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CARACTERIZACION DE FACTORES PROMOTORES DE CRECIMIENTO
VEGETAL DE Pseudomonas PSICROFILAS Y SU EFECTO EN LA PROMOCION
DE CRECIMIENTO EN TOMATE (Solanum lycopersicum)

RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza que posee gran importancia en cuanto a su
valor nutricional y econdmico. Para una cosecha mas productiva se utilizan fertilizantes,
generalmente quimicos, estos brindan nutrientes adicionales al suelo para que las plantas los
asimilen e incrementen su desarrollo; sin embargo, su uso indiscriminado genera dafios a los
ecosistemas. Para minimizar su uso, existen alternativas biolégicas como el uso de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal (PGPM), que promueven el crecimiento
de plantas por medio de diferentes mecanismos como la solubilizacion de fosfatos, fijacion de
nitrégeno, produccion de fitohormonas y acidos organicos; dichas caracteristicas de los
bioinsumos agricolas constituyen una alternativa para una agricultura sostenible y amigable
con el medio ambiente.

En esta investigacion, se evalud la capacidad de 3 cepas de Pseudomonas psicrofilas (2.1, 2.2
y 2.3) para promover el crecimiento en tomate, mediante la caracterizacion de factores
promotores de crecimiento vegetal. Los resultados obtenidos mostraron que la cepa 2.2 y 2.3



tuvieron una concentracion de fosfato soluble de 199,6 mg/l y 118 mg/l respectivamente,
fijacion de nitrogeno atmosférico donde la Unica cepa que tuvo esta capacidad fue la 2.2,
produccion de acido indolacético con valores de 574.4, 424.9 y 233.7 pg/ml, para las cepas
2.1, 2.2, 2.3 respectivamente, produccion de amonio en que la cepa 2.2 fue la que produjo
mayor concentracion con 0.21 mg/l, y catalasa y motilidad donde se evidencio que todas las
cepas producen la enzima y tienen la capacidad de movilizarse. La identidad de las bacterias
fue confirmada con la amplificacion del gen 16S rRNA.

Palabras clave: Tomate, PGPM, Pseudomonas spp., factores promotores de crecimiento

vegetal, AlA, fosfatos, produccién de amonio, fijacion de nitrégeno, catalasa, motilidad.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza originaria de Sudamérica que actualmente
es distribuida y cosechada a nivel mundial. Colombia ocupa el puesto 32 en produccion
mundial de tomate, este es un cultivo de consumo interno y de amplio uso en la gastronomia,
lo cual implica una problematica, pues, su alta demanda casi que obliga a ser producido con
agroguimicos, una de las actividades que desarrollan los agricultores para obtener mayores
rendimientos; sin embargo, su uso indiscriminado acarrea consecuencias perturbando el suelo
en su capacidad de retencion de agua, fertilidad, salinidad y concentracion de nutrientes, entre

otros?.
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Ademas, el cambio climatico es un factor que afecta la agricultura, por lo que los cultivos son
extremadamente vulnerables, pues, en los ultimos afios los periodos de lluvia se han
prolongado e intensificado su magnitud lo cual afecta directamente el cultivo de tomate, ya
que su temperatura optima de crecimiento esta entre los 20°C y 25°C, lo anterior provoca
reduccién en el rendimiento de las cosechas e incluso pueden llegar a fracasar generando

pérdidas econdémicas.

Dentro de las buenas précticas agricolas (BPA), para el desarrollo de una agricultura
sostenible, que permite reducir los impactos ocasionados por los métodos de fertilizacion
convencional, que no degraden la capacidad productiva de los suelos, que sea de bajo costo,
regenerador de biomasa y protectores del medio ambiente, se constituye como alternativa el
uso de biofertilizantes. Dichos biofertilizantes estan constituidos por bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPM) que tienen la capacidad de impactar en cuatro vias: mejorando
el crecimiento y la productividad de la planta por la presencia de factores de promocion de
crecimiento vegetal®, actuando contra microorganismos patdgenos para disminuir las
enfermedades en el mismo, reduciendo los costos de produccion al reemplazar los

fertilizantes quimicos y por ultimo, protegiendo el suelo y ambiente.

Al tener en cuenta que el uso de biofertilizantes es una alternativa, se sabe que los
biofertilizantes comerciales por lo general son microorganismos mesofilos, donde dichos
microorganismos no tienen la capacidad de crecer éptimamente en condiciones de estrés o
extremas, por ello, en esta investigacion se estudiaron bacterias psicrofilas que tienen la
capacidad de crecer Optimamente en ambientes frios, una posible solucion a una de las

problemaéticas planteadas.

Las PGPM tienen la capacidad de colonizar el sistema radicular o el entorno més cercano, se
pueden clasificar en simbidticas que colonizan el tejido de la planta formando nddulos,
enddfitas que se hospeden en las estructuras internas, y bacterias de vida libre que se
encuentran cerca al sistema radicular de la planta. Entre las PGPM maés referenciadas se
encuentran los géneros: Pseudomonas sp., Azospirillum sp., Rhizobium sp., Bacillus sp.,

Burkholderia sp., Azotobacter sp., Erwinia sp., Klebsiella sp., Xanthomonas sp. y
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Enterobacter sp. En esta investigacion se tuvo como objetivo evaluar cualitativa y
cuantitativamente factores promotores de crecimiento vegetal en Pseudomonas psicroéfilas, y
evaluar su efecto de germinacion en la promocion de crecimiento de tomate (Solanum
lycopersicum), es de gran interés conocer la potencialidad como promotores de crecimiento
vegetal en Pseudomonas psicrofilas, ya que frente al estrés abidtico que sufren los cultivos es
importante encontrar una nueva alternativa de microorganismos que estén adaptados a
condiciones extremas como la temperatura, pudiendo ser utilizados en zonas agricolas donde

el clima es mas frio.

Las metodologias utilizadas para evaluar los factores promotores de crecimiento fueron: la
metodologia propuesta por Glickman y Dessaux (1995) para determinacion de &cido
indolacético (AlA), metodologia propuesta por Sundara Rao y Sinha (1963) para
determinacion de solubilizacion de fosfatos, la metodologia propuesta por Medhin H. Kifle
and Mark D. Laing (2016) para la prueba de fijacion de nitrégeno, la metodologia propuesta
por Ahmad et al. (2008) para evaluar la produccion de amonio, la prueba en portaobjeto para
evaluar la presencia de la enzima catalasa y el protocolo de Boyer (2008) para la prueba de
motilidad; en cuanto a las pruebas cuantitativas, se realizaron procedimiento similares en
caldos y se determind la concentracion del factor promotor mediante espectrofotometria y
fotometria. La metodologia usada para evaluar la promocion de crecimiento en plantas de
tomate fue en primer paso ajustar los inoculos de cada cepa a una densidad Optica de 0.160,
en dicho indculo las semillas de tomate chonto estuvieron en contacto durante 2.0 horas en
agitacion a 100.0 rpm, cada semilla fue sembrada en los pozos de los germinadores con turba,
y a los 15.0 dias posterior a la siembra fueron trasvasadas las plantas que germinaron a pozos
mas grandes, pasados 45.0 dias luego de haber sido trasvasadas se midieron las variables de
peso seco Y fresco del tallo, raiz y planta, longitud de la raiz, tallo y planta y nimero de hojas.
Por altimo se amplificd el gen 16S con el siguiente protocolo: En un eppendorf se agrego 2,5
ul de buffer, 1,25 ul de MgClI2, 0,5 pl de dNTPs, 0,06 pl del primer Fw, 0,06 ul del primer
Rv, 0,2 pl de Tag DNA polimerasa (invitrogen), 19,43 ul de agua destilada estéril y 1.0 pl

de DNA gendémico de una cepa, para obtener un volumen final de 25.0 pl. Se dispuso a
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introducir cada eppendorf en el equipo PCR termociclador y se determind el protocolo ya
preestablecido de los ciclos para la amplificacion.

Los resultados obtenidos mostraron que la cepa 2.2 y 2.3 tuvieron una concentraciéon de
fosfato soluble de 199,6 mg/l y 118 mg/l respectivamente, fijacion de nitrogeno atmosférico
donde la Unica cepa que tuvo esta capacidad fue la 2.2, produccion de &cido indolacético con
valores de 574.4, 4249 y 233.7 pg/ml, para las cepas 2.1, 2.2, 2.3 respectivamente,
produccion de amonio en que la cepa 2.2 fue la que produjo mayor concentracion con 0.21
mg/l, y catalasa y motilidad donde se evidencio que todas las cepas producen la enzima y

tienen la capacidad de movilizarse.

Se concluye que son pocos los estudios de promocion de crecimiento vegetal que se han
realizado en bacterias psicrofilas, siendo este proyecto un promotor de la innovacion con el
empleo de microorganismos extremdéfilos como biofertilizantes, teniendo en cuenta que son
una alternativa que impacta a nivel medioambiental y econémico, que disminuye el uso de
agentes quimicos que generan compuestos toxicos. Se resalta en dicha investigacion que la
cepa 2.2 fue la que produjo mayor porcentaje de germinacion y también demostro in vitro la

presencia de la mayoria de factores promotores de crecimiento vegetal.
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Objetivos

Objetivo General

Caracterizar factores promotores de crecimiento vegetal en Pseudomonas psicréfilas y

evaluar su efecto en la promocion de crecimiento de tomate (Solanum lycopersicum).
Objetivos Especificos

e Caracterizar cualitativamente y cuantitativamente factores promotores de crecimiento

vegetal en Pseudomonas spp. psicrofilas.

e Evaluar efecto de Pseudomonas psicrofilas sobre la germinacién de semillas de

tomate.

e Evaluar el efecto de Pseudomonas psicrofilas sobre el crecimiento de tomate.
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1. Antecedentes

La capacidad de promocion de crecimiento vegetal por muchas bacterias y hongos ha sido
ampliamente estudiada. a continuacion se mencionan algunos de estos reportes, que son
importantes referentes para la investigacion. Parani y Saha en el 2012, determinaron la accion
biofertilizante y control biologico de cepas de P. fluorescens (K-34, 1773/K y BIHB745). Las
cepas evaluadas produjeron sideroforos, y solubilizaron fosfatos, a traves de la produccion de
acidos organicos y descenso de pH del medio (7 a pH 4). El valor de fosfato soluble estuvo
sobre los 900 mg/l para todas las cepas y también fueron productoras de acido indol acético
(AlA), cuyos valores fueron 3,2, 3,5y 4,7 puMol/ml para la cepa 1773/K, BIHB745 y K-34

respectivamente®.

Goswami et al. en 2012, aislaron una cepa de Pseudomonas spp. psicrofila de aguas marinas
y determinaron la produccion de &cido indolacético (29 pg/ml), solubilizacion de fosfato (34
pg/ml), produccién de amonio con reactivo de Nessler (32 pg/ml) y catalasa positivo,
ademas, evaluaron la promocion de crecimiento vegetal in vivo en plantas de garbanzo donde

mostraron una actividad de crecimiento significativo®.

Sanchez et al. en 2012, evaluaron el efecto de varias cepas (entre ellas Pseudomonas putida
PSO14 y Pseudomonas fluorescens PSO13) en la promocion de crecimiento vegetal sobre
cultivos de tomate. Ademas, identificaron in vitro la capacidad de las cepas de solubilizar
fosforo de roca fosforica, y después de 24 horas de incubacion observaron valores de 2.08
mg/l por la cepa PSO14; también produjeron indoles totales, la cepa PSO13 (24.29 pg/ml), y
PS014 (22.14 pg/ml). En el experimento en invernadero determinaron diferentes variables,
entre ellas la longitud de la planta y la longitud radicular donde ambas cepas demostraron un

comportamiento efectivo en la promocién de crecimiento vegetal de los cultivos de tomate®.
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Kifle y Laing en 2016 aislaron bacterias diazotrdficas de vida libre asociadas a la rizésfera
del maiz, e identificaron cepas de Pseudomonas nitroreducens, lo cual estaria demostrando la
capacidad de estas bacterias de fijar nitrégeno atmosférico, prueba que fue realizada en medio

semisdlido libre de nitrégeno, y determinada la actividad con reactivo Nessler®.

Meliani et al. en 2017 estudiaron algunos factores promotores de crecimiento en cepas de P.
putida y P. fluorescens, demostraron que producen sideréforos y producen AlA, en la que se
obtuvo que P. putida y P. fluerescens tenian la capacidad de sintetizar dicha fitohormona con
una produccion de 166 pg/ml y 89 pg/ml respectivamente, ademas, se evidencié que hubo un
mejoramiento significativo en plantas de lenteja tratadas con las cepas anteriormente

mencionadas’.

