro
establecido el pasto colosuana, los cuales fueron: Hato Nuevo, EI Mamon. Cantagallo, las Pefias y

Chapinero (municipio de Corozal- Sucre) (Figura 4).
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Figura 4: Corregimientos muestreados para la recoleccion del materlal vegetal Fuente: Google earth
(2016)
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3.2 Muestreo.

El muestreo se realizé en fincas ganaderas durante el segundo periodo de 2016, en cada sitio se
Ilevo a cabo un muestreo aleatorio en forma de zig-zag colectando plantas de pasto colosuana con
raices, tallos y hojas. Las muestras fueron rotuladas con la fecha de colecta, finca y corregimiento.
Estas fueron almacenadas y conservadas para su transporte al Laboratorio de Investigaciones
Microbioldgicas de la Universidad de Sucre para sus analisis microbioldgicos.

3.3 Muestras y analisis de suelo.

Las muestras de suelo para la determinacion de las propiedades fisico-quimicas se colectaron en
las mismas fincas donde se tomaron las muestras de pasto colosuana, se tomaron varias
submuestras pequefias de distintas partes de las fincas, seleccionadas para representar el area total.
Las muestras se tomaron en forma de zig-zag en toda el area del terreno, una vez tomadas las
submuestras se mezclaron y homogenizaron para obtener una muestra de suelo de
aproximadamente un kilogramo, que fue rotulado y enviado al laboratorio de suelos agricolas y
aguas de la Universidad de Sucre para su estudio a través del método analitico del laboratorio de
suelos del instituto Agustin Codazzi del 2006 (IGAC, 2006).

3.4 Aislamiento de bacterias endofitas.

El aislamiento de bacterias endofitas se realizé mediante las siguientes etapas:

3.4.1 Desinfeccién superficial de tejidos.

A cada planta colectada, se le hizo separacion de tejidos (raiz, tallo y hoja). Cada tejido por
separado fue sometida a proceso de desinfeccion superficial mediante protocolos descrito por Pérez

et al. (2010): El cual consistié en dos lavados de las raices en agua destilada estéril,
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seguida de agitacion por 15 min en solucién tampén fosfato de potasio 0.05 mol/L, pH 7.0;
inmersion por 1 min en etanol 70% v/v ; agitacion por 5 min en solucién de hipoclorito de sodio
5% v/v y sumergido en Tween 80; nuevamente se realiza inmersion por 1 min en etanol 70%
seguida de agitacion por 15 min en solucién tampén fosfato de potasio 0.05 mol/L, pH 7.0;

finalmente, se lava cuatro veces en agua destilada esterilizada. El proceso se repitié dos veces.

3.4.2 Determinacion de la densidad poblacional.

Después del proceso de desinfeccion, cada tejido se depositd en plato de porcelana, se maceré con
ayuda de nitrégeno liquido hasta homogenizar. EI macerado se transfirié a un tubo con 9 mL de
agua peptonada y se dejé en agitacién por 24 horas a 30°C. De cada muestra se prepararon
diluciones seriadas (10-1 a 10-8) por triplicado de las cuales se tomaron alicuotas y se depositaron
sobre la superficie de agar R2A y se incubaron a 32°C por 72 horas. La densidad poblacional de
bacterias por tejido (UFC/g de tejido) fue determinada mediante el conteo directo de colonias en
las placas. Durante el conteo se observaron y seleccionaron aquellas colonias que se diferenciaban

en cuanto a forma, textura, color y tamafio (Oliveira et al., 2013; Pérez, Tuberquia & Amell, 2014).

3.4.3 Evaluacion In vitro actividad de promocion de crecimiento de bacteriasendofitas

aisladas de los tejidos de pasto colosuana.

Cada uno de los aislados de bacterias endofitas obtenidos de los diferentes tejidos de pasto colosana
fueron utilizados para su evaluacion in vitro de la actividad promotora de crecimiento (Fijacion

biologica de nitrogeno, solubilizacion de fosfato, produccién de acido indol acético y sideréforo).

3.4.4 Fijacion biologica de nitrogeno.

La evaluacion cualitativa de fijacion de nitrogeno se llevéd a cabo mediante la siembra directa de
cada morfotipo sobre la superficie del medio selectivo agar BURK (5 gr MgSQOa, 20 gr KH2PO4,
5 gr K:HPO4, 3.25 gr CaS0Os, 1.45 gr FeCls, 0.253 gr NaMoOs, 1000 mL de agua destilada
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esteril) (Park et al., 2005; Tejera, Lluch, Martinez-Toledo, & Gonzalez-Lopez, 2005) carente de
fuente de nitrégeno como evaluador de la actividad fijadora de nitrogeno. Los resultados se
observaron segun el crecimiento de la bacteria en medio.

Una vez seleccionadas las bacterias por su 6ptimo crecimiento en medio de cultivo, se procedio a
evaluar la cantidad de nitrgeno fijado por evaluacion indirecta de la cantidad nitrégeno reducido
en forma de ion amonio, empleando el método colorimétrico de Berthelot. Para esta prueba los
aislados se inocularon en medio caldo Burk’s a 30°C durante 72 horas a 150 rpm. Luego de este
tiempo se le afiadié al medio KCI a 2M, en incubando nuevamente a las mismas condiciones ya
descritas por 1 hora. Seguidamente se tomaron 10 mL de sobrenadante y se centrifugaron a 8000
rpm por 20 min, al finalizar este tiempo se le agregd una solucion alcohélica de fenol al 10%,
nitroprusiato de sodio al 0.5% y 1 ml de solucién oxidante (20g citrato de sodio, 1 g de hidréxido
de sodio y 1 mL de hipoclorito de sodio 1.5N en 100mL de H20) la mezcla méas la muestra se
incubo por 1 hora para luego analizar los resultados mediante lectura de absorbancia a 632 nm en
un espectrofotdometro Genesys 10S UV-Vis. La curva patron empleada fue la estandarizada por el
laboratorio de biotecnologia de la Universidad de Cordoba. T(Lara, Villalba, & Oviedo, 2007)

Codos aislamiento se evaluara por triplicado.

3.45 Solubilizacion de fosfato.

La evaluacion cualitativa de solubilizacion de fosfatos, se llevé a cabo mediante la siembra directa
de cada morfotipo sobre la superficie del medio de cultivo solido segin NBRID (10 gr Glucosa, 5
gr Cas(PQa)2, 5 gr MgCl.* 6H-0, 0.25 gr MgSO.* 7H-0, 0.2 gr KCI, (NHz)SOsen 1000 mL de
agua destilada) (Dawwam et al., 2013). Este medio de cultivo contiene sales de fosfato de calcio y
purpura de bromocresol como indicador de pH. Aproximadamente a los 6 dias de siembra se
seleccionaron colonias bacterianas que formaron un halo transparente, indice del proceso de
acidificacion del medio (viraje de color blanco a amarillo debido al cambio de pH) lo cual indicaba
actividad solubilizadora de fosfato.

