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Evaluacion de Rizobacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de Bosque Alto Andino para uso en restauracion ecologica del corredor Chingaza-Sumapaz

INTRODUCCION

N\

Bosque Alto Andino

/ N\

En Colombia, afectados por la
presion colonizadora y con mas altas
tasas de deforestacion.

Franja de vegetacion que va desde los
2.600 a 3.200 msnm con temperaturas
promedio de 15 a 6°C

Desde 1800 hasta nuestros dias, se
ha transformado del 70 a 93%

T T Vallea stipularis

u.colt

——
Tomada de: http://www.

Escallonia paniculata

F__________q

I
- Campano, chaque, gaque,

raque
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I, Tobo o tibar

« Arboles nativos zodcoros de

|
|
Es un arbol que alcanza los I
I hasta 10 m de alto.
|
|
|

9 m de altura

* Propia de bosques

« Habitantes tipicos de los :
altoandinos.

bosques andinos humedos

r

Vallea stipularis, Catama'y _—e o e . e . e = =

Catamay Perez, 2018 Perez, 2018




<Aumento de la nutricion

Tomado de: agrogenia.blogspot.com;

<Factores de crecimiento

AlA influencia en la raiz
Dormancia y germinacion

Rizosfera

Tomado de: https://idus.us.es/xmlui/bitstream/handle/11441/65140/BENJUMEAMU%C3%910Z%2C
DANIEL.pdf?sequence=1&isAllowed=y

¢

Disolucion, mineralizacion y
desorcidon

| Capacidad ! Disponibilidad de fésforo
O O cielodelfestore Bacillus sp, Stenotrophomonas sp, Burkholderia sp,
PGRPs = Pseudomonas sp, Rhizobium sp, Vibrio proteolyticus,
Enterobacter aerogenes y Pantoea sp
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Pregunta de investigacion

¢Algunas rizobacterias solubilizadoras de fosfato aisladas del suelo de usme
coadyudan al establecimiento y crecimiento de especies nativas ?

Efectos de

agricultura, Sucesion Plantas

mmerla,, vegetal nativas
ganaderia
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OBJETIVOS

General

Evaluar rizobacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de suelo del Bosque Alto Andino con capacidad
PGPR a escala de vivero para posible uso en restauracion ecolégica.

Especificos
Caracterizar
fenotipica y
enzimaticamente

Demostrar la actividad
PGPR en plantas de
Escallonia paniculata y
Vallea stipularis

Aislar Identificar
especies mediante
nativas pruebas
bioquimicas




ANTECEDENTES
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2014

Kloepplery Rodriguez,
Schroth Fraga
Término de Fosforo,
rizobacterias nutriente
promotoras del inorganico
crecimiento mas requerido

vegetal (PGPR)

1988 1993 2013
John Davison Harper Min Ambiente
BgctCIerlas I Restauracion. El Plan
qsoc?a ads al a Ciencia Nacional de
“ZOIS etra €185 emergente con  Restauracion
plantas sgn una profunda Ecoldgica,
capaces el importanciaen  rehabilitacion

promover € conservacion
crecimiento

bioldgica

vegetal

Violeta et al

Caracterizacion
de rizobacterias
promotoras de
crecimiento en
plantulas de
Eucalyptus nitens
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Fase |. Laboratorio

MUESTREO DEL SUELO

METODOLOGIA

Fase Il. Vivero
BIOENSAYO EN VIVERO

ANALISIS ESTADISTICO DE VARIANZA

Chien y Hammond

AISLAMIENTOY CONSERVACION

—_)

IDENTIFICACION BBL CRYSTAL

o
spitiay Diaz Y MICROSCAN

Conservacion Cepas: Autores Catamay
Perez 2018

EVALUACION ACTIVIDAD ENZIMATICA DETERMINACION AIA

Beltran

Gutiérrezy Pérez

Identificacion BBL Crystal: Autores Catamay

SCREENING DE SELECCION Perez 2018
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Resultados y Discusion |
Fase |: Laboratorio