Suyal et al, en 2017, evaluaron la respuesta fisiologica de Pseudomonas jessenii a bajas
temperaturas y bajo condiciones en ausencia de nitrégeno, ya que las bacterias generan
respuestas adaptativas para la supervivencia. En medio Burk que es deficiente en nitrégeno
observaron crecimiento exuberante de P. jessenii, y ademas, se amplificd el gen nif, que a

menudo se usa como biomarcador para identificar microorganismos diazétrofos®.

Pseudomonas spp. OFT2 y OFT5, productoras de ACC desaminasa, fueron analizadas por
Win et al. 2018 para promocion de crecimiento de tomate. Los resultados demuestran que
ambas cepas promovieron el crecimiento de tomate, y la cepa OFT5 tuvo mayor influencia en
el estatus fisiolégico de la planta y el balance i6nico frente a OFT2°.

2. Marco referencial
2.1 Tomate (Solanum lycopersicum)

TAXONOMIA

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
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Género: Solanum
Subgénero: Potatoe
Especie: Solanum lycopersicum®®.

El tomate es una hortaliza que pertenece al género Solanum y a la familia de las solanéceas,
es originario de Sudameérica pero su domesticacion procede de dos lugares: la parte
noroccidental de Sudamérica en las zonas montafiosas de Perd y Ecuador, y en Centro
América en el imperio azteca, Tenochtitlan, lugar donde los conquistadores espafioles
conocieron dicha hortaliza y la introdujeron a Europa. Desde ahi el tomate se comenz6 a
cultivar en los jardines de Europa como planta ornamental, pues inicialmente se creia que era
venenosa por pertenecer a la familia de las solanaceas. En la actualidad, su cultivo se ha
extendido mundialmente puesto que su fruto es comestible, este se destina principalmente en
su estado fresco para el consumo, ademas sirve como materia prima para elaborar diversos

derivados, como pastas, sopas y deshidratados™.

Esta hortaliza crece adecuadamente en climas célidos y es susceptible a temperaturas bajas,
crece entre los 20 y 25°C a temperaturas diurnas, y nocturnas a 15 y 20°C; bajo invernadero
la fructificacion se da entre los 8 y 12°C, si la temperatura es inferior podria generar
debilitamiento y decadencia progresiva a la planta, y si se excede a los 32°C se altera la
fisiologia y se estimulan los procesos bioguimicos provocando un agotamiento a la planta. El
tomate tiene un crecimiento rapido, la germinacién esta dada entre el cuarto y séptimo dia
posterior a la siembra, teniendo una floracion entre los 20 a 40 dias después del trasplante y la
maduracién del cultivo entre 80 a 120 dias posterior al trasplante®.

La caracteristica de la raiz depende del sistema de siembra, cuando se siembra de forma
directa presenta un sistema radicular profundo para poder anclarse al suelo y poco
ramificado, y cuando es trasplantada de un semillero, las raices son superficiales y muy
ramificadas™. De la raiz, se origina el tallo principal que tiene un didmetro de 2-4 cms, sobre
éste se desarrollan las hojas y el tallo secundario; las hojas se disponen alternativamente
sobre el tallo y presentan bordes dentados recubiertas de vellosidades. Posee flores
hermafroditas que se agrupan en racimos entre tres a diez sépalos dependiendo de la

variedad, estas presentan pétalos de color amarillo, con forma helicoidal y normalmente
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tienen un tamafio pequefio™. El fruto esta constituido por la cascara o piel, pulpa y semillas;
es una baya redonda de color llamativo que presenta tonos entre amarillos y rojos como signo
de maduracion organoléptica; esto es debido a la presencia de pigmentos que le dan su color
caracteristico tales como el caroteno y el licopeno, la mayoria de los frutos son redondos, su

tamafio varfa oscila entre los 3 y 10 cm y un peso entre 80 y 300 gr''.
2.2 Origen del tomate

El término genérico proviene del ndhuatl tomatl que significa tomate, los primeros cronistas
espafioles del siglo XVI tradujeron el término espafiolizado de “tomate”. Su origen se
encuentra en la regién andina de Colombia, Chile, Perd y Bolivia'; la especie Lycopersicon
esculentum llegd a Mesoamérica como planta espontanea (L. esculentum var. cerasiforme) a

través de medios naturales como los pajaros, sin la intervencion del hombre®.

La primera referencia escrita sobre el cultivo de tomate en Espafia fue publicada a fines del
siglo XVI por Gregorio de los Rios, un sacerdote que se dedicaba al cuidado del jardin
boténico de Aranjuez; a pesar de que el tomate habia llegado desde el siglo XV1, su consumo
generalizado se produjo doscientos afios mas tarde, debido a la desconfianza de los

consumidores y botanicos, ya que se consideraba solo una planta ornamental ™.
2.3 Produccion mundial del cultivo de tomate

El tomate posee una gran importancia economica y comercial mundialmente, su fruto es
destinado para el consumo o como materia prima para sus derivados. Segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQO), cerca de 164 paises
producen alguna variedad de tomate, segun reportes del 2017 procedentes de FAOSTAT,
base de datos de la FAO, China es el principal productor mundial con 59,514,773 toneladas
(t), le sigue India con 20,708,000 t, en tercer puesto estd Turquia con 12,750,000 t, Estados
Unidos ocupa la cuarta posicién con 10,910,990 t y Egipto con 7,297,108 t*° (tabla 1).

Tabla 1. Produccion mundial de tomate en el afio 2017%°.

Pais Produccion (ton) Porcentaje
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China, Continental 59.514.773 32.6
India 20.708.000 114

Turquia 12.750.000 7.0

Estados Unidos de América 10.910.990 6.0
Egipto 7.297.108 4.0

Irn (Repdblica Islamica) 6.177.290 3.4
Italia 6.015.868 3.3

México 4.243.058 2.3

Brasil 4.230.150 2.3

2.4 Produccidén de tomate en Colombia

El tomate se cultiva en méas de cien paises a nivel mundial, Colombia ocupa el puesto N°
32™, la altima produccién consolidada en Colombia fue de 632.268 toneladas, es la hortaliza
que mas se siembra en el pais con 14.855 hectareas y un rendimiento promedio de 28,1
toneladas por hectéarea. Segun la base de evaluaciones agrarias del Ministerio de Agricultura
en 2017, Antioquia fue la region con mayor produccion, con un registro de 156.421
toneladas, seguido por Norte de Santander con 86.017 t, Boyacé con 72.851 t, Cundinamarca
con 70.631 y Santander con 65.948 t*’. La alta demanda del tomate chonto en Colombia se
debe al consumo directo, en la preparacion de guisos y pastas, y en un menor porcentaje es
destinado para uso industrial*®. Se evidencia que la mayor parte de la produccién es destinada
para el consumo interno y no para la exportacion, incluso, se tienen restricciones frente a la
exportacion del tomate debido a la presencia de la plaga Tuta absoluta, el gusano cogollero
que en estado larvario se alimentan del tejido vegetal y va formando minas, y como
consecuencia disminuye el rendimiento en produccién del tomate y provoca perdidas

econémicas directas al agricultor™.

2.5 Valor nutricional del tomate
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El tomate es una importante fuente de vitaminas (B1, B2, B5, A y C) las cuales son
necesarias para diferentes procesos celulares, contiene carotenoides como el licopeno, que
junto a la vitamina C actuan como antioxidantes, con una funcion protectora para el
organismo. Los principales minerales son el potasio, magnesio y fosforo y contiene gran
porcentaje de agua, 93,5% por 100 g y 23 kcal, justo la proporcion de energia requerida por

el organismo para realizar las actividades diarias*".
2.6 Nutrientes necesarios para las plantas

Los nutrientes se clasifican en dos categorias dependiendo de la cantidad que requiera la
planta, se denominan macronutrientes cuando requieren grandes cantidades, estas deben ser
aplicadas en el suelo si la cantidad es deficiente, en los nutrientes primarios o
macronutrientes se incluye el nitrogeno, el fésforo y el potasio; y en los nutrientes
secundarios 0 micronutrientes, que son tomados por la planta en cantidades minimas se

encuentra el hierro, el manganeso, el zinc, el cobre, el molibdeno, el cloro y el boro®.

El nitrégeno esta involucrado en el desarrollo de la planta, es absorbido en estado inorganico
como nitrato (NOs-) o amonio (NH4+), es uno de los constituyentes principales de los
aminoacidos, proteinas, enzimas, acidos nucleicos, pared celular y clorofila. A pesar de que
es uno de los elementos mas comunes en el planeta, no esta disponible para las plantas, ya
que su mayor parte se encuentra como nitrégeno molecular, estado en el cual las plantas no
tienen la capacidad de asimilarlo directamente, por ello, es transferido mediante la accion
simbidtica o asimbiética de las bacterias, o disuelto en el agua de lluvia. La disponibilidad de
nitrégeno esta regulada por el equilibrio de los procesos bioldgicos, y consecuentemente por

la temperatura y humedad del suelo®.

El fésforo es usualmente absorbido como i6n ortofosfato primario, parte del fosfato
inorganico es almacenado en las raices y otra es transportada a partes superiores; por medio
de reacciones quimicas se incorpora en compuestos organicos, y posteriormente, es Util en los
procesos fisico quimicos e importante para la formacion de los acidos nucleicos. El fosfato

forma parte de la estructura del ATP, por ello es indispensable en procesos que involucran
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transferencia de energia, tal como el movimiento de los nutrientes y la fotosintesis.

Normalmente, este elemento es deficiente en los suelos?.

El potasio es absorbido por las plantas en forma de i6n K+, es el cation mas abundante
presente en el citoplasma; funciona como activador de enzimas, vital en la sintesis de
carbohidratos y proteinas, y mantiene la presion de turgencia de la célula, lo cual permite la

elongacién de la células y evita el marchitamiento prematuro de las hojas.
4.7 Enfermedades del tomate

El cultivo de tomate puede ser afectado por plagas y enfermedades los cuales pueden
perjudicar directamente la produccién y la calidad del fruto, generando cuantiosas pérdidas

economicas, algunas de las principales plagas y enfermedades se mencionan en la tabla 2.

Tabla 2. Principales enfermedades que afectan el cultivo de tomate?.

Enfermedad Microorganismo causante

Clavibacter michiganensis subsp.

Chancro bacteriano michiganensis

Mancha Xanthomonas campestris pv.
Bacterianas bacteriana vesicatoria
Peca bacteriana Pseudomonas syringae pv. tomato
Necrosis de Pseudomonas corrugata

la médula o tallo hueco

Marchitamiento bacteriano Pseudomonas solanacearum
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Podredumbre Erwinia carotovora subsp.
blanda del tallo Carotovora
Mal de los alméacigos Fusarium spp., Phytophthora spp.,
(Damping off) Rizoctonia spp. y Pytium spp.
Flngicas Moho gris Botrytis cinerea
Polvillo o cenicilla Oidium lycopersici y Oidium silicua
Moho de las hojas Fusariosis | Fulvia fulva o Cladosporium fulvum
Tiz6n temprano Alternaria solani
Mancha gris del tomate Stemphylium solani
Marchitez por fusarium Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici
Begomovirus Especies de begomovirus
Hojas cordon de zapato Cucumber mosaic virus (CMV)
Virales
Peste negra Groundnut ringspot virus (GRSV),
Tomato spotted wilt virus (TSWV) y
Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

2.8 Uso de fertilizantes

Los fertilizantes son material de origen natural o industrial que contiene por lo menos 5% de
uno o mas de los tres nutrientes primarios requeridos por las plantas; su presentacion puede
ser liquida o solida en forma granulos, pildoras, cristales, polvo de grano grueso, compacto o

fino; son usados para proveer los nutrientes que requiere un cultivo, y asi aumentar la
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eficiencia y crecimiento aéreo y radicular de la planta. En los ultimos afios, se ha aumentado
el uso a nivel mundial, debido al incremento de la poblacion, que necesita satisfacer las
demandas nutricionales, y por tanto se necesita su uso, pues los nutrientes que requieren las
plantas los toman del aire y del suelo, si esos nutrientes son escasos asi mismo el crecimiento
de la planta es limitado®. Los fertilizantes mejoran la baja fertilidad de los suelos que han
sido sobreexplotados, su efecto en el suelo es cambiar la cantidad de reservas disponibles
para mejorar el enraizamiento, lograr resistencia frente al estrés hidrico, y otros factores
ambientales®. A pesar de que son necesarios, el masivo uso de fertilizantes genera dafios
ambientales, por lo que contienen metales pesados y radionucleidos, que posteriormente se
acumulan en el agua y también deteriora el producto ya que las sustancias toxicas también se

acumulan en el fruto?.
2.9 Microorganismos promotores de crecimiento vegetal

Durante la interacciéon planta-microorganismo, muchos microorganismos pueden ejercer un
efecto benéfico sobre la planta promoviendo su crecimiento e incrementando la tolerancia al
estrés biético y abiético®. Un claro ejemplo, lo constituye el grupo de hongos promotores de
crecimiento de plantas (PGPF) como micorrizas arbusculares, ectomicorrizas y hongos
endofitos, y las rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPR)*. Los géneros
Pseudomonas, Agrobacterium, Arthrobacter, Flavobacterium, Micrococcous, Erwinia,
Bacillus, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Variovorax, Klebsiella, Burkholderia,
Azospirillum y Azotobacter, son clasificados entre las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal extracelular, las cuales pueden existir en la rizésfera, sobre el rizoplano o
en el espacio entre las células de la corteza de la raiz, desde donde pueden ejercer un efecto

positivo sobre el crecimiento de las plantas, a través de diferentes mecanismos?*.
2.10 Generalidades de Pseudomonas spp.