Los aislados, que produjeron el halo y los que no, fueron evaluados para determinar la eficiencia
de la capacidad de las bacterias endofitas aisladas de los diferentes tejidos a solubilizar fosfato en

el medio de cultivo NBRID a través de la medicion indirecta de fosfato disuelto (Rodriguez et
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al., 2006). Para esto los aislados se incubaron en medio NBRID enriquecido con fosfato de calcio
tribasico durante 72 horas a 30°C a 150 rpm; pasado este tiempo las muestras fueron centrifugadas
a 8000 rpm por 20 minutos. Luego del sobrenadante se tom6 1 mL, el cual se resuspendié en 7 mL
de agua destilada; a esta suspension se le agrega 2 mL del reactivo Vaneato Molibdato para luego
incubar las muestras durante 30 minutos. Pasado este tiempo se tomaron las lecturas de absorbancia
a 540 nm, los datos se analizaron empleando la curva patron estandarizada en el laboratorio de
biotecnologia de la Universidad de Cordoba. Cada aislamiento se evalu6 por triplicado (Lara,
Sanes & Oviedo, 2013) .

3.4.6 Produccion de Acido indol acético (AIA).

La evaluacion cuantitativa de la produccion de &cido indol acético (AlA) se realizo de la siguiente
manera: La capacidad de producir de &cido indol acético de las bacterias endofitas, fue evaluada,
utilizando el medio liquido Burk Corea (0.41 gr KH2PO4, 0.52 gr K:HPO., 0.05 gr NazSQOa, 0.2 gr
CaClz, 0.1 MgSO4* 7H:0, 0.01 gr Fe SO4+* 7H-0, 0.0025 gr NaMoOs, en 1000

mL de agua destilada), y suplementado con 0,1 gr triptéfano (precursor del &cido indol acético).
La densidad optica de los cultivos fue medida, los aislados fueron llevados a una misma
concentracion de 106 UFC/ tejido, para luego ser sembrados en el medio descrito e incubados a
150 rpm por 72 horas, pasado este tiempo se tomo 1 mL de la suspensidn bacteriana y se centrifugo
a 12000 rpm por 5 min. Luego se tomo una alicuota del sobrenadante y se le agrego el reactivo de
Salkowski (Dawwam et al., 2013; Gordon & Weber, 1951), esta se incubd en oscuridad por 30
min pasado este tiempo se midio la absorbancia de la muestra a 450nm. Para la determinacion
cuantitativa se utiliz6 la curva estandarizada a través de soluciones estandar de acido 3 indol acético
puro realizado previamente por el laboratorio de biotecnologia de la Universidad de Cordoba.
(Lara, Oviedo, & Betancur, 2011; Sarwar, Arshad, Martens, & Frankenberger Jr, 1992) Cada

aislamiento se evaluo por triplicado.
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3.4.7 Produccién de sideréforos.

La evaluacién cualitativa de la produccion de sider6foros se llevoé a cabo mediante la siembra
directa de cada morfotipo sobre la superficie del medio cromo azurol-S (CAS) propuesto por
Schwyn y Neilands (1987), el cual consistio en disolver 60.5 mg de CAS en 50 mL de agua
destilada, a esta mezcla se le adicion6 10 mL de solucion de hierro (111) (1 mM de FeCls. 6 H20 y
10 mM de HCI), bajo agitacion. La solucion se mezcla con 72.9 mg de HDTMA disuelto en 40
mL de agua. El liquido azul resultante se esteriliz6 a 121°C por 15 minutos. En otro recipiente
también se esterilizé una mezcla de 750 mL de agua, 15 gr de agar, 30.24 g de pipes, y 12 g de una
solucion 50% (w/w) de NaOH ajustado a pH de 6.8. Al medio se le agregaron 4 g de glucosa como
fuente de carbono. Las aislados se sembraron utilizando palitos de madera y se incubaron durante
7 dias a 30°C. La habilidad de la bacteria para producir sideroforos se evidencio por la formacion
de un halo transparente alrededor de las colonias.

3.5 Identificacion molecular de bacterias endofitas con actividad positiva de promocion

de crecimiento.

La identificacion a nivel molecular de las bacterias endofitas que mostraron actividad positiva

como promotoras de crecimiento se llevo a cabo mediante las siguientes etapas:

35.1 Extraccion de ADN de Bacterias Endofitas.

Cada uno de los aislados que mostraron actividad positiva de promocion de crecimiento fueron
utilizadas para la extraccion del ADN genomico, esta extraccion de ADN se realiz6 segun el
protocolo descrito por (Green & Sambrook, 2012; Oliveira et al., 2013).

Los aislados bacterianos fueron purificados, y activados en medio LB, durante 18 horas, pasado
este tiempo se tomod 1 mL de la suspensidn bacteriana y se centrifugo a 12000 rpm para obtener un
precipitado bacteriano; este precipitado se resuspendié en EDTA 0.5M y fue centrifugado a 12000
rpm por 20 min; el precipitado fue tratado con buffer de lisis (EDTA 0.5M y SDS 0.25%)
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e incubandose la mezcla a 60°C por 1 hora. Pasado este tiempo se adicion6 NaCl 5M con
incubacion a 4°C durante 5 minutos, para luego centrifugar las muestras a 12000rpm. A la
suspension resultante se le adiciond un mismo volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
25:24:1 y se centrifug6 a 12000rpm, a la suspension se le adicioné medio volumen de isopropanol
para luego incubarlas durante 14 horas. Finalmente, las muestras se le adicionara etanol hasta secar

el ADN para luego ser resuspendidas en buffer TE 0.5X.

35.2 Amplificacion de ADN de bacterias endofitas.

Para la identificacion molecular de bacterias endéfitas promotoras de crecimiento se emplearon
oligonucleétidos universales para amplificar el gen que codifica la molécula de la subunidad
pequefia ribosomal ARNr 16S de eubacterias. Para la amplificacion se usaron los oligonucledtidos
universales 29F1 y 1492r el cual genera un fragmento de ~1500 pb; una de las muestras fue
amplificada con los oligonucledtidos especificos del grupo Betaproteobacterias F948 y R1492 del

mismo gen cuyo fragmento es de ~600pb.

3.5.3 Secuenciacion de ADN amplificado.

Los productos de la amplificacion fueron enviados para su purificacion y secuenciacion a la
empresa de Macrogen Korea. Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas, se realizdé una
busqueda de las secuencias homologas con las secuencias almacenadas en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI). El alineamiento de bases se realiz6 con el
software Clustal W y el analisis y correccion con el programa Mega 6.0. (Tamura, Stecher,
Peterson, Filipski & Kumar, 2013). Empleando el mismo programa se determind el método con

que se evalud las inferencias filogenéticas.

35



3.6 Andlisis estadistico

Para evaluar la densidad poblacional de bacterias endéfitas en relacion a corregimiento y tejido se
realiz6 un Andlisis de Varianza Multifactorial de dos vias. La prueba multiple de rangos para
establecer diferencias significativas entre las medias se realizo por el método de Bonferroni con
un 95% de confianza. Los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico STATGRAFIC
(Team, 2017).
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4 RESULTADOS.

4.1 Andlisis de suelo.

Los resultados de las medias de caracterizacion de los parametros fisico-quimicos encontrados en
la muestra de suelo de las fincas ganaderas, pertenecientes a la cinco corregimientos objeto del
presente estudio, sefialan que los suelos presentaron las siguientes caracteristicas fisico-quimica:
valores de pH fuertemente acido a ligeramente &cido; contenidos de materia organica y calcio de
muy bajos a abundante; fésforo y magnesio de bajos a abundantes; potasio de muy bajos a bajo;
sodio de excesivo a bajo y textura de franco arcillosa, franco arenosa a arenoso franco (Tabla 6).