Aislamiento y caracterizacion de rizobacterias
solubilizadoras de fosfato

Muestreo #2 Muestreo' 4 Bosque
Medio Dilucion UFC
Muestreo #1 PSM 107 7
Medio Dilucion UFC 0% 8 :
PSM 6 SMRS-1 0% 11 Muestreo 2 Potrero
SMRS-1 - 7 Pikovskaya 10 5
TOTAL 13 TOTAL 31 ‘o

Numero de cepas aisladas segin medios y diluciones Autores Catamay Pérez, 2018

Inoculo biotecnologico , | ,
e Ubicacion astrondmica del Bosque Alto Andino, Sede Usme UAN.Google Inc. (2018). Google Earth (Version 4.482833)
CO ntrOI pOSItIVO |:> Azosplrlllum bras,[ense [Software]. Disponible desde https://www.google.com.co/maps/place/Colegio+Universidad+Antonio+Nari%C3%B1o+

Usme/@4.482833

Azobacter chroococcum




Resultados y Discusion

Muestreo 1

MEDIO SMRS-1

Dilucién 10

Descripcién macroscépica

-Colonias naranja; grande. opacas,
bordes regulares.

-Colonias grisceas oscuras; medianas,
brillantes, bordes regulares.

-Colonias roja; pequefia, borde regular,
opaca

Seleccioon de UFC: Autores Catamay Perez
2018
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Morfologias encontradas Medio PSM

m Bacilos Gram posiivos m Bacilos Gram negativos

Morfologias encontradas Medio SMRS-1

12,50%

m Bacilos Gram positivos m Bacilos Gram negativos m Cocobacilos Gram negativos
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Muestreo 2

Resultados y Discusion

CEPAS AlIA CONCENTRACION IS (%) —
MEDIO SMRS-1 (ng/ml)
Dilucién 107 Dilucién 10~ RBSFO3 6.45 0
RBSF07 8,91 20
Incontables RBSF09 7.43 0
RBSF12 6,55 0
RBSF13 8,69 0
RBSF21 16,78 12,5
RBSF23 18 10
Seleccioon de UFC muestreo - 2: Autores Catamay Perez 2018 RBSE26 1 ) ]
RBSF27 11,3 -
Morfologias encontradas Medio PSM RBSF33 6,68 20
RBSF36 18 13
RBSF37 18 0
RBSF38 4 0
RBSF40 18 17
RBSF42 16,81 2
RBSF43 5,79 0
- RBSF44 5,82 0
RBSF46 16,45 0

mE=cilos Gram positives W Bacilos Gram negativos B Cocos Gram negativos
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Halos solubilizaciéon en
Catamay Perez 2018
Muestra Control positivo
Cadigo de Diametro Diametro del indice de Diametro Diametro del Indice de
aislamiento dela halo de solubilizacion de la halo de solubilizacion
colonia solubilizacion % colonia solubilizacion %
(mm) (mm) (mm) (mm)
RBSF 21 8mm 1mm 125% 14 mm 3mm 21.%
RBSF 23 10 mm 1 mm 10% 15 mm 3mm 20%
RBSF 36 16 mm 2mm 13% 13 mm 4 mm 30%
RBSF 40 6 mm 1mm 17% 11 mm 5mm 45%
RBSF 46 13 mm 1mm 1.7% 15 mm 1 mm %

Evaluacion de la actividad solubilizadora de fosfato

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

0.00

RBSF 03
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Indices de solubilizacién

] indice de solubilizacion
cepas

] indice de solubilizacién
control

RBSF 07
RBSF 09
RBSF 12
RBSF 13
RBSF 21
RBSF 23
RBSF 26
RBSF 27
RBSF 33
RBSF 36
RBSF 37
RBSF 38
RBSF 40
RBSF 42
RBSF 43
RBSF 44
RBSF 46

