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INTRODUCCION

Promocion del
crecimiento vegetal,

Rizobacterias incrementando el
desarrollo de raices y
captaciéon de nutrientes.
Grupo de El crecimiento de las plantas
microorganismos esta dado por la produccion de:
pertenecientes a la
rizosfera. e Fitohormonas:

o Acido giberélico
o  Citoquininas
O AUXi nas Rizésfera, imagen tomada de:
P L. https://lavidaenelsuelo.files.wordpress.com/2015/06/b9fcd-micorrizas_ab.jpg
o  Acido abscisico
e Liberacion de fosfatos y
la captacion de
nitrégeno.



INTRODUCCION

Degradacion del suelo

Bosque Altoandino — Afectacion del bosque

como causa
Disturbios a nivel de suelo J
y vegetacién nativa
Perjudica los servicios
. ., ambientales
Eliminacion de la
vegetacion nativa \
Pérdida de nutrientes —— Afecta las poblaciones
humanas
Cambios en la estructura
fisicoquimica
Alteracion de la

microbiota.



INTRODUCCION

avorecer el crecimiento y
establecimiento de plantas nativas.

Imagen tomada de:
https://i1.wp.com/Olimites.mx/wp-content/uploads/2017/11/unnamed-27-3.jpg?resize=800%2C445&ss|=1



Pregunta de investigacion

;Cudl es el efecto antagonico producido entre rizobacterias
con caracteristicas de promocion del crecimiento
procedentes del suelo en restauracion del Bosque Altoandino,
localidad Usme?




OBJETIVOS

1. Aislar rizobacterias del
Parque Eco Tecnoldgico
UAN a partir de una
muestra de suelo, por
medio de cultivos
selectivos.

3. Realizar pruebas de
antagonismo entre las
rizobacterias aisladas del
suelo de Usme.

Evaluar la actividad
antagoénica entre rizobacterias
con potencial promotor del
crecimiento que fueron
aisladas de suelo en proceso

’ de restauracion ecolégica en
la localidad de Usme.

2. Cuantificar la produccién amonio y de acido indolacético (AlA)
de las cepas aisladas.



ANTECEDENTES

Dias y colaboradores Lara y Negrete
Garcia y colaboradores
) ) ] ] La produccion de auxinas, Los parametros que favorecen
Rlzobacter.|a13 interfieren acido abscisico y sideroforos de a las plantas sometidas a
con la rizésfera de la las rizobacterias promueven el tratamientos con rizobacterias
planta ayudando ?l crecimiento de raices. son: el fortalecimiento de las
desarrollo de la especie raices, area foliar, longitud de Bosque alto andino, imagen tomada de:
Vegetal. |a raiz y peso seco ht‘lp://repositor)agﬂn;?gzd/;gr&co/handle/20.5
2012
2007 2014 2017
2004 2015
Vargas,O. Ministerio de ambiente y Montiel y colaboradores
desarrollo sostenible
Inconvenientes en la La deforestacion es una
restauracion del bosque La cuarta parte del territorio de problematica  ambiental
es la degradacion del Colombia se encuentra deteriorado que degrada el suelo
suelo por su pérdida de por la presion minera, demografica cambiando sus
nutrientes lo que impide el y de especies invasoras que han caracteristicas fisico
aumento de especies transformado, degradado suelos y quimicas siendo  muy
vegetales en general han destruido los dificil que restablezca los

ecosistemas. nutrientes
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DISENO METODOLOGICO

Modelo
descriptivo

POBLACION MUESTRA

Rizobacterias del suelo Parque Eco Rizobacterias fijadoras de nitrégeno,
Tecnoldgico UAN, coordenadas: 4° amiloliticas, solubilizadoras de fésforo y
28'58,5N 74°07°15.5”W. con caracteristicas acido lacticas.




DISENO METODOLOGICO

Hipotesis

\
Existen Rizobacterias no antagonicas en el suelo del Bosque alto andino productoras de metabolitos que

promueven el crecimiento de plantas nativas para ser usadas en restauracién ecoldgica.

Independiente Suelo del Bosque Altoandino e Sitio toma de muestra

Independiente Medios de cultivo selectivos e  Formulaciones de medios de cultivo

Produccién de AlA.
Produccién de amonio.