Tabla 6: Medias de parametros quimicos de suelos de fincas ganaderas por corregimientos, municipio de
Corozal, departamento de Sucre, Colombia.

pH (Agua 1:1 P/V) 6.32 6.10 4.98 5.20 4.74 5.80-7.20
ligeramente acido ligeramente acido fuertemente 4cido  fuertemente acido  fuertemente &cido
Materia organica (%) 2.23A 0.16 F 119D 1.18D 119D 2.00-4.00
Fésforo (ppm), Bray Il 2557C 12.13C 592D 93.83 A 4501 A 15-30
C.I.C. (meq/100 gr de suelo) 18.00 C 7.50 D 15.00 C 11.00C 10.00 C 10-20
Calcio (Cmol.kg-1 suelo) 11.00 A 1.60F 2.00F 3.00D 2.80F 5-7
Magnesio (Cmol.kg-1 suelo) 5.00 A 3.73B 3.67B 3.67B 220C 2-3
Potasio (Cmol.kg-1 suelo) 0.16 D 0.01F 0.01F 0.12D 0.01F 0.2-0.4
Sodio (Cmol.kg-1 suelo) 192E 0.60C 1.00A 1.00A 0.90B <1.0
Aluminio intercambiable (Cmol.kg-!suelo) - - 0.77B 0.98B 0.58B <0.2
Textura (M. Bouyoucos) F.AR. A.F. F.AR. A.F. F.A.
Franco arenoso Arenoso franco  Franco arenoso Arenoso franco

Arena (%) 72.50 78.21 69.58 81.25 77.92 20-50
Arcilla (%) 7.08 4.64 10.42 7.08 10.42 20-60
Limo (%) 20.42 17.15 20.00 11.67 11.66 20-70
Saturacion de calcio (%) 61.11B 21.33D 13.33F 27.27D 28.00 B 50-70
Saturacion de magnesio (%) 7.78B 49.73 A 24.47B 33.36 A 22.00 A 20-30
Saturacion de sodio (%) 10.67 B 8.00C 24.47D 9.09C 9.00B <6.0
Saturacion de potasio (%) 0.78C 0.02F 0.07C 1.10C 0.10F 1.25-35
Saturacion de aluminio (%) - - 5.13C 891C 5.80C <5.0
Relacion calcio /magnesio 220N 0.43 0.57 0.82 1.27 2-4

invertida invertida invertida Estrecha (normal)
Conductividad eléctrica (MicroS/cms) 620.00 N 103.50 N 141.00 N 330.00 N 17400 N <2.000
Salinidad % en pasta saturada 0.20N 0.00 0.00 0.00 0.00N 0.0-0.20

INTERPRETACION: A: Contenido abundante o valor alto, pero no excesivo; B: Contenido
suficiente o valor adecuado (Bueno); C: Contenido Moderado o valor medio (regular); D:
Contenido deficiente o valor bajo (pobre); E: Contenido excesivo o valor muy alto, puede ser
perjudicial; F: Contenido infimo o valor muy bajo (muy pobre) y M.A.: Contenido muy Alto.
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4.2 Aislamiento y densidad de bacterias enddfitas.

Se aislaron un total de 51 morfotipos de bacterias endéfitas de diferentes tejidos de pasto colosuana.
La densidad poblacional de estas bacterias vari6 en un rango de 3.10x10%+4.48x10%° UFC/g de
tejido. Los resultados del andlisis multifactorial entre densidad poblacional en funcién

corregimiento y tejidos muestran diferencias altamente significativas para cada variable (Tabla 7).

Tabla 7: Analisis multifactorial de densidad poblacional (UFC/gr de tejido) de bacterias endéfitas
en funcién a zona, finca y tejidos de pasto colosuana pertenecientes a fincas ganaderas de los
corregimientos del municipio de Corozal, departamento de Sucre, Colombia. 2016.

Efectos Principales

Tejidos 2.58x10%® 2 1.54x10% 4.28 0.0063
(corregimientos) 3.18x10% 2 1.34x10% 3.77 0.0076
Residuos 4.12x10% 120 3.31x102°

Total (Corregido) 4.60x10% 124

*Diferencia altamente significativa con un 95.0% de nivel de confianza.

Los resultados de la prueba de Tukey de medias para densidad poblacional de bacterias endofitas
por corregimiento (Figura 5), sefialan que el corregimiento de Las Pefias presentd las mayores
densidades poblacionales (4.48x10™ UFC/ g de tejido), sequida del corregimiento del Mamén
(3.31x10™ UFC/g de tejido), Canta gallo (2.8x10° UFC/g de tejido), Chapinero (2.45 x10*° UFC/g
de tejido), con respecto al corregimiento de Hato nuevo que obtuvo la menor densidad poblacional

de bacterias endofitas 3.18 x108 UFC/g de tejido respectivamente.
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Figura 5: Resultado de la prueba de Tukey de la distribucion de densidad poblacional de
bacterias endofita por corregimientos, municipio de Corozal, departamento de Sucre,
Colombia. 2016.

La prueba de tukey para densidad poblacional de bacterias endéfitas con respecto a tejido vegetal
analizado (Figura 6), muestra diferencias significativas, indicando mayores medias de densidades
poblacionales de bacterias endo6fita en raices para cada uno de los corregimientos estudiados (5.0
X 10%; 3.8 X 10%; 2.8 X 10%%; 2.4 X 10y 1.5 X10 UFC/g de raiz, para los corregimientos de La
Pefias, EI Mamon, Cantagallo, Chapinero y Hato Nuevo, respectivamente), mientras que la
menores valores medios fueron observados para tallos y hojas respectivamente en cada

corregimiento muestreado.
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Figura 6: Resultado de la prueba de Tukey de la distribucion de densidad poblacional de
bacterias enddéfita por tejido, municipio de Corozal, departamento de Sucre, Colombia. 2016.

4.3 Evaluacién in vitro de actividad promotora de crecimiento de bacterias enddfitas

aisladas de pasto colosuana.

4.3.1 Evaluacion cualitativa de la capacidad fijadora de nitrégeno.

En el proceso de evaluacion de seleccion de bacterias endofitas fijadoras de nitrégeno, se
seleccionaron los aislados que fueran viables a las réplicas sucesivas, y que durante el tiempo de
incubacion presentaran buena apariencia en sus caracteristicas cultivables en el medio selectivo
agar BURK (Figura 7).
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Figura 7: Bacteria endéfita fijadora de nitrégeno en medio selectivo agar BURK, aislada de tejido

de raiz, corregimiento Las Pefias, municipio de Corozal, departamento de Sucre, Colombia.
Fuente: Arturo Doncel Mestra, 2016; banco gendémico laboratorio Investigaciones

microbioldgicas Universidad de Sucre.

El total de aislados de bacterias endofitas cultivables y viables a las réplicas fue de 31 con

capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno distribuida en los cinco corregimientos analizados y

en cada uno de los tejidos: raiz, tallo y hoja (Tabla 8).
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Tabla 8: Numero de aislados con capacidad cualitativa de fijacion bioldgica de nitrégeno en
medio selectivo agar BURK.