TAXONOMIA

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
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Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas®

Los miembros del género Pseudomonas se caracterizan por ser bacilos Gram negativos
aerobios, rectos o ligeramente curvos con motilidad, debido a la presencia de uno o varios
flagelos polares, no forman esporas y generalmente son catalasa positivo. Se encuentran
ampliamente distribuidos en suelo, rizosfera, agua dulce y marina. Aunque algunas especies
son patdgenas para los animales (P. aeruginosa), y plantas (P. syringae), se conoce que otras
Pseudomonas tienen la capacidad de promover el crecimiento vegetal como P. putida y P.

fluorescens que se caracterizan por tener una versatilidad bioquimica?®.
2.11 Microorganismos extremofilos

Los microorganismos extremofilos tienen la capacidad de vivir en ambientes que se
consideraban hostiles para el crecimiento de organismos vivos, su clasificacion se basa
dependiendo de la condicion fisica o extrema del ambiente en la que se desarrollen. Entre los
habitats de los microorganismos extremofilos se encuentran los mares polares frios, glaciares
alpinos, manantiales calientes, lagos salinos y ambientes con pH extremo. Los termofilos
crecen en rangos de 45°C a 80°C, los psicrofilos tienen una temperatura éptima de
crecimiento por debajo de 10 °C, aciddfilos que crecen en lugares con pH por debajo de 5,
alcal6filos que crecen con un pH 6ptimo mayor a 8, xerdfilos que viven en ausencia de agua,
osmofilos que son capaces de vivir a altas presiones osmaticas, radiéfilos que resisten altos
niveles de radiacion, metal6filos que tienen la capacidad de tolerar altas concentraciones de
metales pesados; hal6filos que habitan en medios hipersalinos, de 5 % a 30 % de NaCl y
piezofilos, antes Ilamados baréfilos, los cuales toleran presion hidrostatica de 40 atm a 60

atm?’.

2.12 Microorganismos psicrofilos

Los psicréfilos forman parte del amplio grupo de microorganismos extremofilos, estan
presentes en los tres dominios de la vida (Archaea, Bacteria y Eukarya) y se clasifican como

psicrotolerantes si crecen en temperaturas superiores 25°C, y psicréfilos si crecen a
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temperaturas entre 10 a 20°C, aunque pueden crecer a temperaturas por debajo de 5°C; en
estas temperaturas su actividad metabdlica es necesaria para asegurar procesos de
descomposicion de materia organica y proporcionar nutrientes a las plantas, por lo que juegan
un papel fundamental en el ciclo del carbono de los ecosistemas polares. Estos organismos se
encuentran en ambientes frios como regiones polares, sedimentos marinos y zonas

montafiosas que durante el invierno alcanzan temperaturas de 5°C 0 menos®.

Los microorganismos psicrofilos tienen la capacidad de establecer interaccion con plantas, y
producir diversos compuestos metabdlicos que promueven el crecimiento vegetal como
hormonas (AlA), fijacion de nitrogeno, solubilizacion de fosfatos, produccién de enzimas,
metabolitos con actividad antifungica y antibacteriana, y muchos otros que confieren
resistencia a estrés abi6tico®®®. Ademés, han desarrollado mecanismos moleculares y
fisiologicos que les permiten sobrevivir en dichos ambientes, como la produccion de
proteinas de choque frio, proteinas anticongelantes y solutos compatibles para contrarrestar la
presencia de cristales de hielo, enzimas como la ACC desaminasa (desaminasa del acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico), que disminuye las concentraciones de etileno e
incrementa la disponibilidad de amonio en la rizosfera, la produccion de exopolisacéridos
para proteger las células de especies reactivas de oxigeno (ROS), mejorar la formacién de

biopeliculas y la capacidad de degradar compuestos complejos entre otros™'.
2.13 Factores reguladores del crecimiento vegetal
2.13.1 Produccion de auxinas

Las auxinas son un grupo de compuestos reguladores del desarrollo de las plantas que
influyen en el crecimiento, la division celular y la formacion de raices®. Una de las
principales auxinas o fitohormona que se encuentran en la plata es el acido indolacético
(AlA), el cual esta encargado de controlar diversos procesos fisiologicos como la elongacion
de la raiz y division celular, la diferenciacion de tejidos y las respuestas a la luz y la

gravedad™.
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De acuerdo a varios estudios realizados se ha demostrado que las bacterias tienen un papel
fundamental en modular las concentraciones de AIA gracias a las diferentes rutas
biosintéticas que pueden llegar a tomar, las mas importantes en las bacterias son las vias
anabdlicas de indol-3-acetamida (IAM) y de indol-3-piruvato (IPA), estas rutas metabolicas
dependen del triptofano, la via IAM esta presente en bacterias fitopatogenas mientras que la

via IPA principalmente se encuentra en bacterias promotoras del crecimiento (PGPB)*.

La produccion de AIA por la via IPA comienza con la conversion del triptéfano a &cido
indol-3-piravico (IPA) por una aminotransferasa, el cual se descarboxila a acido indol-3-
acetaldehido (AlAIld) por la indol-3-piruvato descarboxilasa (IPDC), siendo esta la etapa
limitante de la sintesis y en la etapa final el AlAld es oxidado a AIA por la indol-3-

acetaldehido deshidrogenasa®.

HOOC__ - e
| Y ; Aminotransferasa
— (1) ———
Iriptofano-2- NH, Ny l
z;l:\l;);;Xlgcnasa H HOOC - e
dik TRP I 1
O SNNCONF
H
BN . Indol-3-piruvato | IPA
1 | | 5 ] descarboxilasa
0 ' F (IPDC)
IAM -
P
Indol-3-acetamida N
hidrolasa ) i Indol-3-acetaldehido
(IaaH) HOOC H*’]‘ ] I deshidrogenasa (lad 1) | AIAld
> L\ N AL
H
AlA

lado derecho, via indol-3-piruvato (IPA) lado izquierdo, via indol-3-acetamida (IAM)  TRP: triptéfano AlA: acido indol-3-acético
IPA: acido indol-3-piravico AlAld: acido indol-3-acetaldehido IAM: indol-3-acetamida.

Figura 1. Rutas metabdlicas del acido indolacético®.
2.13.2 Solubilizacion de fosfato

El fosforo es el segundo elemento mas necesario para la produccion agropecuaria, después
del nitrégeno, siendo esencial para el crecimiento de plantas ya que constituye mas de 0.2%

del peso seco de la planta. Este elemento lo adquieren a partir del suelo con pH 6.5 en forma
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inorgénica, en estado soluble como fosfato monobésico (H, PO4) y dibasico (HPO, ). En
el suelo, la mayor parte de fésforo se encuentra asociado a compuestos organicos e
inorganicos formando complejos minerales en forma insoluble, siendo una fuente importante

pero no disponible para la nutricién de las plantas®.

Entre las diferentes formas de fdosforo que se encuentran en el suelo, las bacterias
solubilizadoras de fosfato solubilizan los fosfatos inorganicos como el fosfato de calcio
[Cas(PO,),], el fosfato férrico [FePO,] y el fosfato de aluminio [AIPO4], mediante la
produccién de iones hidroxilos, sider6foros y acidos organicos en especial glucénicos y

carboxilicos®.
2.13.3 Fijacidn de nitrogeno

Todos los organismos requieren nitrégeno para sintetizar biomoléculas, no obstante, la
principal fuente que se encuentra en la naturaleza es el nitrégeno atmosfeérico, forma en la que
no es accesible a la mayoria de organismos vivos. Para ello, es necesaria la presencia de
microorganismos diazotroficos, ya que ellos realizan la fijacion bioldgica de nitrdgeno, pues,
reducen el nitrégeno atmosférico (N2) a amonio (NHa4), para que posteriormente las plantas lo
integren en los aminoacidos y proteinas, ademas, produzcan malato, un compuesto organico

atil en rutas metabolicas™.

La reduccion del nitrégeno atmosférico se realiza mediante la accién de la enzima
nitrogenasa, y ademas, requiere de un coste energético para romper los enlaces que unen los

atomos de nitrogeno, se necesita 16 moléculas de ATP para reducir un atomo de N2.
Reaccion :N2+ 8H"+ 8¢+ 16 ATP — 2NH3+ H2+ 16ADP + 16Pi*
2.13.4 Catalasa

En las células vegetales es inevitable la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas, por causa de procesos metabolicos aerébicos
tales como la respiracion y la fotosintesis. La formacion de ROS esta representada por grupos

02, H202 y OH’, el aumento a nivel intracelular puede suceder por cuestion de factores
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externos como la alta luminosidad, sequia, estrés mecénico, bajas y altas temperaturas, si
sucede un desequilibrio entre antioxidantes y ROS puede generar estrés oxidativo (EO) en la
planta. Por ello, las plantas han adoptado estrategias antioxidantes como los mecanismos

celulares para eliminar dichos compuestos toxicos aumentando las defensas antioxidantes®®.

Los mecanismos de detoxificacion se clasifican en enzimaticos y no enzimaticos, la
detoxificacion enzimatica estd mediada por: catalasa, superoxido dismutasa, peroxidasa,
ascorbato peroxidasa, glutation reductasa y monodehidroascorbato reductasa; y la
detoxificacion no enzimatica estd mediada por &cido ascorbico y por la accion de pigmentos

como los flavonoides, antocianinas y carotenos®.

Las catalasas son enzimas tetramericas que catalizan el perdxido de hidrogeno (H202) en
agua (H20) y oxigeno (O2), una molécula de catalasa tiene la capacidad de convertir

aproximadamente seis millones de moléculas de H202 en H20 y Oz por minuto®.
2.13.5 Motilidad

Algunas bacterias tienen mecanismos de autolocomocion debido a que cuentan con apéndices
rotativos largos y finos denominados flagelos, estos estan constituidos por un filamento que
contiene una proteina globular Ilamada flagelina, dicho filamento se encuentra unido a un
gancho, y la otra porcion es el cuerpo basal que fija al flagelo en la pared celular y membrana
plasmatica. Los flagelos pueden adoptar diferentes disposiciones y permiten la clasificacion
de bacterias en: monotricas que tienen un flagelo polar, anfotricas que tienen un flagelo en
cada extremo, lofotricas que tienen dos o mas flagelos en cada extremo y peritricas donde los

flagelos se distribuyen alrededor de la célula®’.

El movimiento que realizan las bacterias es debido a la presion que ejerce el flagelo en el
medio circundante, y ademds, su movimiento se basa en estimulos que dependen de
gradientes de concentracion, lo cual le permite responder a una estimulo favorable o para huir
de un ambiente desfavorable, este mecanismo es denominado taxia. Cuando los estimulos son
generados por sustancias quimicas se le denomina como quimiotaxia y cuando es por

estimulos luminosos se denomina fototaxia. Las bacterias moviles cuentan con unos

29



receptores que permiten responder a los estimulos, si la sefial quimiotactica es positiva genera
una atraccion y la bacteria se desplaza en direccion al estimulo, y si se genera una repulsion
es porque la sefial quimiotactica es negativa y la bacteria se aleja del estimulo. Las bacterias
que se encuentran en el suelo responden a un gradiente de compuestos quimicos liberados por
las raices de las plantas mediante la atraccién quimiotactica, esa quimiotaxis genera una

competitividad entre las bacteria flageladas en la colonizacién de la superficie de las raices®.
3. Disefio metodoldgico

3.1 Universo, poblacion y muestra

Universo: Microorganismos y plantas.