Dependiente Cantidad de metabolitos PGPR

Dependiente Antagonismo entre las cepas e Inhibicion del crecimiento entre las cepas
seleccionadas.




DISENO METODOLOGICO (objetivo N°1)

Aislamiento de las
rizobacterias
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DISENO METODOLOGICO (objetivo N°2)

Método colorimétrico de Salkowsky
(Glickmann y Dessaux, 1995)
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DISENO METODOLOGICO (objetivo N°2)

Curva de calibracion de Acido Indol Acético
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Grafica N°3. Curva de calibracion de Acido Indol Acético.



DISENO METODOLOGICO (objetivo N°2)

Técnica colorimétrica
fenol-hipoclorito de
Berthelot
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DISENO METODOLOGICO (objetivo N°2)

Curva de calibracion de amonio
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Grafica N°5. Curva de calibracion de amonio.



DISENO METODOLOGICO (objetivo N°3)

Prueba de

antagonismo

-

\ 4

Inocular la cepa en
caldo BHI a 33°C de
24 a 48h

Técnica de difusion en
agar modificada por el
método de Kirby Bauer

Se colocan los discos
impregnados de

> direferentes cepas en
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e
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RESULTADOS Y DISCUSION (objetivo N°1)

Rizobacterias aisladas del Parque Eco Tecnologico UAN
Namero Codigo de la cepa Namero Codigo de la cepa

1 RB-RB5 20 RB-AL23
2 RB-RB15 21 RB-ALX

3 RB-RB24,2 22 RB-AL25
4 RB-RB304 23 RB-KB23
5 RB-RB24 24 RB-KB103
6 RB-RB32 25 RB-KB33
74 RB-RB103 26 RB-KB25
8 RB-RB43 27 RB-KB13
9 RB-C23 28 RB-KB304
10 RB-C35 29 RB-MRS14
11 RB-C25 30 RB-MRS13
12 RB-SM13 31 RB-MRS2
13 RB-SM34 32 RB-MRS24
14 RB-SM23 33 RB-MP14
15 RB-SM1 34 RB-MP15
16 RB-SM01 35 RB-MP34
17 RB-AL24 36 RB-MP24
18 RB-AL33 37 RB-NFB102
19 RB-AL13 38 RB-NFB103

I .
Tabla N°2. Rizobacterias aisladas del Parque Eco Tecnolégico UAN con sus respectivos codigos.

Grupos de microorganismos aislados en suelo

13%

11%\--

m Bacterias solubilizadoras defosfato

Bacterias con actividad enzimatica amiloltica

® Hongoslevaduriformes o filamentosos » Bacterias acidolacticas

s Bacterias Fijadoras de Mitrdgeno

Grafica N°




RESULTADOS Y DISCUSION (objetivo N°2)

Concentracion de acido indol acético en pg/ml
Codigo de la cepa | Concentracion AIA | Coédigo de lacepa |Concentracion AlA
RB-RB5 0 RB-AL25 0.92920354
RB-RB15 0 RE-KB103 5324433776
RB-RB24.2 3,790560472 [~ RB-KB33 22 49162537
R7B-RB304 0 RB-KEZ5 2945827729
RB-RB24 494100295 RB-KB23 0.575221239
RB-RB32 5,353982301 RB-KB13 0
RB-RB103 0 RB-KB304 0
RB-RB43 2,640117994 RB-MRS14 0
RB-C23 0 RB-MRS13 1.696165192
RB-C35 0 RB-MRS2 0
RB-C25 0 RB-MRS24 0
RB-SM13 0 RB-MP14 1.268135841
RB-SM34 0 RB-MP15 0
RB-SM23 0 RB-MP34 1.814159292
RB-SM-1 2,787610619 RB-MP24 1781710914
HG-01 0 REBE-NFB102 0
RB-AL24 0 RB-NFB103 1.843657817
RB-AL33 9,542772861 RB-ALX 0
RB-AL13 0 Bacillus subtilis 435132448
RB-AL23 0 Pseudomonas putids 4675516224

Cepas con mayor produccion de AlA

oncentracion de Al4 enugiml

2 435 468 5,32 5,35
5 | . :7.7 .‘.
0 . . LR A
Sacillus  Pseudormonas K5103 RE32
subtils ATCC putida
6633

cODIGO DE CEPA

Grafica N°7. Cepas con mayor produccién de Acido Indol Acético (AIA
o _— -w’.