Las Pefias 2 3 4 9
El Mamoén 2 3 3 8
Cantagallo 2 2 2 6
Chapinero 2 2 2 6
Hato Nuevo 1 0 1 2
Total 9 10 12 31

4.3.2 Eficiencia en la fijacion de nitrégeno.

La produccion de lon amonio se determino a traves del método de Berthelot el cual consiste en el
cambio de coloracion a un azul intenso de indolfenol debido a la reaccion producida entre el ion
amonio y compuestos fendlicos en presencia de un agente oxidante. Adicionalmente, se utilizo
para la prueba en medio Burk’s libre de nitrogeno, el cual permite observar la capacidad de las
bacterias endofitas de convertir el nitrégeno atmosférico y expulsarlo al medio. Se evaluaron un
total de 31 morfotipos de bacterias endofitas aislados de los diferentes tejidos estudiados, de los

cuales solo 18 mostraron capacidad reductora de N2a amonio (Figura 8).
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Figura 8: Concentracion en mg/L de lon amonio producida por bacterias enddfitas aisladas de
pasto colosuana.

M: morfotipo; R: raiz, T: tallo, H: hoja; LP: Las Pefias, EM: EI Mamén, C: Cantagallo, CH:
Chapinero, A: Hato Nuevo. (Datos evaluados por triplicado). 2016.

Las mayores concentraciones promedios en la produccién del ion amonio la mostro el aislado
M4HLP (1.17mg/L) que corresponde al morfotipo 4 aislado de hoja de pasto colosuana
proveniente de fincas ganaderas localizadas en el corregimiento de Las Pefias, seguido de M2HEM
(2.10 mg/L) morfotipo aislado de hoja de pasto colosuana del corregimiento EI Mamén. De
acuerdo a los resultados observados en la figura 8 se observa que las mayores concentraciones
promedio en la produccion del ion amonio se encontrd en hojas, seguida del tallo y los menores en

raices.
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4.3.3 Evaluacion cualitativa de la capacidad solubilizadora de fosfato.

Para la actividad cualitativa de solubilizacion de fosfato, los asilados bacterianos se seleccionaron
segun el crecimiento de colonias en medio NBRIP, donde un resultado positivo se determinaba por
la presencia de halos trasparentes alrededor del crecimiento bacteriano, indicando la acidificacion
del medio y la solubilizacion del fosfato que se encontraba en el medio como fosfato de calcio
tribasico (Figura 9).

Solubilizacion de fosfato

Figura 9: Bacterias enddfitas solubilizadoras de fosfato en medio NBRID. M1RLP: morfotipo
1, aislado de raiz de pasto colosuana proveniente de Las Pefias, municipio de Corozal. Fuente
Doncel y Pérez, 2016; banco gendmico laboratorio Investigaciones microbiologicas
Universidad de Sucre.

Del total de aislados de bacterias endofitas solo 15 mostraron capacidad solubilizadora de fosfato
in vitro (Tabla 9). Los resultados muestran que el mayor nimero de asilamientos se encontr6 en
raices y tallo, respectivamente y los menores en hoja. Asimismo en la Tabla se observa, que los
mayores aislados con actividad cualitativa de solubilizacion de fosfatos se encontraron en el

corregimiento de Las Pefias y los menores en Hato Nuevo.
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Tabla 9: NUumero de aislados con capacidad cualitativa de solubilizacién de fosfato en medio
NBRID.

Las Pefias
El Mamon
Cantagallo
Chapinero
Hato Nuevo
Total

NRP PR RPW
OONRRELRN
NOOORR

P WN WO

=
ol

En la figura 10, se observa las concentraciones en mg/L de fosfato soluble de 15 aislados cultivados
en medio liquido NBRIP, los cuales presentaron las mayores concentraciones. Los aislados con
una mayor actividad solubilizadora fueron M1RLP (1530 m/L), M6RLP (1210 mg/L), MOREM
(1112 mg/L) y M6REM (1050 mg/L) los cuales provienen de corregimientos diferentes, pero del
mismo tipo de tejido (raiz). Si observamos los resultados la gran mayoria de aislados provienen de
la raiz, tres de tallo y solo dos aislado de hoja. De otra parte, al momento de realizar la prueba, se
midio el pH inicial del medio NBRIP antes de ser inoculados con las bacterias enddfitas a evaluar,
y luego se comparo el valor del pH inicial, con el valor del pH al final de la prueba, observandose
una disminucion del mismo en aquellos aislados donde fue mayor la concentracion de fosfato
soluble (Figura 10).
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Figura 10: Concentracion en mg/L de fosfato soluble producida por bacterias endoéfitas aisladas
de pasto colosuana, en funcion al pH.

4.3.4 Eficiencia en la solubilizacion de fosfatos por bacterias endofitas de pasto colosuana.

Para evaluar la eficiencia de los aislados de bacterias endodfitas para solubilizar fosfato, se utilizo
el medio de cultivo NBRID desarrollado por National Botanical Research Institute’s phosphate, el
cual ha sido estudiado comparandolo con otros medios empleados para evaluar la eficiencia de la
solubilizacion de fosfato, observandose resultados en cuanto a concentraciones de fosfato soluble
que superan las concentraciones empleando NBRID con respecto a los otros medios utilizados.
Este medio contiene Cas(POas). el cual es empleado como fuente de fosfato que al momento de
producir acidos en el medio, se forman halos traslucidos alrededor de la colonia bacteriana
indicando la actividad solubilizadora. Esta técnica, sin embargo, no es del todo eficiente en cuanto
a la identificacion de bacterias solubilizadoras, debido a que en varios estudios se ha reportado que
cepas bacterianas aunque no presentan formacién del halo en medio solidos de cultivos, presentan

actividad solubilizadora en medios liquidos.
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4.3.5 Evaluacion cualitativa de la capacidad de produccion de sideroforos.

Un total de 12 aislados mostraron actividad in vitro en medio cromo azurol-S (CAS) de produccion
de sideroforo. En la Tabla 10, se observa el nimero de aislados por tejidos y corregimiento con
actividad de produccién de sideréforos. Los resultados muestran que los aislados con mayor
actividad se encontraron en raices y tallo y menor en hojas. Asimismo se observa en la tabla que
los corregimientos de Las Pefias y el Mamon se obtuvieron el mayor nimero de aislados con
actividad productora de sider6foros, mientras que en el corregimiento de Hato Nuevo se encontro
solo un aislado con esta actividad. En la Figura 11, se observa in vitro la actividad de produccion
de sideréforo en medio cromo azurol-S (CAS).

Tabla 10: Numero de aislados con capacidad cualitativa de produccion de sideroforos.

Las Pefias 2 1 1 4
El Mamoén 2 1 0 3
Cantagallo 1 1 0 2
Chapinero 1 1 0 2
Hato Nuevo 1 0 0 1
Total 7 4 1 12
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Produccion de sideroforo

Figura 11: Produccién cualitativa de sider6foros por el aislado MOREM, obtenido de raiz
proveniente del corregimiento del Mamén, municipio de Corozal. Fuente Arturo Doncel,
2017).

4.3.6 Eficiencia en produccion de Acido Indol Acético de bacterias enddfitas de pasto

colosuana.