Poblacion: Bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPM) y hortalizas.

Muestra: Pseudomonas spp. psicrofilas con posible capacidad de promover el crecimiento
vegetal, donadas por el Dr. Ramon Batista Garcia de la Universidad Autonoma del Estado de
Morelos-México. Las 3 cepas identificadas por 16s ribosomal, fueron aisladas del volcan
Xinentécatl (nevado de Toluca), a partir de rizosfera de una planta nativa que se encontraba
creciendo en sustrato arcilloso, sobresaliendo entre un monticulo de nieve, y a partir del
mismo sitio, a una distancia de 40 cm aproximadamente se tom6 una muestra de suelo
nevado (5 cm debajo de la superficie); y semillas de Tomate Chonto Rio Grande (Solanum

lycopersicum).

3.2 Hipotesis, variables e indicadores

La hipdtesis que se postuld en esta investigacion fue “Las Pseudomonas psicrofilas
produciran factores de promocion de crecimiento vegetal, y tendran efecto positivo en el

crecimiento de plantas de tomate”.

Variables:
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e Dependiente: Crecimiento de las plantas de tomate tratadas con las Pseudomonas
psicrofilas.
e Independiente: Concentracion en unidades formadoras de colonia (UFC) de las cepas

de Pseudomonas psicrofilas.
Indicadores:

Medicion de la longitud del tallo, raiz y la planta, medicion del peso seco y fresco de la raiz y

el tallo, y nimero de hojas.
3.3 Técnicas y procedimientos

3.3.1 Conservacion, adaptacion y recuperacion de las Pseudomonas psicrofilas

Las cepas de Pseudomonas spp psicrofilas provenientes del volcan popocatépetl (Puebla,
México) inicialmente fueron conservadas en glicerol a -70.0°C. Para su adaptabilidad a frio,
las cepas conservadas a partir de gliceroles fueron sembradas en agar nutritivo y
posteriormente incubadas a 8.0°C (nevera) durante 24.0 a 96.0 horas. Después del tiempo de
incubacion, se verifico la pureza de crecimiento de las cepas, y a partir de este cultivo se
realiz6 prueba de adaptabilidad a temperatura de 18.0 a 22.0°C, ya que las pruebas
cuantitativas de metabolitos se realizan en esas temperaturas. Para ello, cada cepa se sembro
en 3.0 mL caldo nutritivo, se incubaron a 22.0°C durante 24.0 a 96.0 horas, a 200.0 rpm, y se

verificé la capacidad de crecimiento en estas temperaturas.

3.3.2 Determinacion de factores promotores de crecimiento vegetal

Se determinaron factores de promocién de crecimiento vegetal como la produccion de acido
indolacetico, solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrogeno, actividad catalasa y motilidad
en tres cepas de Pseudomonas spp. psicrofilas. Todas las pruebas se realizaron por triplicado,

siguiendo los siguientes protocolos:

- Acido indolacético (AlA): Se evalu6 mediante la metodologia propuesta por
Glickman y Dessaux (1995). La caracterizacion cualitativa se realizo de la siguiente

manera: Cada cepa de Pseudomonas spp (2.1, 2.2, 2.3), fue inoculada en agar LB
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(Luria Bertani) suplementado con triptéfano, y se incubaron por 48.0 horas a
temperatura ambiente (14.0-18.0°C), pasado este tiempo se colocé sobre la superficie
de la colonia papel de nitrocelulosa durante 24.0 horas en condiciones de total
oscuridad, y posteriormente se retird el papel y se adicion6 1.0 ml de reactivo de
Salkowsky (solucion de FeCls, H2SO4 y H20). El cambio de coloracion del papel a
color rosa indica presencia de compuestos tipo inddlicos. Como control negativo,

cajas sin inocular, y control positivo cepa de Azospirillum spp.

La evaluacién cuantitativa de AIA, se determiné inoculando cada cepa en 5.0 ml de
medio liquido LB suplementado con triptéfano, los tubos se incubaron durante tres
dias a temperatura ambiente (14.0-18.0°C) a 200 rpm, posteriormente, se tomd 1.0 ml
del cultivo y se centrifugd por 5.0 minutos a 10.000 rpm, se descartd el pellet y al
sobrenadante se le agregd 750.0 ul del reactivo de Salkowsky (solucion de FeCls,
H2S04 y H20), luego se mantuvo en agitacion por 30.0 minutos a temperatura
ambiente (14.0-18.0°C) para que reaccionara con el reactivo, la medicién de la
densidad Optica se realizé en espectrofotometro a 500.0 nm. Se utilizé medio liquido
LB suplementado con triptéfano sin inocular como blanco. La concentracion de

auxina se determiné usando una curva estandar de AIA (0.0- 1000 pg/ml)*.

Solubilizacién de fosfatos: Se evalué mediante la metodologia propuesta por
Sundara Rao y Sinha (1963) (Anexo 1). Se determiné la capacidad de solubilizacién
de fosfatos cualitativamente mediante la inoculacion de cada cepa de Pseudomonas
spp (2-1, 2-2, 2-3), en medio SRS ((NH4)2SO4, KCI, MgSO47H,0, MnSO4H-0,
FeSO47H,0, NaCl, glucosa, extracto de levadura, parpura de bromocresol, agar,
Ca3(POy),, pH 7.0-7.2), y se incubaron por 5 dias a temperatura ambiente (14-18°C).
Este medio contiene como Unica fuente de fosforo, fosfato tricélcico, una sustancia
altamente insoluble, la formacion de un halo alrededor de la colonia indica la
solubilizacion de fosfatos (Cas(PO4),) por parte del microorganismo* y acidificacion
del medio que se evidencia por cambio de color del medio (viraje a amarillo); como
control negativo, cajas sin inocular, y control positivo cepa de Pseudomonas

aeruginosa (PAO). Para la determinacién cuantitativa se utiliz6 la metodologia
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propuesta por Chen et al. 2006, Nautiyal et al. 1999 y Kadiri et al.2013 (Anexo 2), se
realiz6 un preindculo de las cepas en 6.0 ml de caldo nutritivo y se incubaron a 22.0°C
durante 48.0 horas, se centrifugd a 7000 rpm por 5.0 minutos, el sobrenadante se
elimind y las células se resuspendieron en agua destilada estéril y se ajusto el inoculo
a una absorbancia de 1.0 en espectrofotometro a 541.0 nm. 100 ul del inoculo se
adicionaron a en tubos Falcon que contenian 15.0 ml del medio liquido NBRIP
(National Botanical Research Institute’s phosphate growth medium) (glucosa,
Ca3(P0O4)2, (NH4)SO4, KCI, MgS04.7H20, MgCl2.6H20, agar; pH 7.0) para llevar a
incubacion a 22°C por 14.0 dias, luego se centrifugd a 5000 rpm por 5.0 minutos y se
midio el pH en el sobrenadante del medio. La cuantificacion de fosfato soluble se
realiz6 usando el Kit de Fosfatos Spectroquant (Merck) (Anexo 3), y el equipo
fotometro NOVA 60, mediante una curva estandar de fosfatos de 7, 12, 17, 22 y 27
mg/l.

Prueba de fijacion de nitrégeno: Las cepas de Pseudomonas psicrofilas se
evaluaron cualitativamente con la metodologia propuesta por Medhin H. Kifle y Mark
D. Laing 2016 (Anexo 4) mediante su capacidad de crecer en medio NF (Nitrogen-
free) carente de nitrogeno (Sacarosa, K2HPOs, NaCl, MgSOs H20, CaCOs, K2S0s4,
agar semisélido). Se realiz6 una siembra por estria y se incub6 a temperatura
ambiente (14.0-18.0°C) durante 8.0 dias. El crecimiento indica la capacidad del
microorganismo de fijar nitrégeno.

Produccion de amonio: Las cepas de Pseudomonas spp (2.1, 2.2 y 2.3) se analizaron
cuantitativamente para produccion de amonio utilizando la metodologia propuesta por
Ahmad et al. 2008 (Anexo 5). Se realiz6 una siembra en agua peptona de las cepas
gue se encontraban en caja de petri y se llevaron a incubacién a 22.0°C durante tres
dias. La cuantificacion de amonio se realizd usando el Kit de Amonio Spectroquant
(Merck) y fotometro NOVA 60, usando una curva estandar de amonio de 0,1, 1, 1,5,
2,2,5y3 mgl/l.

Produccion de catalasa: La produccion de catalasa se evalué mediante prueba en

portaobjeto, mezclando una asada de microorganismo con el sustrato (H202 3.0 M).
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Una prueba positiva se evidencia por la formacién de burbujas, indicando la
produccion de esta enzima que degrada el sustrato en H20 y Os.

Prueba de motilidad: Se evaluo la motilidad de las cepas de Pseudomonas spp (2.1,
2.2 y 2.3) segun el protocolo de Boyer 2008 (Anexo 6), se sembrd 10.0 ul de la
suspension bacteriana en medio nutritivo semisélido al 0,85% y se incubaron por 5.0
dias a temperatura ambiente. Son positivas las cepas que presenten desplazamientos
alrededor del in6culo simulando la formacion de halo, y son negativas aquellas cepas

en las que solo se vea crecimiento en el lugar donde se inocul6 el medio.

3.3.3 Promocidn de crecimiento de tomate por Pseudomonas spp. psicrofilas

Ajuste del in6culo bacteriano: Las cepas se incubaron en 3.0 ml caldo nutritivo
durante 48.0 horas a 200.0 rpm y a 22.0°C, luego se centrifugo y el pellet se disolvio
con agua destilada, se transfirieron 50.0 ul de la biomasa en tubos falcon que tenian
20.0 ml de caldo nutritivo; posteriormente, el indculo se ajustd a una densidad 6ptica
de 0.160 en una longitud de onda de 546 nm (Anexo 7).

Ensayo bioldgico: Para determinar la capacidad de promocion de crecimiento de las
cepas de Pseudomonas spp se realizo la siguiente metodologia (Anexo 7):

e Desinfeccion de las semillas: Se realiz6 la desinfeccion de las semillas con
NaCl 3% durante 5 minutos, luego se realizaron tres lavados con agua estéril,
posteriormente con alcohol 70% durante 5 minutos y por ultimo se lavaron
tres veces con agua destilada.

e Inoculacion de las semillas: Luego de la desinfeccion, se colocaron 20
semillas en tubos falcon conteniendo 17 ml de in6culo ajustado a 0.160, de
cada cepa de Pseudomonas spp psicrofilas (2.1-2.2-2.3), 20 semillas para el
control positivo (PAO), y 20 para el control negativo. La interaccion se dejo
por 2 horas en agitacion a 100 rpm.

e Siembra: después de la interaccion, las semillas se sembraron en germinadores
de 72 pozos, con turba doblemente esterilizada a 121.0°C, una semilla por
pozo. Las semillas se regaron con 4.0 ml de solucién Hoagland cada dia

intermedio, durante 15.0 dias hasta su germinacion y luego se transfirieron a
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macetas individuales (una planta/maceta) en suelo doblemente esterilizado a
121.0°C. Las plantas fueron regadas cada tres dias por semana con solucion
Hoagland sobre la tierra y agua destilada fue colocada en la base del vaso,
durante 45.0 dias.

e Determinacion de variables: Después de 45.0 dias se retiraron las plantas de
las macetas para determinar las variables de longitud de la planta, raiz y tallo,
numero de hojas, peso fresco y seco de raiz y tallo (Anexo 8).

e Analisis estadistico: Las variables obtenidas a partir de la medicién de
longitud y peso de las plantas, se analizaron con la prueba de la U de Mann-

Whitney Wicolxon test.
3.3.4 Amplificacion del gen 16S

- Extraccion de ADN: Para cada cepa se realizé el siguiente protocolo: se coloco un
indculo en 5.0 ml de medio liquido LB a temperatura ambiente en agitacién constante
por 48.0 horas, Después de la incubacidn el cultivo se centrifugd por 10.0 minutos a
10000 rpm a temperatura ambiente, posteriormente se resuspendié el pellet en 500.0
ul de buffer SET pH 8.0, se adiciond 20.0 ul de SDS al 20% y se incubd por 5.0
minutos a 80°C sin agitacion; después se dejé enfriar a temperatura ambiente, luego se
adicion6 110.0 ul de agua destilada esteril y 70.0 ul de acetato de potasio pH 4.8, se
mezclo, se adiciond 350.0 pl de fenol saturado, se volvid a mezclar suavemente y
luego se agregd 350.0 ul de cloroformo-alcohol-isoamilico, se volvié a mezclar y se
centrifugd 5.0 minutos a 12000 rpm, el sobrenadante se transfirio a otro tubo
eppendorf y se repitid la adicion de fenol:cloroformo:isoamilico, se mezclé y se
centrifug6 5.0 minutos a 12000 rpm, de nuevo el sobrenadante se transfirio a otro tubo
eppendorf y se adiciond 700.0 ul de isopropanol, la mezcla fue centrifugada por 3.0
minutos a 12000 rpm, se descarté el sobrenadante, el pellet se lavo tres veces con 1.0
ml de etanol al 70.0%, se dejo secar a temperatura ambiente, y por ultimo, el pellet
fue resuspendido en 40.0 ul de Tris-HCL pH 8.5.