Cepas evaluadas

-

~

Rangos de solubilizacion medidos a las 24h (0-10%)
y a las 48h (0-11%)
Corrales, Sanchez et al, 2014

elrmedio de cullivo NBRIP
Rodriguez, Hernandez. 2009
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Evaluacion de Rizobacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de Bosque Alto Andino para uso en restauracion ecologica del corredor Chingaza-Sumapaz

Cepas evaluadas
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£ 16,5
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Concentracion [ug/mli] , . .
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081 . division celular, diferenciacion de tejido y respuesta de defensa
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Resultados y Discusion

4 )
Enterobacter sp. y Serratia sp. son microorganismos
capaces de solubilizar fosfato a partir de diferentes
fuentes organicas
Nieto y Szpinak. 2017

N\ J

/ Identificacion de bacterias de solubilizadoras de \
fosfato por el sistema de identificacion BD
BBLCRYSTAL™ para microorganismos entéricos no
fermentadores
Enterobacter cloacae

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

\ Beltran, 2014 J

Pantoea sp. posee multiples atributos en el desarrollo
vegetal, como actividad solubilizadora de fosfato,
siderofora y produccion de 4cido acético
Walterson y Stavrinides. 2017
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MicroScan WalkAway BBL™ Crystal™
plus
Cepa 21 Serratia 953
marcescens Yo
Cepa 23 Enterobacter 99.9
Enterobacter cloacae o
cloacae
09.9% Cepa 36 Pantoea 96.9
' aglomerans o
Cepa 40 Enterobacter 98.5
cloacae 0
Cepa 46 Eﬂf@_mi}aczer 9.5
cloacae o
]




Resultados y Discusion

CURVA DE CRECIMIENTO CEPA RBSF 21

CURVA DE CRECIMIENTO CEPA RBSE21

3 3 7 B g
Tiempo ( horas)
3 4 5 6

0 24 6 I8 30 32

7 8 9 10

Ti (22 2 Vol A 2Y2V VAN

24

Fase Il: Vivero

McFarland

26 28 30 32

Fase de latencia

Fase exponencial

Fase estacionaria

Fase de muerte

il

OalOh

\

J

AVA

Y

Se ajusto a 0,5

e RROF 26
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Evaluacion de tratamientos inoculados a escala de vivero, indculos y curva de crecimiento

__RBSF 21 1,23 x108 UFC
RBSF 23 1,35 x108 UFC
RBSF 36 1,30 x108 UFC
RSBF 40 1,20 x108 UFC

DDCIC AR

1A 19 AN

|
11a 24(

total de 1

crecimiento poblacional de 4,05 a 4,9 X108 UFC/ml

RBSF 21, RBSF 23,\ﬁUU| OO0, TNDODOT  =TU, T\DODOJT U

v' Para la fase de estacionaria de la cepa RBSF 21 alcanzo un rango de
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Resultados y Discusion Fase II: Vivero

Evaluacion de tratamientos inoculados a escala de vivero, indculos y curva de crecimiento

1.80
1.60
140
[72]
9 1.20
~ 1.00
£
S 0.80
LO
O o0.60
)
0.40
0.20
0.00

CURVA DE CRECIMIENTO COMPARACION

—

— e RBSF 21

e RBSF 23

/ ——RBSF 36
P ——RBSF 40

RBSF 46

7 8 9 10 24 26 28 30 32
Tiempo ( horas)

-

o

v' Para la fase de estacionaria de la cepa RBSF 21 alcanzo un rango de

crecimiento poblacional de 4,05 a 4,9 x108 UFC/m

RBSF 21, RBSF 23, RBSF 36, RBSF 40, RBSF 46
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Resultados y Discusi