La determinacion de la auxina se llevo a cabo utilizando el reactivo de Salkowski, el cual a través
de una reaccion redox donde se oxidan compuestos inddlicos a través de sales férricas, esta
reaccion permite observar un cambio de coloracion en el medio que va desde un rosa palido a rosa
intenso segun las concentraciones del acido indol acético producido. Para lograr la induccion del
acido indol acético por partes de las bacterias se hace necesario adicionar al medio de cultivo el
aminodcido triptéfano, debido a que a partir de este aminoacido el AlA es sintetizado por los
microorganismos. En esta prueba se evaluaron un total de 8 aislados provenientes de pasto
colosuana. En la Figura 12, se observa la concentracién en mg/L de AIA producida por bacterias

endofitas, los valores de produccion oscilaron de 1.15 a 12.3 mg/L de AIA. Asimismo se observa
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que los valores mas altos de produccion de AlA por bacterias endofitas fueron mayor en tallo (8

aislados), con respecto a raices (dos aislados).
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6,2 5,7
4 5.0
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Acido indolacético (mg/L)

2,1
1,8 1,2

MS8TLP MO9TEM M6TEM MI1TC M7TCh M3TCh M1RCh M9REM
Aislados bacterianos: 8

Figura 12: Concentracion en mg/L de AlA producida por bacterias endéfitas aisladas de pasto
colosuana.

M: morfotipo, R: raiz, T: tallo, H: hoja; LP: Las Pefias, EM: EI Mamon, C: Cantagallo, Ch:

Chapinero.

Los datos de la tabla anterior, muestra diferencias entre la capacidad de sintesis de AlA entre las
bacterias provenientes de raiz y tallo con una concentracion promedia de 5.01 a 12.3 mg/L de AIA
para las bacterias provenientes de tallo, mientras que para raices fue de 1.15 a 1.8 mg/L de AlA.
La prueba de medias no reflejo diferencias significativas para la sintesis de AlA de las bacterias
endofitas de los tejidos raiz y en general la sintesis de acido indol acético se encuentra en un rango
entre 1.15 mg/L y 12.3 mg/L.
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4.4 ldentificacion molecular de las bacterias enddfitas con actividad promotora de

crecimiento vegetal.

Para la identificacion de las relaciones filogenéticas de las bacterias endéfitas con actividad
positivas para la promocién de crecimiento, se seleccionaron aquellos aislados que mostraron mas
de una actividad simultanea. En la Tabla 11, se relacionan los asilados seleccionados con las

actividades especificas de promocion de crecimiento observada en prueba in vitro:

Tabla 11: Aislados de bacterias endofitas con actividad especifica de promocién de crecimiento,
obtenidas de pasto colosuana, municipio de Corozal, departamento de Sucre, Colombia.

M1RLP + + +
M2TLP + + +
MO9REM + + +
MS8TLP + + +
M3RCh + + +

M: morfotipo (aislados); R: raiz; T: Tallo; LP: Las Pefias; EM: EI Mamén; Ch:Chapinero.

De los cinco aislados descrito en la Tabla 11, cuatro de los aislados fueron amplificadas utilizando
oligonucledtidos universales 29F1 y 1492r para eubacteria, el cual correspondientes a una region
conservada del gen 16srRNA que generd un fragmento de ~1500pb (Figura 13) (De Santis et al.,
2007), y la otra muestra fue amplificada con oligonucledtidos especificos del grupo de
Betaproteobacterias F948 y R1492 del mismo gen cuyo fragmento generado fue de ~600pb (Figura
14).
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M2TPL M3RCh MSREM

Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion del PCR utilizando
oligonucledtidos universales 29F1 y 1492r para eubacteria para los aislados M2TPL, M3RCh y
M9REM.

MPM: Marcador de peso molecular; C-:control negativo, M: morfotipo (aislado); R: raiz; T: tallo;
PL: las Pefias; Ch: Chapinero y EM: El Mamon.

&00 pb

Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion del PCR especifico para el con
oligonucledtidos especificos del grupo de Betaproteobacterias F948 y R1492 para el aislado
M1RPL.

M: Marcador de peso molecular; C-: Control negativo.; R: raiz; PL: las Pefias.
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De los 4 muestras de ADN gendmico de los aislados de bacterias enddfitas amplificadas con los
cebadores universales, uno no arrojo electroferograma debido a una posible degradacion del
material genético que imposibilitd la secuenciacion. Las tres muestras con resultados favorables,
fueron editadas en el programa MEGA, donde fueron alineadas para obtener una secuencia
consenso la cual se contrastd con secuencias registradas en la base de datos GenBank mediante el
algoritmo Blast, teniendo en cuenta los mayores valores de cobertura, identidad y error estandar,
logrando asi identificar a que género o especie pertenecen las secuencias de interes.

Como se observa en la Figura 15, los aislados identificados como M3RCh y M2TLP resultaron ser
Gammaproteobacteria, del género Pseudomonas, y en especifico la secuencia de M2TLP presentd
mayor homologia con un 100% de identidad y cobertura con Pseudomonas hibiscicola
(Stenotrophomonas maltophilia). Al momento de construir el arbol filogenético por el método de
méaxima similitud se corroboré el anélisis de Blast al obtenerse un soporte de rama de 98 para
M3RCh y de 99 para M2TLP, valor que indica la probabilidad de que dichas relaciones
filogenéticas sean las mas cercanas. Por su parte, la secuencia del aislado M8TLP resulto
emparentada con bacterias del Filo Firmicutes, género Bacillus sp con un 100% de identidad y
cobertura (Figura 16). Al construir el arbol se corrobor6 la homologia de la secuencia de interés

con las de la base de datos al obtenerse un soporte de rama de 97.

S B
21 KUS22363 Bacillus Nchenifomis

£l KX¥953869 Bacilus subliis

Ky 316480 Bacillus thuringiznsis

EF 453901 Unculured Acidaminocoscaceas bacterem
LT545584 Salmonslla sp

Figura 15: Arbol filogenético de los aislados M3RCh y M2TLP y sus relaciones con especies de
bacterias del género Pseudomonas. La historia evolutiva fue inferida utilizando el método de
méaxima similitud basado en el modelo de HKY (Hasegawa, Kishino, & Yano, 1985).
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Los soportes de rama indican la razon porcentual del nimero de repeticiones que originaron la

asociacion que se muestra. M: morfotipo; R: raiz; T: Tallo, Ch: Chapinero y LP: Las Pefias.

15 K 123858 Stenotrophomonas maltophilia
21 { KXFTE112 Stenotrophomanas pasvanii
HZESE459 P evdomonas geniculata
alslado M3RCh

9B

KY338042 Gutamicibacter uratax ydans

I— asalado MZTLF
9 e KFOT3267 Pseudomanas hibiscicola

LT545684 Salmonella sp

Figura 16: Arbol filogenético del aislado M8TLP y su relacién con especies de bacterias del
género Bacillus. La historia evolutiva fue inferida utilizando el método de méxima similitud
basado en el modelo de Tamura and Nei (1993).

El soporte de rama indica la razon porcentual del nimero de repeticiones que originaron la

asociacion que se muestra. M: morfotipo; T: tallo y LP: Las Pefias.