- Electroforesis en gel de agarosa al 1%: A partir de un stock de TAE al 50X se

dispuso a preparar 400.0 ml de TAE al 1X, luego se preparo el gel de agarosa al 1%
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en 25.0 ml de TAE al 1X, agregando 1.0 ul de solucion reveladora (hydragren).
Posteriormente, se prepard cada una de las muestras para realizar la corrida en el gel:
en un eppendorf se agregoé 6.0 pl de la muestra (extraccion de ADN de las cepas o
marcador) y 2.0 pl de buffer de carga, se mezclo, y se cargaron en cada uno de los
pozos del gel de agarosa, la corrida electroforética se realizd a 100.0 voltios
aproximadamente 1.0 hora. A partir de cada muestra de DNA gendmico de las cepas,
se amplificé el gen 16S ribosomal, el siguiente protocolo: En un eppendorf se agrego
2,5 ul de buffer, 1,25 pl de MgCl2, 0,5 pl de dNTPs, 0,06 pl del primer Fw, 0,06 pl
del primer Rv, 0,2 pl de Taqg DNA polimerasa (invitrogen), 19,43 pl de agua
destilada estéril y 1.0 ul de DNA genémico de una cepa, para obtener un volumen
final de 25.0 ul. Se dispuso a introducir cada eppendorf en el equipo PCR
termociclador y se determiné el protocolo ya preestablecido de los ciclos para la

amplificacion.

4. Resultados

4.1 Determinacion de factores promotores de crecimiento vegetal en Pseudomonas

psicroéfilas

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal, ejercen su efecto positivo sobre las plantas a

través de diferentes mecanismos, los cuales han sido ampliamente estudiados.
4.1.1 Produccion de auxinas

Se determindé cualitativamente la produccion de AlA, las cepas de Pseudomonas psicrofilas
(2.1, 2.2 y 2.3), fueron negativas a la prueba cualitativa, y el control positivo Azospirillum
spp, presentd una coloracion rosa, sobre el papel nitrocelulosa (figura 2), indicando la
presencia indoles. En el analisis cuantitativo, los resultados mostraron que todas las cepas
produjeron auxinas con valores de 574.4,424.9 y 233.7 pg/ml, para las cepas Pseudomonas
spp. 2.1, 2.2, 2.3 respectivamente, y 612.7 pg/ml para el control positivo Azospirillum spp
(tabla 3).
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Figura 2. Determinacion cualitativa de AlA. (A) Control negativo, sin indculo. (B) Control
positivo (Azospirillum spp) en la parte superior y cepa 2.1 (Pseudomonas spp) en la parte
inferior. (C) Cepa 2.2 (Pseudomonas spp) en la parte superior y cepa 2.3 (Pseudomonas spp)

en la parte inferior.

Tabla 3. Concentraciones de produccion de AIA por Pseudomonas psicroéfilas.

PRUEBA CUANTITATIVA- PRODUCCION DE AIA (ug/ml)

CEPA CONCENTRACION (ug/ml)
2.1 574.4
2.2 424.9
2.3 233.7
Azospirillum sp. 612.7

Control negativo
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4.1.2 Solubilizacion de fosfatos

Se evaluo cualitativamente la capacidad de solubilizacion de fosfatos de las cepas mediante la

inoculacién en medio sélido SRS. En la figura 3 se observa claramente que el control PAO y

las cepas 2.1 y 2.2 formaron halos de solubilizacion del fosfato y acidifican el medio

generando viraje de color lila a amarillo. En la cepa 2.3 solo se observo acidificacion del

medio. Para el analisis cuantitativo se midio el pH del medio y se obtuvo una acidificacion

por parte de todas las cepas (2.1, 2.2 y 2.3), luego se realizo la lectura en el fotbmetro NOVA

60, demostrando que las cepas tenian la capacidad de solubilizar fosfatos con valores de 81,6

mg/l, 199,6 mg/l y 118 mg/l, para las cepas Pseudomonas spp 2.1, 2.2, 2.3 respectivamente,

superando los valores del control positivo PAO 77.6 mg/l (tabla 4).

Figura 3. Prueba cualitativa de solubilizacién de fosfatos. (A) Control positivo (PAO). (B)

Control negativo, medio sin inocular. (C) Cepa 2.1 (D) Cepa 2.2 (E) Cepa 2.3 Pseudomonas

Tabla 4. Concentraciones de fosfato soluble por las Pseudomonas psicrdfilas.

psicrofilas.

PRUEBA CUANTITATIVA- FOSFATO SOLUBLE (mg/l)

CEPA CONCENTRACION (mg/l)
2.1 81.8
2.2 199.6
2.3 118
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PAO 77.6

Control negativo -

4.1.3 Fijacion de nitrogeno

La capacidad de fijacion de nitrégeno por las Pseudomonas spp se realizé en medio NF, el
cual es carente de nitrogeno. Los resultados del ensayo mostraron que solo la cepa 2.2 crecid
en el medio NF, lo que indica su capacidad de fijar nitrogeno (figura 4B), igual al control

positivo PAO (figura 4D), pero este con un crecimiento escaso.

Figura 4. Prueba de fijacion de nitrogeno. (A) Cepa 2.1. (B) Cepa 2.2. (C) Cepa 2.3 (D)

Control positivo (PAO) (E) Control negativo (Caja sin inocular).

4.1.4 Produccion de amonio

Las cepas de Pseudomonas spp (2.1, 2.2 y 2.3) se analizaron para la produccién cuantitativa
de amonio, utilizando el kit de amonio Spectroquant (Merck). En la tabla 5, se observa que la
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cepa 2.2 produjo la concentracion més alta con 0.21 mg/l comparada a la cepa 2.1 y 2.3. Sin
embargo, los valores de la cepa 2.2 estuvieron por debajo al control positivo cepa PAO (0.25
mg/l).

Tabla 5. Concentraciones de produccion de amonio por Pseudomonas psicrofilas.

PRODUCCION DE AMONIO (mg/)

CEPA CONCENTRACION (mg/l)
2.1 0.07
2.2 0.21
2.3 0.05
PAO 0.25
Control negativo -

4.1.5 Catalasa
La produccion de enzima catalasa por las cepas evaluadas se realiz6 tomando como sustrato

perdxido de hidrogeno (H202 3M). En la figura 5 se observa que todas las cepas y el control

dieron positivos a la reaccion de esta prueba, evidenciado por la formacién de burbujas.

Figura 5. Prueba de catalasa. (A) Cepa 2.1. (B) Cepa 2.2. (C) Cepa 2.3 (D) Control positivo
(PAO).
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4.1.6 Motilidad
La prueba de motilidad fue realizada en agar nutritivo semisolido 0.85%. Los resultados
observados en la figura 6, muestra la motilidad positiva por desplazamiento alrededor del

inoculo para todas las cepas evaluadas y el control positivo.

EENER. (02N

A Y

Figura 6. Prueba de motilidad. (A) Cepa 2.1. (B) Cepa 2.2. (C) Cepa 2.3. (D) PAO, control

positivo (E) Control negativo, medio de cultivo sin inocular.

En la siguiente tabla (tabla 6 y 7), se resume los datos de la pruebas cualitativas y

cuantitativas de metabolitos para las cepas evaluadas.

Tabla 6. Resultado de pruebas cualitativas de factores promotores de crecimiento por

las Pseudomonas psicrofilas

PRUEBAS CUALITATIVAS DE PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL
Cepa | Produccion Solubilizacién de Fijacion de Produccion de Motilidad
de AIA fosfato nitrégeno catalasa
A* S*
21 - + + - + +
2.2 - + + + + +
2.3 - + - - + +

A*: Acidificacion/ S*: Solubilizacion

En la siguiente tabla (tabla 7) se sintetizaron los resultados obtenidos en las pruebas

cuantitativas de los factores promotores de crecimiento vegetal.
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Tabla 7. Resultado de pruebas cuantitativas de factores promotores de crecimiento por

las cepas de Pseudomonas psicrofilas

PRUEBAS CUANTITATIVAS DE PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL

Cepa | Produccién Solubilizacién Produccion de Produccion de Motilidad
de AIA de fosfato amonio catalasa
2.1 + + + N/A N/A
2.2 + + + N/A N/A
2.3 + + + N/A N/A
N/A No aplica

4.2 Porcentaje de germinacién plantas de tomate

Para el ensayo de germinacion, las semillas pretratadas con el in6culo de cada cepa durante 2

horas, fueron sembradas en germinadores con turba estéril, la germinacién se dejo durante 15

dias, 20 semillas por cada cepa de estudio (2.1, 2.2 y 2.3), control negativo (sin inoculo) y

control positivo (Pseudomonas aeruginosa, PAO); luego de los 15 dias se contd el nimero de

plantulas que habian germinado y que tuvieran las 2 hojas verdaderas (figura 8).
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Figura 7. Germinacion plantulas de tomate durante 15 dias.

La cepa 2.2 produjo el 95% de germinacion, superando al control PAO con 90%. La cepa 2.3

90% , la cepa 2.1 80% y el control negativo sin in6culo 85% de germinacién de semillas de

tomate (tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de germinacion de plantulas de tomate, estimuladas con
Pseudomonas psicroéfilas y Pseudomonas aeruginosa (PAO)

CEPA NUMERO DE PORCENTAJE DE
PLANTULAS GERMINACION
2.1 16 80%
2.2 19 95%
2.3 18 90%
C+ 18 90%
C- 17 85%

4.3 Evaluacion de promocion de crecimiento
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El efecto de promocion de crecimiento de tomate por las Pseudomonas ssp, se registro
después de 45 dias de crecimiento de las plantulas, tomando datos de las variables en estudio;
peso fresco y seco de la raiz y el tallo, longitud de raiz, tallo y planta, ademas del nimero de
hoja. Para el peso fresco de raiz las cepas 2.1, 2.2, y el control PAO, se comportaron igual al
control no inoculado, con valores de 0,02 gramos para todas (figura 8), sin mostrar
diferencias significativas. La cepa 2,3 produjo un valor de 0,01 g en peso fresco de la raiz,
mostrando un efecto negativo respecto al control no inoculado con un valor (p<0.05) (figura
8).

Frente a peso seco de raiz, todas las Pseudomonas psicréfilas y el control PAO, produjeron
valores de 0,002 g similar al control de 0,0019 g (figura 8), por tanto no hay efecto positivo

para esta variable.
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Figura 8. Peso fresco y seco de la raiz de las plantas de tomate.

Respecto al peso fresco del tallo, ninguna de las plantulas tratadas con las Pseudomonas
psicrofilas y la PAO tuvieron una diferencia estadisticamente significativa frente a las

plantulas que no tuvieron tratamiento alguno. El valor més alto en peso fresco del tallo lo
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produjo la cepa 2.3 con 0,17 gramos, y el méas bajo la cepa 2.1 con 0,13 g frente a 0,15 g del
control sin inocular (figura 9), por tanto las cepas no mostraron un efecto positivo sobre esta

variable.

Para peso seco del tallo, los datos 0,008, 0,015 y 0,009 g de las cepas 2.1, 2.2, y 2.3
respectivamente, fueron similares al control negativo (0,010 g) (figura 9). El control positivo
PAO, mostro un mejor efecto para esta variable con 0,02 g, aunque frente al control negativo

no hubo diferencias significativas.
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Figura 9. Peso fresco y seco del tallo de las plantas de tomate.