T: Tibar (Escallonia

15 DIAS

90 DIAS

Crecimiento vegetal en los tiempos de medicion 2: Autores Catamay Perez 2018

Crecimiento vegetal en los tiempos de medicion 1: Autores Catamay Perez 2018



Resultados y Discusion

TIEMPO*Tratamiento; LS Means

Efecto actual: F (30,174) =1,9620, p=,00391
Hipotesis efectiva de descomposicion

las barras verticales indican 0,95 intervalos de confianza
0,35

0.30 | T =

0,25 ¢ Jv Ll md

0,20 | gaessd] AT

— T
0,15 ¢ A 0

0110 B T R R YO TRERTERE Ol I

0,05 ¢

0,00

TO T1 T2 T3 T4 TS T6
TIEMPO

—— Tratamiento
RBSF21

-0~ Tratamiento
RBSF23

RBSF36
—. - Tratamiento
RBSF40
—$ - Tratamiento
RBSF46
—4 - Tratamiento
CONTROL
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Analisis de datos estadisticos de varianza(ANOVA)

Tibar

(Escallonia paniculata)




Tibar (Escallonia paniculata)

Resultados y Discusion
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Analisis de datos estadisticos de varianza

50
25+ .
0.3 1
Altura i Numero de Hojas Grosor
20 - g 40 A E
© S
£ . 30 1 o 0.2- T T T T T
o 154 (5] = .
e 2 2
© T T T T T o s T
3 10+ 5 204 g
< \g E 0.1+
51 z 104 o
O
0 T T T T T 0= 0.0 T T T T
he i © O © v N > o Q o v
AL S L AT v v D » » o 5 > © o © o
Q’g @% Q?G) @6 @6 éﬂQ‘ Q’c‘f( Q,o"(( Q’O"Q Qf"(( Q’G‘S &Q. 9(<’1/ 9({]/ 9 ® 9<<v QQB( &Q‘O
A A A S I R R SR PSR R SR S AR S
O )
Cepas evaluadas Cepas evaluadas Cepas evaluadas
p
Analisis de varianza de medidas repetidas Analisis de varianza de medidas repetidas Andlisis de varianza de medidas repetidas
Hipdtesis efectiva de descomposicién Hipdtesis efectiva de descomposicidn Hinbtesis efectiva de descomposicion
SS |[GRADODE[ MS F p SS [GRADODE| MS F p SS MS F p
Efecto L ATHEL Efecto LIBERTAD Efecto |
Intercepta 3488361 1[34883.61/ 326.9192| 0.000000]  |Intercepta [76960.01 1] 76960,01) 172.4365| 0,000000 |  |Intercepta 7.435708] 1]7,435708 1135,067 0,000000
Tratamiento 843,22 5| 168.64) 15805 0,196843|  |Tratamiento 287711 5| 57542 12893 0295531 | Tratamiento 0,039769 510007954  1.214 0,327478
Error 3034 42 29| _106.70 Error 12942 97| 29| 44631 Error 0189976 29]0.006551
TIEMPO _ 393287 6| 65548 G66.9672 0.000000| |TIEMPO 822536 6] 1370.89 13.9201] 0000000 | [TIEMPO 0,393947 6]0.065658] 71,877 0,000000
TIEMPO™Tratamiento | 360,13 300 12,01 1.2266 0.208520)  [IEMPO*Tratamiento | 1739,32 30| 57.98 05887 0956147 | |TIEMPO*Tratamiento |0 053767 30{0,001792] 1,962 0,003915
HGL 1703.12 T 9,78 | Error 17136,03 174| 98,48 Error 0158944  174]0,000913
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Resultados y Discusion

TIEMPO*Tratamiento; LS Means

Efecto actual: F (30,174) =1,9620, p=,00391
Hipétesis efectiva de descomposicién
las barras verticales indican 0,95 intervalos de confianza

Analisis de datos estadisticos de varianza(ANOVA)

26
24 | ) _ T
20 | T ___—_____,..[]—"-__—""D | . .
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14+ e - 417 1 -J- Tratamiento
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- RBSF40
o 1 =4 Tratamiento
5 . . . , , , , RBSF46
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Resultados y Discusion Andlisis de datos estadisticos de varianza