La especie de bacteria Pseudomonas hibiscicola fue identificada en 1963 por Moniz (P. hibiscicola
ATCC 19867 GCF_000382065.1). Pseudomonas hibiscicola, Pseudomonas beteli y Xanthomonas
maltophilia (Hugh, 1981; Swings et al., 1983) son sindnimos heterotipicos. Pseudomonas
hibiscicola fue reclasificada como Stenotrophomonas maltophilia (Palleroni y Bradbury, 1993;
Denton y Kerr, 1998). S. maltophilia, es una bacteria gram-negativa, aerobia, no fermentativa
ubicua en ambientes acuaticos, en suelo y planta, ha sido utilizada en aplicaciones biotecnologicas

(Berg et al., 1999), en pacientes inmunosuprimidos produciendo infecciones nosocomiales.
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Por su parte, la muestra de ADN gendmico del aislado M1RLP amplificado con el oligonucleétidos
F948 y R1492 sus secuencias mostro alta homologia con la secuencia de la bacteria Delftia
tsuruhatensis, una Betaproteobacteria del orden Burkholderiales, con un 100% de identidad y
cobertura mediante el analisis en Blast, al momento de hacer la reconstruccion filogenética la
secuencia obtenida presentd pocos sitios informativos lo que impidié construir un arbol.

La especie de bacteria endofita relacionada como Delftia tsuruhatensis fue aislada de raiz pasto
colosuana de fincas ganaderas pertenecientes al corregimiento Las Pefias, la cual segun lo ensayos
in vitro de promocién de crecimiento, mostro capacidad de solubilizacion de fosfato, produccion
de sideréforo y capacidad reductora de N2 a amonio. En tanto, la especie de bacteria endofita
identificada como Pseudomonas hibiscicola aislada de tallo de pasto colosuana en el mismo
corregimiento de Las Pefias, presento capacidad reductora de N2 a amonio solubilizacién de

fosfato, produccion de sideroforo (Tabla 12).

Tabla 12: Actividad promotora de crecimiento de especies de bacterias endofitas asiladas de
pasto colosuana pertenecientes a fincas ganaderas del municipio de Corozal.

Delftia tsuruhatensis
(M1RLP) + + +

Stenotrophomonas

maltophilia

(Pseudomonas

hibiscicola)

(M2TLP) + + +

54



5 DISCUSION.

En este estudio realiz6 la identificacion de poblaciones de bacterias endofitas aisladas de diferentes
tejidos de pasto colosuana utilizado como alimentacién para los bovinos del departamento de
Sucre. Se encontraron valores superiores de densidades poblacional de bacterias endofitas
asociadas a pasto colosuana de 3.10x10% + 4.48x10" UFC /g de tejido, comparado los resultados
obtenidos por Pérez et al. (2014), quienes al determinar la densidad poblacional de bacterias
endofitas asociadas a la especie de pasto colosuana localizada en tres localidades distintas del
departamento de Sucre, reportaron valores promedios de densidades de 3.24x10°+2.2x10"° UFC/g
de tejido para esta especie de pasto. La diferencia encontrado en el presente estudio puedo ser
debido a lo planteado por Pillay y Norwak (1997), quienes manifiesta que la colonizacion de las
bacterias enddfitas varian con la cantidad de inoculo y la especie de bacteria, con las condiciones
ambientales de la zona de estudio, el tipo de tejido vegetal colonizado (Mocali et al., 2003), la
especie y cultivar de la planta hospedera, asi como la interacciones de las plantas con otros
microorganismos benéficos (Araujo et al., 2002) y el proceso de colonizacion utilizado por el
microorganismo endofitos.

Asimismo, este estudio reporta las mayores densidad poblacional de bacterias endéfitas se presentd
en el corregimiento de las Pefias (4.48x10° UFC/g de tejido), sequida del corregimiento del
Mamén (3.31x10° UFC/g de tejido), Canta gallo (2.8x10'°UFC/g de tejido), Chapinero (2.45x10%°
UFC/g de tejido), con respecto al corregimiento de Hato nuevo donde se encontrd la menor
densidad poblacional de bacterias endéfitas 3.18x10® UFC/g de tejido. Con respecto al
corregimiento de Las Pefias los suelos presentaron pH (6.32) ligeramente &cido y valores de
materia organica alto, con respecto al corregimiento de Hato Nuevo, donde predomind suelos con
pH (4.74), de reaccidn fuertemente acido y valores de materia organica de deficiente. Posiblemente
la diferencia encontrada con respecto a densidad poblacional de bacterias endéfitas con respecto a
localidad, pueda estar sustentado a lo planteado por Axelrood et al. (2002), quienes manifiestan
que las bacterias no funcionan eficientemente en suelos acidos. A medida que disminuye el pH del
suelo disminuye también la actividad de los microorganismos que descomponen la materia

organica y proveen nutrientes a las plantas. Aunque la mayoria de las
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bacterias funcionan mejor en niveles de pH del suelo de 7.0, su eficacia disminuye rdpidamente
hasta que los niveles del pH estan por debajo de 6.0. Resultados de estudios llevados a cabo por
Rariz et al. (2012), sobre aislamiento de bacterias endofitas fijadoras de nitrégeno en plantas de
arroz cultivadas en diferentes suelos, encontraron que en aquellos suelos con valores de pH 5.8 y
pH 6.1 para aislar bacterias end6fitas diazotrdficas, mostraron que las bacterias endofitas
diazotréficas promovieron el crecimiento en las plantas mas eficientemente a valores de pH 6.1.
Con respecto a las densidades poblacionales de bacterias endéfitas asociadas al pasto colosuana,
en este estudio se observd que las mayores cantidades de estas bacterias se encontraron en raices
con respecto a tallo y hojas. Resultados similares con la misma especie de pasto, llevados a cabo
por Pérez et al. (2014), encontrados valores mayores de 1.61x10° UFC/g de tejido en raices con
respecto a tallo y hoja. Estudios moleculares sobre diversidad de bacterias endéfitas indican que
entre los tejidos, raiz, tallo y hoja, se encuentra una mayor diversidad poblacional en raiz, debido
a la gran diversidad de bacterias en el suelo y por el sitio de entrada de las bacterias a la planta
que es dado en este tejido (Mano & Morisaki, 2008; Zhang et al., 2013). Segun lo manifestado
por Bowen y Rovira, (1999), el crecimiento y desarrollo del sistema radical afecta
significativamente a las poblaciones bacterianas del suelo por la disponibilidad de una fuente de

carbono, derivada de compuestos organicos liberados por la raiz.

De otra parte, para soportar la importancia de las bacterias promotoras de crecimiento, diversos
estudios sefialan que las bacterias y las plantas han coevolucionado llevando a cabo distintos tipos
de asociaciones incluyendo interacciones comensalistas, mutualistas y patogenas. Desde el punto
de vista de la planta, una interaccion benéfica puede incrementar el crecimiento vegetal (aumento
del rendimiento), mientras que una interaccion patégena disminuye el rendimiento y el posible
desarrollo de enfermedad. Con relacion a las interacciones mutualistas se conocen dos formas en
la que las plantas responden a la presencia de las Ilamadas bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (BPCV): de forma directa e indirecta. En forma directa producen sustancias estimulantes
del crecimiento como fitohormonas (auxinas, giberelina, citoquininas, etc) (Feng et al., 2006) e
incremento en la capacidad de absorcion de nutrientes minerales como el nitrogeno y fosforo
(Peérez et al., 2014). Como mecanismos indirectos se describe el control biolégico y la estimulacion

de resistencia sistémica inducida de las plantas. El control biolégico llevado a cabo
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por las bacterias es realizado por competencia (espacios, nutrientes, agua, luz, oxigeno) (Strobel
et al., 2004).