-‘.

. .
Resultados desde 0,575ug/ml hasta 29,4ug/ml
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RESULTADOS Y DISCUSION (objetivo N°2)

Hernandez et al. (2004)

Lara et al. (2011)
Zona del Sinu Medio de
Cordoba

Pacheco et al. (2015)

Cepario Nacional de
Biofertilizantes (U. de la
Habana) y Coleccion de

cultivos (U. Bélgica)

5.30ug/ml hasta 21.53ug/ml

Efectos fitotoxicos o
promotores de
crecimiento de AlA en
raices de plantulas de

lechuga.
45ppm y 158ug/ml de AIA

Hoyos et al. (2008)

y Flores et al. (2017)
Norte de Santander

Liceta (2015)

Concentracion de AlA Produccion de AlAy 3 "“-‘?’ ’.‘\; P 4
en brotes de platano fijacién de nitrégeno \w )
simultdneamente A 2 & -
a Promedio de 0.5mg/L
36.23ug/ml —



RESULTADOS Y DISCUSION (objetivo N°2)

Concentracion de amonio en pg/ml

Concentracidn de Amonioen ug/ml

Cepas con mayor produccién de Amonio

10,92
8,21
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W
CODIGO DE CEPA

Cadigo de la cepa | Concentracion amonio C'c'>digo de la cepa | Concentracion amonio
RB-RBS5 0 RB-AL25 6.374805599
RB-RB15 4041990669 RB-KB23 1091601866
RB-RB242 2544479005 RB-KB103 2720062208
RB-RB304 2,548989114 RB-KB33 3,279937792
RB-RB24 3.777604977 RB-KB25 3.886469673
RB-RB32 0 RB-KB13 0
RB-RB103 2.580093313 RE-KB304 0
RB-RB43 3.171073095 RB-MRS14 3.8788677
RB-C23 29544479 RB-MRS13 4957676544
RB-C35 6.951337481 RB-MRS2 3.9087654
RB-C25 3.8765678 RB-MRS24 4244167963
RB-SM13 2.987656 RB-MP14 5.643856921
RB-SM34 3987765 RB-MP15 5.846034215
RB-SM23 1.66251944 RB-MP34 3.404354538
RB-SM-1 6.592534992 RB-MP24 3.987675899
HG-01 0 RB-NFB102 6.981337481
RB-AL24 3.9876756 RB-NFB103 3777604977
RB-AL33 2786757489 RB-ALX 4 477449456
RB-AL13 3.9876859 Bacillus subtilis 1.094712286
RB-AL23 5.690513219 Azotobacter 8.209953344

Grafica N°9. Cepas con mayor produccién de Amonio.




RESULTADOS Y DISCUSION (objetivo N°2)

Lara y colaboradores
(2007)
0.90a 5.17 mgl/l

zona de San Carlos,
Valle del Sinu

Romero Terrones (2017)
10.465 y 25.869 ppm

Pseudomonas del

Silva y Zufiiga (2017)
12.52 'y 37.52 ppm

Bacterias fijadoras de

rizoplano y rizosfera de

nitrégeno aisladas de

Asparagus officinalis L. Asparagus officinalis L.

Aguilar y Deza (2014)
24.74ppm

rizobacterias de

Jatropha curcas L.




Numero de cepas
w

RESULTADOS Y DISCUSION

Numero de cepas aisladas por medio de cultivo de acuerdo a su afinidad
por la coloracion de Gram

Cetrimide SMRS Almidon King B MPSS
Medio de cultivo

MBacteria Gram positvas W Bacteria Gram negativas

Grafica N°11 Porcentaje de cepas aisladas de acuerdo a la afinidad por la

coloracion de Gram

PORCENTAJE DE CEPAS AISLADAS SEGUN AFINIDAD POR LA COLORACION DE GRAM

W Bactera Gram positvas M Bacteria Gram negativas

Grafica N°10  Numero de cepas aisladas por cada medio de cultivo



RESULTADOS Y DISCUSION (objetivo N°3)