Para la variable de longitud del tallo, raiz y total, las cepas de Pseudomonas 2.1, 2.2 y 2.3
produjeron valores similares al control no inoculado. La longitud del tallo estuvo entre 9,3 a
10,3 cm para las Pseudomonas psicréfilas frente a 9,7 cm del control (figura 10). Sin
embargo, la mayor longitud obtenida de las plantulas en estudio fueron las que tuvieron
tratamiento con la cepa 2.2 (10.3 cm) superando la medida de las que tuvieron tratamiento

con Pseudomonas aeruginosa (10.19 cm).

45



LONGITUD DELTALLO
14
12 " = - . 7
ln | I T I T
l I E 2J1
g
g mz2
[
W23
a
BPa0
2
WCh
] T T T T
2,1 2,2 2,3 P&C CH
Cepas

Figura 10. Longitud del tallo de las plantas de tomate.

Las longitudes obtenidas de la raiz no generaron diferencias significativas de las cepas 2.1
(4.74 cm), 2.2 (5.18 cm) y 2.3 (4.98 cm) respecto al control que no tuvo tratamiento (5.23
cm) (figura 11).
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Figura 11. Longitud de la raiz de las plantas de tomate.
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En la longitud total de las plantas se observé que los valores de las cepas 2.2 (15,35 cm) y 2.3
(14,74 cm), estuvieron cercanos al control no inoculado (15,03 cm), mostrando un efecto
igual. La cepa 2.1 mostrd un efecto negativo sobre la planta con un valor de 13,78 cm (valor

p 0.05), al compararlo con los valores del control (15.03 cm).
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Figura 12. Longitud total de las plantas de tomate.

Al realizar el conteo del numero de hojas, se evidencid que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la cepa 2.1 y 2.2 frente al control, a excepcién de
la cepa 2.3 (7,44) que tuvo mayor promedio de hojas respecto a las plantulas que no tuvieron
tratamiento (6.93, valor p 0,049) (figura 13).
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Figura 13. Numero de hojas de las plantas de tomate.

4.4 Amplificacion del gen 16S

Aunque las cepas que fueron donadas desde México estaban caracterizadas a nivel genético
como Pseudomonas spp, se decidié por un lado realizar extraccion de DNA genémico y a
partir de éste amplificar el gen 16S ribosomal para confirmar la caracterizacion, y por otro se
queria amplificar algunos de los genes de los metabolitos probados, para confirmarlos a nivel
genético, pero por tiempo, solo se amplifico 16S ribosomal. En la figura 14, se evidencia en
gel de agarosa al 1% la presencia de dicho gen en cada una de las cepas de Pseudomonas

psicrofilas.
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Figura 14. Electroforesis del gen 16S. Pozo 1: MP 1 kb. Pozo 4: con control negativo. Pozo
5: control positivo (Pseudomonas aeruginosa). Pozo 6 a 8: cepas 2.1, 2.2y 2.3.

5. Discusion

Se conocen bacterias asociadas a las plantas que promueven el crecimiento vegetal (PGPM),
estas tienen la capacidad de colonizar el sistema radicular o el entorno méas cercano de la
planta, pudiendo ejercer un efecto positivo sobre el crecimiento de las plantas a través de
diferentes mecanismos® su importancia radica en que son una alternativa para evitar el
impacto medioambiental que causan los fertilizantes quimicos, en este proyecto demuestran
que las cepas analizadas tienen la capacidad de producir algunos de los mecanismos que
promueven el crecimiento vegetal, como la produccién de AIA y amonio, solubilizan
fosfatos, y pueden fijar nitrégeno atmosférico. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en la investigacion de Balcazar et al. 2015%° que en glaciares se han aislado microorganismos
psicrofilos, y varios factores promotores de crecimiento vegetal fueron identificadas en estas

bacterias, mostrando su potencial en la agricultura.

Seglin Vega et al. 2016%, 1as auxinas son fitohormonas que juegan el rol méas importante en
el desarrollo de las plantas y que para su biosintesis el precursor principal es el triptofano;
ellos determinaron la capacidad de Pseudomonas putida para sintetizar AlA, al igual que en
la investigacion realizada por Meliani et al. 2017% donde identificaron que P. putida y P.

fluoerescens tienen la capacidad de sintetizar AIA con una produccion de 166 pug/ml y 89
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pg/ml respectivamente, resultados que coinciden con los obtenidos en nuestro estudio de las
cepas psicrofilas de Pseudomonas spp. 2.1 (574.4 pg/ml), 2.2 (449 pg/ml) y 2.3
(233.7pg/ml), demostrando que diversas especies de Pseudomonas de diferentes ambientes

(ambientes extremos) tienen la capacidad de sintetizar AIA.

Los microorganismos cumplen la importante funcion de mantener el equilibrio de los
agroecosistemas mediante la realizacion de los ciclos biogeoquimicos. Entre los grupos
funcionales se encuentran las bacterias solubilizadoras de fosfatos que le permiten a las
plantas absorber el fosfato que ya han solubilizado®. Segin Beltran et al. 2014* y Patifio et
al. 2014*, el género Pseudomonas spp. se encuentra dentro de los géneros de bacterias
solubilizadoras de fosfato (BSF), utilizando como mecanismo la disminucion del pH para
poder realizar la solubilizacién por medio de la produccion de acido glucénico; concordando
con las reacciones obtenidas en la prueba cualitativa en el medio SRS, que se evidencio por
formacion de un halo de acidificacion, y formacién de un halo de solubilizacion claro
alrededor de la colonia; igualmente sucedi6 en la prueba cuantitativa por la acidificacién del
medio NBRIP que inicialmente se encontraba con un pH de 7. Los resultados de la
investigacion de Balcazar et al. 2015%°, describieron que diferente cepas de Pseudomonas
psicrofilas: P. orientalis, P. brenneri, P. monas brenneri, P. y P. antarctica produjeron
disminucion del pH del medio, al solubilizar fosfatos (valores que bajaron de pH 7 a 3.68) y
la concentracién de fosfato soluble estuvo entre 142.7 a 98.4 mg/L, demostrando que los
resultados obtenidos de las cepas en estudio 2.1 (pH 3.86- concentracion de fosfato de 81,6
mg/L), la cepa 2.2 (pH de 3,46 - concentracion de fosfato de 199,6 mg/L) y la cepa 2.3 (pH
de 4.12 - concentracién de fosfato de 118 mg/L) se relacionan con la caracteristica de algunas

especies de Pseudomonas spp. que solubilizan fosfatos.

El nitr6geno es uno de los constituyentes mas importantes de las proteinas, sin embargo es un
factor limitante para las plantas, por ello, los microorganismos diazotrofos son necesarios
para cumplir el rol de fijar el nitrégeno atmosférico?’. En la investigacion realizada por Kifle
and Laing 2016” nombran que entre las bacterias diazotroficas asociadas al maiz se encuentra
la Pseudomonas nitroreducens, ellos evaluaron la capacidad de P. nitroreducens para fijar

nitrogeno en medio semisoélido libre de nitrogeno. Otro estudio realizado por Suyal et al.
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2017°, demostré la capacidad de P. jessenii de crecer en medio Burk que también es carente
de nitrdgeno y amplificd el gen nif en dicha cepa, ya que por lo general se usa como
biomarcador en la identificacion de diazétrofos, ademas, resalté que hay muy pocos informes
sobre respuestas adaptativas de las bacterias a bajas temperaturas. Respecto a las
investigaciones anteriormente nombradas, se evidencia que algunas cepas psicrofilas de
Pseudomonas spp. tienen la capacidad de fijar nitrogeno, lo cual se correlaciona con los
resultados obtenidos en nuestro estudio con las Pseudomonas psicrofilas, ya que la cepa 2.2

pudo crecer en medio NF, y ser considerada como diazotrofa.

El ciclo de nitrégeno inicia con la reduccién del nitrégeno atmosférico a amonio, el cual es
asimilado por las plantas ayudandoles en su desarrollo y su nutricion, esto quiere decir que es
un factor de promocién de crecimiento. En la investigaciéon de Goswami et al. 2013*, se
analiz6 una cepa psicrofila del género Pseudomona spp., a la cual se le cuantifico la
produccién de amonio a partir de agua peptonada, obteniendo como resultado una
concentracion méaxima de 0.32 mg/L; al compararlo con los resultados obtenidos de las cepas
psicrofilas de Pseudomonas spp. en este estudio, que también se cuantificaron a partir de
agua peptonada y teniendo en cuenta que el control positivo que se utiliz6 Pseudomonas
aeruginosa que tuvo como resultado 0,25 mg/L en la produccion de amonio; la cepa 2.1 (0,07
mg/L), y la cepa 2,3 (0,05 mg/L) mostraron baja produccion de amonio, a diferencia de la
cepa 2,2 (0,21 mg/L) que tuvo una mayor produccion de amonio, resultado similar al que se
obtuvo de la cepa PAO.

Segln la revision realizada por Cardozo y Quiriban 2014%, el género Pseudomonas se
caracteriza por ser catalasa positivo, y utilizan estas enzimas como mecanismo para
detoxificar especies reactivas de oxigeno (ROS del inglés), y en las plantas es de suma
importancia este mecanismo ya que si no estuviera presente afectaria proteinas sensibles al
sistema redox. En otra revision realizada por Nadeem et al 2013** mencionan que
Pseudomonas fluorescens incremento el crecimiento de la planta Catharranthus roseus a
pesar de haber estado sometida en condiciones de estrés salino, condicion que potencializa la
concentracion de ROS. Lo anterior, también se refleja en la investigacion realizada por

Cerqueira et al. 2013* en la que resaltan que el estrés oxidativo genera ROS en las plantas,
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como oxigeno atmosférico, radicales hidroxilo y anion superdxido, generando dafios en los
lipidos, proteinas y otros componentes celulares; en la metodologia de dicha investigacion se
sometieron unas plantas de caupi a estrés oxidativo y se inocularon con diferentes PGPM,
entre ellas una cepa de P. graminis y P. durus, como resultados obtuvieron la presencia de
catalasa y su accion en plantas que fueron co-inoculadas con Bradyrhizobium spp. y P.
graminis y Bradyrhizobium spp. y P. durus, y ademas evidenciaron que en la floracion no
hubo acumulacion de peroxido de hidrégeno, lo que indico la accion eficaz de la actividad
enzimatica controlando el estrés oxidativo al que fueron inducidas las plantas. Todo lo
anterior, se relaciona con los datos obtenidos en nuestra investigacion con las cepas de
Pseudomonas spp, pues todas las cepas demostraron la capacidad de catalizar el H,O, y
producir H,Oy O,

La rizosfera es un ambiente muy complejo en la cual se encuentran una gran variedad de
bacterias que deben competir por la colonizacion de la raices de las plantas, para que se
produzca dicha interaccion se debe garantizar una correcta y eficaz colonizacion, la cual se
lleva a cabo por medio de la movilidad, que es la habilidad de desplazarse y adherirse a la
superficie, esto se lleva a cabo mediante los flagelos polares que poseen las Pseudomonas.
Seglin Martin et al. 2014*, las bacterias P. putida y P. aeruginosa poseen flagelos polares
que permiten el movimiento conocido como swarming, el cual permite un movimiento rapido
y coordinado impulsado por la rotacién flagelar sobre superficies sélidas, ademas en estudios
de transcriptémica, la P. putida durante la colonizacién de la rizosfera ha demostrado que el
gen fliO que esta relacionado con la sintesis del aparato de exportacion flagelar al aumentar
su sintesis. Lo anterior, se relaciona con los resultados obtenidos de las cepas psicrofilas de
Pseudomonas spp. en estudio 2.1, 2.2 y 2.3 las cuales poseen un movimiento swarming en la

caja de petri con agar semisélido.

Respecto al efecto de las Pseudomonas en la promocion de crecimiento de tomate, los
resultados mostraron que en general las cepas probadas no tuvieron un efecto positivo frente
al control sin inocular, sin embargo mostraron su capacidad para producir algunos de los
metabolitos promotores de crecimiento que se conocen en la actualidad. Frente a las variables

de peso fresco de raiz y tallo, que estuvieron en un promedio de 0,02 y 0.16 ¢
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respectivamente, estos datos se correlacionan con los obtenidos por Sanchez et al. 2012°,
donde evaluaron diferentes variables en plantulas de tomate (variedad Sofia) que fueron
tratadas con indculos de diferentes microorganismos, entre las variables estaba el peso seco
de la raiz y de la parte aérea, y la longitud de la planta, se determinaron al dia 30, 60 y 90, se
evidencid que el peso seco de la parte aérea de la planta con el indculo de las Pseudomonas
spp., generaron una diferencia frente al testigo al dia 90. En otra investigacion propuesta por
V. Gravel et al. 2007* evaluaron cinco bacterias Pseudomonas fluorescens , P. fluorescens
subgrupo G, P. marginalis, P. putida subgrupo B y P. syringae; demostrando tener un efecto
promotor sobre el crecimiento de plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.),
debido a la produccién de AIA y a la presencia de triptéfano, demostrando en un ensayo el
aumento del peso fresco del tallo y las raices de las plantas de tomate cultivadas a medida que

se aumentaba la concentracién de triptofano.