En este sentido, este estudio evalud in vitro la capacidad de los aislados de bacterias endéfitas de
fijar biologicamente el nitrogeno, la capacidad de reductora de N2a amonio, solubilizacion de
fosfato, la produccién de &cido indol acético y de sider6foro. Diversos estudios han sefialado la
importancia de las bacterias end6fitas como promotoras de crecimiento a través de mecanismos
directos o actuando como agentes de control bioldgico. Una de la especie de bacteria endofita
aislada en este estudio, fue identificada como Delftia tsuruhatensis, los ensayos in vitro llevado a
cabo mostraron que esta bacteria aislada de raiz pasto colosuana promueve el crecimiento de esta
especie vegetal mediante la capacidad de solubilizacion de fosfato, produccion de sider6foro y
capacidad reductora de N2a amonio. La otra especie de bacteria endéfita fue identificada como
Pseudomonas hibiscicola (Stenotrophomonas maltophilia) aislada de tallo de pasto colosuana
mostré capacidad reductora de N2a amonio solubilizacion de fosfato, produccion de sideroforos.
Estudios llevados a cabo han sefialado que Pseudomonas hibiscicola (S. maltophilia) ha sido
reportada como una bacteria endofita en la planta conocida como pimienta negra (Piper nigrum).
En el estudio se aislaron 20 cepas de bacterias y se encontré que Ps. hibiscicola es productora de
sideroforos y en menor cantidad de AIA (Jasim, Jimtha, Jyothis, & Radhakrishnan, 2013). En
otro estudio, realizado con plantas medicinales en China se identifico a que Ps. hibiscicola y se
comprobd la capacidad de produccién de AIA (8.51 pg/mL), ademas de la actividad de control
biologica ejercida contra los fitopatdgenos como Dothiorella gregaria y Botryosphaeria
dothidea (Liu, Dou & Ma, 2016). La capacidad de fijacion de nitrogeno de esta bacteria en la
leguminosa Parkia roxburghii fue reportado por Singh y Mazumder (2015) mediante la
amplificacion del gen nif. En otros trabajos también se ha detectado esta misma bacteria como
endodfita de semillas de maiz (Zea mays) en diferentes estadios de desarrollo (Liu, Zuo, Zou,
Wang & Song, 2013), asi como también en plantas de sorgo (Sorghum bicolor) (Finyom, 2012),
y en plantas de Sabila (Aloe vera), donde se encontr6 que producia metabolitos con actividad
antioxidante (Akinsanya, Goh, Lim & Ting, 2015). A la fecha en que se realiz6 el presente
estudio no existe evidencia en literatura especializada sobre la presencia de Pseudomonas

hibiscicola, como bacteria endéfita asociada a pasto colosuana en Colombia ni a nivel mundial,
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razén por lo cual este seria el primer reporte de esta bacteria endéfita con capacidad de promover
el crecimiento in vitro del pasto colosuana.

Estudios recientes realizados por Rojas-Solis et al., 2018, a Stenotrophomonas maltophilia CR71
(Pseudomonas hibiscicola) como una bacteria end6fita que mediante ensayos in vitro presenta
excelente accion antagdnica contra el micelio del hongo Fitopatégeno Botrytis cinérea, mediante
la emision de compuestos volatiles orgéanicos (VOCs, por sus siglas en ingles). En ensayos de
invernadero esta misma especie de bacteria inoculada en plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum cv Saladette) mostré eficiente actividad como promotora de crecimiento en dichas
plantas.

Con respecto a la bacteria Delftia tsuruhatensis, ha sido aislada de raices de arroz (Sun et al., 2008),
y su potencial promotor de crecimiento ha sido descrito (Han et al., 2005) al ser encontrada en el
rizoplano del arroz. En pasto de trigo también ha sido encontrada bacterias del género Delftia
(Ringelberg, Foley & Reynolds, 2012). Asimismo esta bacteria fue reportada por Wurdig et al.
(2007), en estudio sobre diversidad de bacterias endofitas diazotrdficas asociadas a plantas de millo
de la region Rio Grande del Sur en Brasil, los resultados demostraron que existe una alta diversidad
de bacterias endofitas entre las que se identifico a D. tsuruhatensis con capacidad de fijacion de
nitrégeno millo.

Con respecto a la eficiencia del nitrogeno por parte de las bacterias endéfitas aisladas de pasto
colosuana se encontré que 18 aislado mostraron capacidad de produccion del ion amonio en
concentraciones de 0.23 a 1.17 mg/L. Sin embargo, estudios similares en pasto colosuana no han
sido realizado a la fecha, pero Lara et al. (2007) en su trabajo Bacterias fijadoras asimbioticas de
nitrégeno de la zona agricola de San Carlos. Cordoba, Colombia, reportaron que 14 aislados
produjeron concentraciones de 0.9 hasta 5.2 mg/L. El género de bacteria Azotobacter sp., A16PG
y A26M1P produjo (5.1545y 5.1743 mg/L de amonio, respectivamente), y el género Azospirrillum
spp, ABM1G (4.6741 mg/L de amonio). La fijacion biologica del nitrogeno (FBN) por bacterias
diazotréficas ha contribuido a incrementar el rendimiento en las cosechas, reduciendo la necesidad
de fertilizantes nitrogenados y la emision de gases toxicos como el N0, obteniendo beneficios

econdmicos y ambientales en las granjas.
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Las especies de bacterias endofitas Delftia tsuruhatensis M1RLP y Ps hibiscicola (S. maltophilia)
M2TLP aisladas de pasto colosuana mostraron capacidad de fijar biolégicamente el nitrégeno y de
produccion del ion amonio. Se tiene evidencia en diferentes estudios de la fijacion bioldgica del
nitrogeno (FBN) por bacterias diazotréficas presente en la rizosfera, las cuales ha contribuido a
incrementar el rendimiento en las cosechas, reduciendo la necesidad de fertilizantes nitrogenados
y la emision de gases toxicos como el N2O, obteniendo beneficios econdmicos y ambientales en
las fincas productoras y este nuevo conocimiento de bacterias enddfitas permitiran a mediano plazo
favorecer los rendimientos de las pasturas por sus aportes de nitrdgeno, ofreciendo una alternativa
viable, amigable con el ambiente y de gran valor para la agricultura sostenible del departamento
de Sucre.