Resultados pruebas de antagonismo entre las cepas de rizobacterias

Cepas enfrentadas
Medio de cultivo 5 = = = = Resultado en mm
Siembra masiva en medio Inéculo en disco
RB-C35 vs RB-KB103=0
RB-KB103 RB-C35 vs RB-KB33=0
RB-KB33 —
King B RB-C35 RB-KB25 RB-C35 vs RB-KB23= 2
RB-KB23 RB-C35 vs Pseudomonas putida= 4
Pseudomonas putida
— ——
RB-KB33 RB-KB103 vs RB-KB33=0
RB-KB25 RB-KB103 vs RB-KB25= 0
King B RB-KB103 RB-KB23 RO RV SR RBZ
Pseudomonas putida RB-KB103 vs Pseudomonas putida= 10
RB-KB25 U
King B RB-KB33 RB-KB23 RB- RO23—
Pseudomonas putida RB-KB33 vs Pseudomonas putida= 20
RB-KB25 vs RB-KB23= Crecimiento inhibido
King B RB-KB25 RB-KB23 RB-KB25 vs Pseudomonas putida= 6
Pseudomonas putida
Alad s ol xo 4
RB-ALX AL33 vs AL25=0 I
Almidén RB-AL33 RB-AL25 AL33 vs Bacillus subtilis= 0
Bacillus subtilis
RB-AL33 < & =
Almidén RB-ALX RB-AL25 ALX vs AL25=0
Bacillus subtilis ALX vs Bacillus subtilis= 0
RB-MP34 RB-MP14 vs RB-MP34= 2
MPSS RB-MP14 RB-MP24 RB-MP14 vs RB-MP24= 2
Azotobacter -~ VS Azotopacier=
RB-MP24 RB-MP34 vs RB-MP24= 2
MPSS RB-MP34 Azotobacter RB-MP34 vs Azotfobacter= 4
RB-NFB102 vs RB-NFB103=2
NFB RB-NFB103 — VS Azotobaclier=
RB-NFB102 Azotobacter

Tabla N°4.

Resultados pruebas de antagonismo




Figura N° 6. Pruebas de antagonismo en medios de cultivo entre las cepas de rizobacterias. (A) Medio King B con cepa masiva
RB-C35 contra KB-103, KB-25, KB-23, KB-33 y Pseudomonas. (B) Medio King B con cepa masiva KB-103 contra KB-25, KB-23, KB-33 y
Pseudomonas.(C) Medio King B con cepa masiva KB-33 contra KB-25, KB-23 y Pseudomonas.(D) Medio Almidén con cepa masiva
RBAL-33 contra RBALX, RBAL-25 y Bacillus. (E) Medio Almidén con cepa masiva RBALX contra RBAL-33, RBAL-25 y Bacillus.(F)
Medio NFB con cepa masiva NFB102 contra NFB103 y Azotobacter.



CONCLUSIONES

Se aislaron cepas nativas de una muestra de suelo del Bosque Alto Andino, con potencial
efecto promotor de crecimiento vegetal.

Se cuantificé la produccién de AlA 'y amonio de las rizobacterias aisladas, determinando la
produccion de metabolitos de crecimiento vegetal.

Se escogieron cepas de rizobacterias que no generan competencia entre ellas, lo que las
hace excelentes candidatas para la creacién de un consorcio microbiano para usarse
como bioinéculo, que pueda ser usado los procesos de restauracion ecoldgica
favoreciendo el establecimiento y crecimiento de especies vegetales nativas, quienes no
pueden crecer en suelos alterados y presentan bajas tasas de crecimiento que las deja en
desventaja frente a especies exdticas.



RECOMENDACIONES

Realizar pruebas bioquimicas y moleculares a las cepas aisladas con mayor produccion de
acido indol acético, amonio, determinando cepas patdogenas y no patdogenas.

Seleccionar las cepas no patdgenas y que no presenten antagonismo entre ellas para la
creacion del indculo microbiano.

Probar las rizobacterias en modo consorcio (3 minimo) en la zona de restauracion para
observar los efectos promotores de crecimiento vegetal, midiendo criterios como: 1. Numero
de hojas, 2. Grosor de tallo y 3. Altura.

— RN
Imagen tomada de:
http://activatres.es/blog/wp-content/uploads/2018/08/5-Consejos-para-saber-que%CC

%81-carrera-estudiar.-800x360.png
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