Raque (Vallea stipularis)
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Cepas evaluadas Cepas evaluadas Cepas evaluadas
pan ) ) - aliai ; i ; Analisis de varianza de medidas repetidas
Analisis de varianza de medidas repetidas e : e
A e Hipéteais efectiva de deacomposicion Hipotesis efectiva de descomposicion
GRADO DE SS |[GRADODE| MS F P SSEN ERADO BE | BEMS F P
Efecto S5 LIBERTAD MS E P Efecto LIBERTAD Efecto LIBERTAD
fIntercepta 59166.6 1[59166.82 755.0594 0,000000] |Intercepta 119090,6 1119090.6/ 15,6754/ 0,000000] |ntercepta 3473278 1} 3.173278| 2120,222) 0,000000
Tratamiento 196,27 s| 3925 05009 0772973 |Tratamiento 26399 5 5280 09562 0,460456 [Tratamiento 0,004401 5/ 0,000880 0,588 0,709014
Error 227245 29| 7836 ' Error 160131 29| 5522 Error 0.043404 29](0,001497
TIEMPO 995,08 6] 165,85 74,3685 0,000000) \TIEMPO 184434 6] 30739/ 57,9069 0,000000f [MEMPO 0.005363 6[ 0,000894) 11,132 0,000000
TIEMPO*Tratamiento 103,08 30 344 15407 0.045956| |TIEMPO*Tratamiento 21139 30 705 1,3274 0133678 [MEMPO*Tratamiento |0,001942 30{ 0,000065 0.806 0.752398
Error 38803 174) 223 Error 9236.5 174 831 Error 0.013970 174} 0.000080 1
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CONCLUSIONES

La recuperacion de RBSF

La variedad morfolégica |
erosionados y/o predominante
afectados  \V/§ fenotipicamente

Suelo en Bosques Altos \ Y J
andinos

Bacilos Gram negativos Enterobacter cloacae

. Suelos aridos,
Las 18 cepas trabajadas 5

presentaron produccion de AIA
entre 16 a 18ug/ml

Rizobacterias
L Enterobacter

Escallonia paniculata
+ PGPR

cloacae _ : :
Concentraciones Vallea stipularis
O Pantoea AIA (18pg/ml)
agglomerans 1S >17%, -

Restauracion ecoldgica
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RECOMENDACIONES

» Reactivar previamente las cepas a las 24h antes de su valoracion para evaluacion productora de
enzimas PGPR

» Realizar pruebas de antagonismo y simbiosis “in vitro”entre los microorganismos aislados para
poder realizar posteriormente indculos compuestos que puedan ser evaluados “in vivo” en las
plantas Raque (Vallea stipularis) y Tibar (Escallonia paniculata)

> ldentificar mediante técnicas moleculares las rizobacterias evaluadas

» Analizar las variables de crecimiento de las plantas “in vivo” en el vivero por un periodo de tiempo
mas amplio, teniendo en cuenta el ciclo de crecimiento de los arboles frente a rizobacterias PGPR




Evaluacion de Rizobacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de Bosque Alto Andino para uso en restauracion ecologica del corredor Chingaza-Sumapaz

AGRADECIMIENTOS

- A nuestras asesoras Carolina Jaime, Graciela Lancheros y a nuestro asesor estadistico Camilo de los Angeles por
habernos guiado en este proceso, gracias por su tiempo y sus aportes a la realizacion de este trabajo de grado

- Ala Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca porque a traves de sus profesores nos dio las bases necesarias para
hacer un buen trabajo

- Ala Universidad Antonio Narifio, al Laboratorio de microbiologia y nanotecnologia de la sede tecnoparque SENA, por su

tiempo y ayuda.
NP UuAN
SENA TecnoParque

N | CTTOLOMEIR  S0rowid NaB&S

Aplicacion productiva del conocimiento y las nuevas tecnologias




N

© N

9.

Velasco-Linares P, Vargas O. Problematica de los Bosques Altoandinos. Estrategias para la Restauracion Ecologica del Bosque Altoandino [Internet]. 2008][citado el
16 de junio de 2016]; (Cavelier 1997):41-56. Disponible en: http://www.ciencias.unal.edu.co/unciencias/data-file/user_46/file/Guia Metodologica.pdf.