En relacion a la eficiencia en la produccién de fosfato, 15 aislados mostraron esta capacidad in
vitro. 12 de los aislados de bacterias endéfitas solubilizaron el fosfato en un rango de 85 (pH: 6.5)
a 1530 mg/L (pH: 3.8). Los resultados encontrados en el presente estudio muestran una
disminucion del pH a medida que aumenta la concentracion de fosfato soluble. En el ensayo se
realizé la medicion inicial del pH (7.0) del medio NBRIP antes de la inoculacion con los aislados
de bacterias evaluados y al final del experimento se comparo el valor del pH inicial, con el valor
del pH al final de la prueba, encontrandose disminucién del mismo en aquellos ensayos la
concentracion de fosfato soluble fue mayor. Estudios realizados por Barraza y Pérez (2014), donde
se evaluo la eficiencia en la produccion de fosfato por bacterias enddfitas aisladas de diferentes
variedades arroz en el departamento de Cdrdoba, observaron disminucion del valor del pH a
medida que las concentraciones de fosfato soluble aumentan. Esta disminucién del pH
posiblemente se deba a la relacion directamente que existe entre la produccion de &cidos y la
liberacion de compuestos tipo fosfatos. Sin embargo, no siempre se presenta disminucion de valor
del pH, debido a que no todas las especies de bacterias utilizan el mismo mecanismo para liberar
el fosfato y hacerlo disponible para las plantas (Anzuay et al., 2013). Las bacterias solubilizadoras
de fosfato disuelven el fosfato insoluble por la produccion de acidos organicos e inorganicos y/o
por la disminucion del pH; consecuentemente ocurre la produccion de fosfato disponible que puede

ser capturado por la planta (Nautiyal, 1999; Vassilev y Vassileva, 2003; Vazquez et al., 2000).
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Estudio realizado por Pérez et al. (2014) sobre la actividad in vitro de bacterias endofitas fijadoras
de nitrégeno y solubilizadoras de fosfatos, aisladas de pasto colosuana en fincas ganaderas del
municipio de Corozal, identificaron a las bacterias enddfitas Aeromonas salmonicida y Pasteurella
pneumotropica con capacidad cualitativa in vitro simultanea de solubilizar fosfatos y fijar
nitrégeno. Estos resultados sustentan los resultados obtenidos en el presente trabajo con la misma
especie de pastura reportaron el hallazgo de bacterias endo6fitas con capacidad solubilizar fosfato
soluble y produce i6n amonio eficientemente en ensayo in vitro.

En este estudio se encontraron valores de produccion de AlIAde 1.15 a 12.3 mg/L en los 8 aislado
de bacterias endofitas extraidas de pasto colosuana, los valores encontrados no fueron comparados
por no existir trabajos similares en las condiciones del presente estudio. Sin embargo, segun lo
reportado por Lara et al. (2011), aunque las investigaciones sobre evaluacién de la produccion de
AlA arrojen valores altos o bajos si se comparan entre si, estd demostrado que bajas
concentraciones de fitohormona son capaces de estimular el desarrollo vegetal y altas
concentraciones inhiben y reducen la zona de alargamiento; teniendo en cuenta que los
microorganismos nativos estan adaptados a condiciones y ambientes propios, sélo realizando
bioensayos in vitro se podra encontrar la dosis adecuada y comprobar el efecto ejercido sobre los
cultivos a aplicar. Es importante resaltar que la auxina acido indol acético (AlA), induce a la
formacién y aumento de pelos radiculares, logrando con esto una mayor captacion de nutrientes y
promoviendo en consecuencia el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Okon y Vanderleyden,
1997). Se ha establecido que las rizobacterias promotoras del desarrollo vegetal (plant-growth
promoting rhizobacteria, PGPR), juegan un papel fundamental en los cultivos permitiendo
disminuir la utilizacion de fertilizantes quimicos, aumentar el rendimiento, acortar ciclos y por
consiguiente, reducir la contaminacién ambiental (Park et al., 2005).

En este estudio se aislaron 12 aislados de bacterias endéfitas con capacidad de producir sideréforos.
Se ha evidenciado que las bacterias enddfitas poseen diversos mecanismos indirectos para la
promocion del crecimiento de la plantas, dentro los mecanismos principales involucrados se
encuentran la produccion de metabolitos antimicrobianos y de enzimas liticas, la induccion de
resistencia sistémica, competencia por nutrientes y saturacion de nichos ecoldgicos (Zheng et al.,
2016). Dentro de los mecanismos de competencia por nutrientes se encuentra la produccién de

sideroforos. Los sideréforos producidos por bacterias en ambientes con limitaciones de hierro,
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pueden actuar de dos formas: en primer lugar secuestrando el hierro para dejarlo no disponible
para comunidades microbianas patogenas (considerado como un mecanismo de biocontrol) y en
segundo lugar aportando los complejos Fe-sideréforo a las plantas que son capaces de adquirirlo
(Katiyar & Goel, 2004).

Estudios han sefialado que la produccién de sider6foros por la bacteria Streptomyces ha sido
descrita en relacién a procesos de biocontrol de patdgenos por competencia de nutrientes (Verma
et al., 2011). Sin embargo, otras posibles aplicaciones de estas moléculas en relacion a la
promocion de crecimiento vegetal incluyen, el incremento de hierro disponible para plantas
especialmente monocotileddneas en ambientes con dificil de este elemento (Radzki et al., 2013),
la optimizacién en procesos de fitorremediacion de metales pesado (Dimkpa et al., 2009) y su
participacion en la reduccion del efecto inhibitorio de algunos metales sobre la sintesis de auxinas
(Dimkpa et al., 2008).

Finalmente, este estudio encontro que los suelos de las fincas ganaderas presentaron caracteristicas
fisico-quimicas de valores de pH fuertemente &cido a ligeramente acido; contenidos de materia
organica muy bajos a moderados y fosforo de bajos a moderados. Las bacterias endofitas colonizan
tejidos internos del pasto colosuana. Algunas de esta bacterias son capaces de promover el
crecimiento de esta pastura, los mecanismos de promocion empleadas por esta son similares a las
realizadas por las rizobacterias como es la adquisicion de nutrientes necesarios para el crecimiento
y la modulacion del crecimiento y desarrollo de las pasturas. Los diferentes aislados de bacterias
endofitas encontraron en este estudio mostraron actividades de solubilizacion de fosfato soluble,
produccién del ion amonio, produccion de &cido indol acético y de quelacion del elemento hierro
a traves de la produccion de sideroforos, condiciones estas que a futuro convierten estas bacterias
como una posible fuente bioldgica para la produccion de biofertilizantes para la produccion

sostenibles de pasturas en el departamento de Sucre.
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6 CONCLUSION.

En este estudio, se aislaron 51 morfotipos de bacterias end6fitas de pasto colosuana, de los cuales
31 mostraron en ensayo in vitro capacidad de fijacion de nitrdgeno y dentro de ellos 18 tuvieron
capacidad de produccién del ion amonio; 15 morfotipos mostraron capacidad solubilizadoras de
fosfatos soluble; 8 de producir acido indol acético y 12 de productoras de sideroforos.

Dos especies de bacterias endofitas identificadas como Delftia tsuruhatensis M1RLP y
Pseudomonas hibiscicola (S. maltophilia) M2TLP, mostraron excelentes resultados por su
capacidades directas e indirectas de promocidn del crecimiento a través de la solubilizacion de
fosfatos soluble, fijacion bioldgica de nitrogeno (produccion del amonio), produccion de acido
indol aceético y la produccion de sideroforos. Finalmente, esta dos nuevas especies de bacterias
endofitas aisladas de pasto colosuana en el presente estudio pueden ser utilizadas como consorcios
microbianos para actuar efectivamente como promotoras de crecimiento y el biocontrol biologico
simultdneamente en pasto colosuana de fincas ganaderas del municipio de Corozal, departamento

de Sucre, Colombia.
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7 RECOMENDACIONES.

Seguir aislando bacterias endéfitas de pasto colosuana en otras fincas ganaderas del departamento
de Sucre, con el propésito de evaluar in vitro y encontrar nuevos morfotipos con capacidad de
promocion de crecimiento.

Realizar ensayos en invernadero con actividad promotoras de crecimiento de bacterias endofitas y

posteriormente seleccionar las de mejor comportamiento para la evaluacién en campo.
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