Respecto al peso seco radical, en el mismo experimento realizado por D. Sanchez et al. 2012°
demostraron una diferencia significativa de la raiz que tuvo tratamiento con Pseudomonas
putida, presentando diferencia estadisticamente significativa frente al testigo absoluto y
también frente al testigo quimico superando el peso con un 10% de diferencia; en los
resultados obtenidos con las cepas psicrofilas no se evidenciaron diferencias significativas,
pues las cepas en estudio y el control PAO tuvieron un peso seco de la raiz de 0.02 g, y el
control negativo tuvo un peso de 0.001 g, estos datos se pueden deber al poco tiempo en que
se realizd el experimento, a los nutrientes obtenidos o a la capacidad de las plantas de
adquirir los nutrientes del suelo®, ya que varios estudios han demostrado que la presencia de
acido-3- indolacético genera un gran impacto en el desarrollo radicular de las plantas, y que
se conoce al género Pseudomonas spp. por tener potencial al producir dicha fitohormona y

por ende estimular el crecimiento de las plantas.

Los resultados obtenidos de la longitud de las plantas que tuvieron tratamiento con las
Pseudomonas psicrofilas oscilaban entre 13.78 cm y 14.74 c¢cm, destacando la cepa 2.2 con
una mayor longitud de 15.35 cm y la 2.3 con 14.74 cm que evidencié una diferencia
significativamente negativa frente al control, lo anterior se relaciona con la investigacion de

D. Sanchez, que al determinar la longitud de la planta observd que al dia 30 y 60 no
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evidenciaron diferencia significativa en las plantas inoculadas con especies de Pseudomonas,
solo al dia 90, donde observo que en las plantas inoculadas con Pseudomonas putida habian
ejercido el efecto, casi triplicando la medida con respecto al testigo absoluto y evidenciando

un 30% de diferencia frente al testigo quimico.

Los microorganismos evaluados en este estudio no tuvieron efecto significativamente
positivo sobre las variables analizadas en las plantas de tomate, estos resultados se pueden
atribuir a diferentes variables como las condiciones a las que las plantulas estuvieron
sometidas, puede afectar la concentracion del inéculo, el tiempo de contacto de las semillas
con las bacterias o al tiempo en el que se determinaron las variables, posiblemente si se
hubiera prolongado el tiempo se hubieran podido observar diferencias estadisticamente
significativas. Ademas, es importante resaltar que no hay suficientes estudios que demuestran
el efecto de Pseudomonas psicréfilas en la promocion de crecimiento vegetal en plantas de

tomate.

6. Conclusiones

1. El empleo de bacterias en la promocion de crecimiento vegetal es una alternativa que
impacta a nivel medioambiental y econémico, pues disminuye el uso de agentes
quimicos que generan compuestos tdxicos y reduce gastos en cuanto al suministro de
factores promotores de crecimiento vegetal.

2. Son pocos los estudios de promocion de crecimiento vegetal que se han realizado en
bacterias psicrofilas, por ello este proyecto promueve la innovacion con el empleo de

microorganismos extremofilos como biofertilizantes.

3. La accion de las PGPM en las plantas es importante debido a que las bacterias
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cumplen la funcion de solubilizar y de metabolizar compuestos que no pueden ser
asimilados por las plantas.

La cepa que produjo mayores factores promotores de crecimiento vegetal fue la
Pseudomonas spp. psicréfila 2.2. La Unica cepa fijadora de nitrogeno, tambien
produjo AIA, amonio, solubilizé fosfatos, tiene presencia de la enzima catalasa y

motilidad.

Se evidenci6 que las pruebas cualitativas no son tan sensibles como las cuantitativas,
pues se observa que en la prueba de produccion de AlA todas las cepas en la prueba
cualitativa arrojaron un resultado negativo, caso contrario sucedié en la prueba
cuantitativa ya que se evidencié produccion de dicha fitohormona.

Respecto al efecto de las cepas de Pseudomonas psicrofilas en la promocion de
crecimiento de tomate, los resultados mostraron que en general las cepas probadas no
tuvieron un efecto positivo frente al control sin inocular, sin embargo, mostraron su
capacidad para producir algunos de los metabolitos promotores de crecimiento que se
conocen en la actualidad.

La cepa que mejor promovié la germinacién de las plantulas fue la cepa 2.2 con un

porcentaje de 95%.

7. Recomendaciones

Para proximas investigaciones, se recomienda extender el tiempo del ensayo de la promocion

de crecimiento vegetal en las plantas de tomate, un tiempo mayor a los 30 dias puede

demostrar diferencias significativas, igualmente se podria someter el ensayo a bajas

temperaturas para poder demostrar si en esas condiciones las bacterias potencializan el

55



crecimiento vegetal y si representa alguna proteccioén de la planta sometiendola a dichas
condiciones, debido a que son microorganismos psicrofilos. Igualmente, al haber demostrado
que la cepa 2.2 generd resultados positivos en cada uno de los ensayos in vitro se podria

secuenciar para identificar la especie de Pseudomonas.

8. Referencias bibliograficas

56



. Savci S. An agricultural pollutant: chemical fertilizer. International Journal of
Environmental Science and Development. 2012;3(1):73.

. Gonzélez H, Fuentes N. Mecanismo de accion de cinco microorganismos promotores
de crecimiento vegetal. 2015.

Parani K, Saha B. Prospects of Using Phosphate Solubilizing Pseudomonas as Bio
Fertilizer. Eur. J. Biol. Sci. 2012;4

. Goswami D., Vaghela H., Parmar S., et al. Plant growth promoting potentials of
Pseudomonas spp. strain OG isolated from marine water. Journal of Plant
Interactions. 2013; 8:4, 281-290.

. Sé&nchez D., Gémez R. et al. Inoculation with plant growth promoting bacteria on
tomato under greenhouse conditions. Laboratorio de Microbiologia de Suelos.
Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria (CORPOICA). 2012;3,7.
Kifle M., Laing M. Isolation and Screening of Bacteria for Their Diazotrophic
Potential and Their Influence on Growth Promotion of Maize Seedlings in
Greenhouses. Discipline of Plant Pathology, School of Agricultural, Earth and
Environmental Sciences University of KwaZulu-Natal, Pietermaritzburg, South
Africa. 2015.

. A. Meliani, A. Bensoltane, L. Benidire, K. Oufdou. Plant Growth-Promotion and IAA

Secretion With Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas putida. Laboratory of
Research of Biological Systems and Geomatic, Department of Biology, Faculty of
Science, University Mascara, Algeria. 2017.

. Suyal D., et al. Cold Stress and Nitrogen Deficiency Affected Protein Expression of
Psychrotrophic Dyadobacter psychrophilus B2 and Pseudomonas jessenii MP1.
Department of Microbiology, College of Basic Sciences and Humanities, G. B. Pant
University of Agriculture and Technology, Pantnagar, India. 2017.

. Win KT, Fukuyo T, Keiki O, Ohwaki Y. The ACC deaminase expressing endophyte
Pseudomonas spp. Enhances NaCl stress tolerance by reducing stress-related ethylene
production, resulting in improved growth, photosynthetic performance,and ionic
balance in tomato plants. Plant Physiol Biochem. 2018;127:599-607.

57



10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Classification USDA PLANTS [Internet]. Plants.usda.gov. 2018. Disponible en:
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=SOLY?2
Manual tomate. Camara de comercio Bogota 2015.

Guzmén A, et. al. Manual de cultivo del tomate al aire libre. Instituto de
Investigaciones Agropecuarias. 2017.

Lombardo J. Aptitud de cuatro cultivares de Tomate Cherry para su cultivo en
Invernadero de La Costa de Granada. Universidad de Almeria. 2017.

Fandiio G., Moreno J. Manejo integrado de la mosca blanca (homoptera:
Aleyrodidae) en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) en condiciones de
invernadero. Universidad distrital Francisco José de caldas.Bogotéa D.C. 2016.

Ernesto M. Mancha Gris de la Hoja del Tomate: Identificacion, Biologia y Gendmica
del Agente Etiologico. Universidad Nacional de La Plata. Argentina; 2019.

Axayacatl O, Osorio G, Axayacatl O. Estadisticas agricolas de tomate: produccion,
superficie y rendimiento. 2019.

Cardona A. Antioquia y Norte de Santander son los departamentos lideres en la
produccién de tomate. La Republica. 2018.

Burbano E., Vallejo C. Produccion de lineas de tomate “chonto”, Solanum
lycopersicum mill., con expresion del gen sp responsable del crecimiento
determinado. Revista Colombiana de Ciencias Horticolas. 2017;11(1):63-71.
Manrique L. Nueva esperanza para volver a exportar tomate colombiano. UN
periddico digital. 2018.

Fao.org. Los fertilizantes y su uso. 2018.

Boschini-Figueroa C, Vargas-Rodriguez CF. Composicién nutricional del tripsacum
laxum fertilizado con nitrégeno, fosforo y potasio. Agronomia Mesoamericana.
2018;29(1):141. doi: 10.15517/ma.v29i1.27293.

Florez C., Buono S., Giorgini S. Guia de consulta Enfermedades de Tomate. Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria. 2012.

Savci S. An Agricultural Pollutant: Chemical Fertilizer. International Journal of

Environmental Science and Development 2012;3(1):73-80.

58


https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=SOLY2

24,

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

Kaymak DC. Potential of PGPR in agricultural innovations. In: Maheshwari DK,
editor. Plant growth and health promoting bacteria. Berlin Heidelberg, Germany:
Springer- Verlag; 2010.

Peix A, Ramirez-Bahena M, Veldzquez E. The current status on the taxonomy of
Pseudomonas revisited: An update. 2018.

Palleroni N. Pseudomonas. Bergey’s manual of systematics of Archaea and Bacteria.
Oliart R, Manresa A, Sanchez M. Utilizacién de microorganismos de ambientes
extremos y sus productos en el desarrollo biotecnolégico. 2016.

Diaz A., Estrada M. Determinacion preliminar de produccion de compuestos
bioactivos de actinomicetes y bacterias aislados de ecosistemas glaciares andinos y
antarticos. Universidad técnica de Ambato. 2018.

Balcazar W, Rondon J, Rengifo M, Ball MM, Melfo A, Gomez W, Yarzébal LA.
Bioprospecting glacial ice for plant growth promoting bacteria. Microbiol Res.
2015;177:1-7.

Nassar A, El-Tarabily K, Sivasithamparam K. Promotion of plant growth by an auxin-
producing isolate of the yeast Williopsis saturnus endophytic in maize (Zea mays L.)
roots. Biol Fertil Soils. 2005;42:97-108

D’Amico S, Collins T, Marx JC, Feller G, Gerday C. Psychrophilic microorganisms:
challenges for life. EMBO Rep. 2006;7:385-389.

Vega P., Canchignia H., Gonzalez M., Seeger M. Biosintesis de acido indol-3-acético
y promocion del crecimiento de plantas por bacterias. Cultivos Tropicales. 2016;
37:33-39.

Beltran E. La solubilizacién de fosfatos como estrategia microbiana para promover el
crecimiento vegetal. Corpoica Cienc. Tecnol. Agropecu. 2014;15(1):101-113.

Souza R, Ambrosini A, Passaglia L. Plant growth-promoting bacteria as inoculants in
agricultural soils, Scielo. 2015; 38:4.

Calvo S.. Bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno. Dialnet. 2011; 173- 186.
Cardozo P., Quiriban A. Proteins in water stress tolerance in plants. Semiarida.
Facultad de Agronomia. 2014; 24(1):55-67.

59



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

Tortora G, Funke B, Case C. Introduccion a la microbiologia. 9% ed. Buenos Aires:
Editorial médica Panamericana; 2007. p. 81- 83.

Scharf B, Hynes M, Alexandre G. Chemotaxis signaling systems in model beneficial
plant-bacteria associations. Plant Molecular Biology. 2016; 90(6):549-59.

Malik D, Sindhu S. Transposon-derived mutants of Pseudomonas strains altered in
indole acetic acid production: Effect on nodulation and plant growth in green gram
(Vigna radiata L.). Physiol Mol Biol Plants. 2008; 14(4): 315-320.

Villota C. Evaluacion del potencial de promocidon del crecimiento vegetal de
microorganismos aislados a partir de residuos de higuerilla (Ricinus communis), en
zanahoria (Daucus carota). Universidad Catdlica de Manizales. Instituto de
investigacién en microbiologia y biotecnologia agroindustrial. 2013.

Patifio C., Sanclemente O. Los microorganismos solubilizadores de fosforo (MSF):
Una alternativa biotecnoldgica para una agricultura sostenible. Universidad libre de
Cali. Ciencias Agricolas. 2014; vol. 10 No.2.

Nadeem S., et al. The role of mycorrhizae and plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) in improving crop productivity under stressful environments. Elseiver.
2013;429-448.

Cerqueira A., Bonifacio A., et al. Minimization of oxidative stress in cowpea nodules
by the interrelationship between Bradyrhizobium sp. and plant growth-promoting
bacteria. Soil Science Graduate Program, Federal Agricultural University of
Pernambuco, Agronomy Department, UFRPE/DEPA. Recife, Pernambuco, Brazil.
2013; 245- 251.

Martin M., Martinez F., Rivilla R. Colonizacién de la rizosfera por Pseudomonas.
Universidad Autonoma de Madrid. 2014.

Gabriel V., Antoun H., et al. Growth stimulation and fruit yield improvement of
greenhouse tomato plants by inoculation with Pseudomonas putida or Trichoderma
atroviride: Possible role of indole acetic acid (IAA). Centre de recherche en

horticulture, Université Laval. 2007.

60



ANEXO 1. PREPARACION MEDIO SRS

Utilizado para la valoracion de la eficiencia relativa de solubilizacién de los aislamientos,
empleando el método propuesto por Sundara Rao y Sinha (1963) sobre el medio SRS, basado
en la medicién del diametro de halos de transparencia alrededor de colonias bacterianas que
crecen en un medio de cultivo sin formas solubles de PO 4 3- pero con fosfato de calcio o
hierro, el cual puede ser solubilizado por bacterias que presenten esta capacidad. La eficiencia
relativa de solubilizacion de fosfatos se expresa haciendo una relacién del diametro del halo

de solubilizacion con respecto al diametro de la colonia.
Para cuantificacion y aislamiento de colonias solubilizadoras de fosfatos.

Componentes g/L.:

COMPONENTES o/ L

(NH4)2 SO 4 0.5
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KCI 0.2
Mg SOs4 . 7 H20 0.3
Mn SO4 . H20 0.004
Fe SO4.7 H20 0.002
NaCl 0.2
Extracto de levadura 0.5
Purpura de Bromocresol 0.1
Cas(P0a)2 5.0
Agar 18.0

e El fosfato tricalcico se esteriliza aparte y luego antes de dispensar se afiade en cabina
de flujo al medio.
e El resto de componentes se pesan y disuelven; pero antes de esterilizar se ajusta el pH

(7-7.2), si es necesario con una solucion de (NaOH) 0.1N.

ANEXO 2. EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD
SOLUBILIZADORA DE FOSFATO.

Esta evaluacion se realiz6 por duplicado para cada bacteria utilizando la prueba analitica
Spectroquant® Test fosfatos (Merck®), cuyo principio se fundamenta en el método del azul
molibdeno sugerido por Chen et al. (2006); siendo un procedimiento analogo al US Standart
methods 4500-P (APHA, 2012) adaptado a las condiciones del ensayo. De cada aislado se
realizo un cultivo en 10 mL de caldo nutritivo (Oxoid ®)con incubacion a 28 °C durante 24
horas, luego se tom6 1 mL del mismo y se centrifugd a 7000 rpm/5 minutos, se retird el
sobrenadante y se llevé la suspensién bacteriana con solucion salina estéril al 0,85 % a DO de

1 a 541 nm. Se tomaron alicuotas de 100 pL a partir de dicha suspension, se inocularon en 50
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mL del medio de cultivo NBRIP liquido (sin agar bacteriol6gico) y fueron incubadas durante

14 dias a 28 °C segun Nautiyal (et al., 1999) y Kadiri et al. (2013).

Al final del proceso de incubacién se centrifugaron los cultivos a 5000 rpm/5 minutos para

poder medir el pH final del medio de cultivo (Charakborty et al., 2010) y se tomaron

alicuotas de 5 mL del sobrenadante con el fin de realizar la prueba colorimétrica para la

determinacion de ortofosfatos, se realizé la lectura en espectrofotometro a 690 nm y se

detect6 la concentracion de fosfato soluble en mg/L.

Preparacion del medio de cultivo selectivo NBRIP (National Botanical Research Institute

Phosphate growth médium) en g/L:

COMPONENTES

g/ L

Glucosa

10

Ca3 (PO4)2
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(NH4) 2 SO4 0,1
KCI 0,2
MgS04 7H20 0,25
MgCI2 6H20 5
Agar (Ajustar pH 7) 14

Referencia

Beltran M. Bacterias solubilizadoras de fosfato con potencial biofertilizante en suelos
cultivados con papa (Solanum tuberosum). Agronomia. Grupo de investigacién Gestion
ambiental, Universidad de Boyacd, Tunja, Boyaca. 22(2): 7 - 20, 2014.
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ANEXO 4. MEDIO NF (LIBRE DE NITROGENO) SEMISOLIDO
Protocolo segin Medhin H. Kifle and Mark D. Laing 2016

Protocolo modificado de Ddbereiner (1988) (medio semisélido libre de Nitrégeno) para aislar
bacterias diazotroficas. Se siembra un preindculo en caldo LB por dos dias a 22°C y se

siembra en medio NF que se compone:

COMPONENTES g/ L
mannitol, sucrose, or malate as the carbon source |20 g
K2HPO4 029
NaCl 0.29
MgS04.7H20 029
K2S04 0.1g
CaCo3 50¢9
Agar (for semi-solid media) 50




Se incuba temperatura ambiente por ocho dias y se procede a observar si crecieron 0 no las
cepas. Si hay crecimiento quiere decir que son bacterias fijadoras de nitrégeno.

Referencia

Kifle M. y Laing M. Isolation and Screening of Bacteria for Their Diazotrophic Potential and
Their Influence on Growth Promotion of Maize Seedlings in Greenhouses. Frontiers in Plant
Science. 6: 1225; 2015.

ANEXO 5. PRODUCCION DE AMONIO
Protocolo segin Ahmad et al. 2008.

Se realizd un preindculo en caldo LB por dos dias a temperatura de 22°C, se procedid a
centrifugar por 5.0 min a 7000 rpm, se ajusta in6culo a 1 DO y se siembra en agua peptonada
por tres dias a 22°C y se procede a leer con kit de Amonio (spectroquant).

ANEXO 6. PREPARACION DE MEDIO SEMISOLIDO
MOTILIDAD SWARMING

Protocolo segin Boyer 2008, con modificaciones

Para que un medio de cultivo sea solido significa que en 1 litro de agua destilada hay 15g de
agar-agar en su composicion lo que indica a su vez que el medio esta a una concentracién de

agar del 1,5%, explicando:
15 g de agar-agar -------------- 1,5% concentracion
X mmmmmmmmeeees 0,85% concentracion

X= 8,5 g de agar-agar para un litro de agua destilada
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Ahora bien, para que sea un agar nutritivo semisolido, es importante agregar los componentes
para que haya un Optimo crecimiento bacteriano y debe ser suplementado con Caldo
nutritivo, usando la cantidad que indique la etiqueta.

8g de caldo nutritivo para un litro de agua destilada.

EJEMPLO:
Preparar 200 ml de agar nutritivo | 8g de caldo nutritivo -------- 1000 ml H20d
semisalido.
X -mmmee- 200 ml H20d
8,5 g de agar-agar ------- 1000 ml H20d

X=1,6 g de caldo nutritivo
X -mmmee- 200 ml H20d X

X=1,7 g de agar-agar

Para esto se debe tomar un Erlenmeyer adicionar 200ml de H20d y alli mismo agregar
los 1,7 g de agar-agar més los 1,6 g de caldo nutritivo, sellar con papel aluminio,
esterilizar a 121°C.

Referencia

Boyer, Mickaél, et al. A quorum-gquenching approach to identify quorum-sensing-regulated
functions in Azospirillum lipoferum. Research in microbiology. 2008;159, 699-708.
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ANEXO 7. PROTOCOLO DE SIEMBRA DE SEMILLAS DE TOMATE CHONTO

Materiales

e Vasos plasticos de 12 onzas con e Agua destilada estéril
agujeros por debajo e Jeringa de 10ml

e Portavasos desechables e Bolsas de aluminio
e Suelo e Semillas de tomate chonto
e Turba e Falcon de 50 ml estériles
e Germinadores e Hipoclorito de sodio al 3%
o Pinzas estériles e Alcohol 70%
e Breaket e Solucion Hoagland
e Mechero

DIA 1.
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DIA 3.

o

DIA 4.

Preparacion y esterilizacion de 100 ml de caldo nutritivo

Esterilizacion de la turba en bolsas de aluminio

Dispensacion de 5 ml de caldo nutritivo en tubos tapa rosca

Inoculacion de cepas 2.1, 2.2, 2.3 y PAO en cada tubo

Incubacion, la cepa de control PAO se incubd a 37°C por 24 horas y las cepas 2.1, 2.2
y 2.3 a 22°C por 48 horas a 200 rpm.

Centrifugacion de las cepas para obtener el pellet y disolver con agua destilada
Transferencia de 50 pl de la biomasa en tubos falcon que contienen 17 ml de caldo
nutritivo

Ajuste de los in6culos a una densidad Optica de 0.160 en una longitud de onda de 546
nm.

Esterilizacion de agua destilada en una fiola con capacidad de 1L

Esterilizacion de pinzas metalicas

Esterilizacion de beakers para desinfectar las semillas

Desinfeccion de semillas de tomate chonto con un lavado de hipoclorito de sodio 3%
durante 5 minutos, luego se realizan tres lavados con agua estéril, posteriormente con
alcohol 70% durante 5 minutos y por ultimo se lavan tres veces con agua destilada.
Distribuir las semillas en cada tubo Falcon que contiene 17 ml de caldo inoculado con
cada cepa de Pseudomonas spp y con el control positivo (Pseudonomas aeruginosa).
Mantener en agitacion el medio con las semillas durante 2 horas.
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4. Agregar turba en los germinadores hasta la mitad de los pozos, y con pinza esteéril

poner de a una semilla por pozo, al finalizar cubrir las semillas con otra capa de turba.
5. Agregar 4 ml de agua con solucion Hoagland en cada uno de los pozos sembrados.

DIA 18.

1. Se debe esterilizar 2 veces el suelo a utilizar en la siembra

DIA 19.
1. Llenar s de los vasos plésticos con suelo estéril
2. Transferencia de las plantulas que crecieron en turba a los vasos con suelo estéril
3. Agregar otra capa de suelo que tape la raiz de la plantula
4. Dispensar agua con solucion Hoagland en los portavasos desechables, y sobre éste

poner los vasos sembrados
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ANEXO 8. PROTOCOLO DE MEDICION DE VARIABLES EN LAS PLANTAS DE
TOMATE

Luego de haber sembrado las semillas en los germinadores con turba, se observa la

germinacion a los 8 dias posterior a su siembra.

Las plantulas se trasvasan 15 dias después de haber sembrado las semillas, y a partir de ese
dia se debe contabilizar un mes para que crezcan las primeras hojas verdaderas y poder
realizar las mediciones en las plantas. Se debe determinar el peso fresco y el peso seco, el

numero de hojas, la longitud de la planta, de la raiz y del tallo.

1. Sacar cuidadosamente las plantas del vaso ya que las raices son muy delgadas.

2. Separar la tierra que se encuentra en parte del tallo y raiz de la planta, si es necesario,
hacer lavados con agua de chorro.

Poner las plantas sobre una toalla de papel para que se absorba el agua.

Medir con una regla la longitud de cada planta.

Realizar un corte entre la terminacion del tallo e inicio de la raiz.

Medir con una regla la longitud de la raiz y la longitud del tallo.

En una balanza pesar el peso fresco total de cada planta (raiz y tallo).

© N o g b~ w

Luego de medir, pesar y registrar los datos, se procede a empacar cada tallo con la

raiz respectiva en una bolsa de papel y rotular con la cepa correspondiente.
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9. Llevar las bolsas de papel que contienen los tallos y las raices al horno durante tres

dias a 60°C.
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