Benjumeda Mufioz. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal: Mecanismos y aplicaciones [Internet]. Universidad de Sevilla; 2017. Disponible en:
https://idus.us.es/xmlui/bitstream/handle/11441/65140/BENJUMEAMU%C3%9102%2C DANIEL.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Barea J, Navarro E, Montaya E. Production of Plant Growth Regulators by Rhizosphere Phosphate solubilizing Bacteria. J Appl Bacteriol [Internet]. 1976 [citado el 3
de junio de 2016]; 40(2):129-34. Disponible en: http://onlinelibrary.wiley.com.scihub.cc/doi/10.1111/}.1365-2672.1976.tb04161.x/pdf

Davison J. Plant Beneficial Bacteria. Nat Biotechnol [Internet]. 1988[citado el 5 de junio de 2016]; 6:709-12. Disponible en:
http://www.nature.com.scihub.cc/nbt/journal/v6/n3/full/nbt0388-282.html

Garcia, P. Bacterias diazotroficas y solubilizadoras de fosforo aisladas de las especies forestales altoandinas colombianas. Rev del Inst Investig Trop.
2010;5(13):6376.

Osorno L. Evaluacion de factores que afectan la bioacidulacion de roca fosforica bajo condiciones in vitro. Rev Colomb Biotecnol [Internet]. 2017;XI1X(1):53— 62.
Disponible en: https://revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/view/65968/pdf

Angulo V, Sanfuentes E, Rodriguez F, Sossa Ke. Rev argentina Caracterizacion de rizobacterias promotoras de crecimiento. 2014;46(4):338-47

. Rodriguez C, Herndndez M. Aislamiento y Seleccion De Rizobacterias Promotoras De Crecimiento Vegetal En Cultivos De Uchuva (Physalis Peruviana L.) Con

Capacidad Antagonica Frente A Fusarium Sp. 2009; 1-61. Gffgff
Nieto N, Szpinak V. Caracterizacién preliminar de la actividad microbiana solubilizadora de fosfato del biofertilizante Tierra Nueva [Internet]. Universidad ORT
Uruguay. 2017.Disponible en: https://dspace.ort.edu.uy/bitstream/handle/20.500.11968/3380/Material completo.pdf?sequence=-1&isAllowed=y

10.Beltran Pineda ME. La solubilizacion de fosfatos como estrategia microbiana para promover el crecimiento vegetal. Corpoica Cienc Tecnol Agropecu [internet].2014. [

citado el 16 de junio de 2016];15(1):101-13. Disponible en: www.scielo.org.co/pdf/ccta/v15n1/v15n1a09.pdf

11.Walterson AM, Stavrinides J. Pantoea: Insights into a highly versatile and diverse genus within the Enterobacteriaceae. FEMS Microbiology Reviews. 2015;39(6):968—

984. Disponible en: https://academic.oup.com/femsre/article/39/6/968/547864

12. Liliana S, Huertas P, Marcela M, Morales MB, Su Z, Casta DM, et al. Implementacién y evaluacion de dos métodos de conservacion y generacion de la base de

datos del banco de cepas y genes del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN). 2006; 4:39—-49

13.Beltran Pineda ME. La solubilizacion de fosfatos como estrategia microbiana para promover el crecimiento vegetal. Corpoica Cienc Tecnol Agropecu [internet].2014. [

citado el 16 de junio de 2016];15(1):101-13. Disponible en: www.scielo.org.co/pdf/ccta/v15n1/v15n1a09.pdf

14.Gutiérrez A M, Pérez J. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal Plant growth promoting rhizobacteria [Internet]. Universidad de la Laguna; 2017 [citado el

16 de junio de 2016] Disponible en: https://riull.ull.es/xmlui/bitstream/handle/915/5766/Rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal.pdf?sequence=1&isAllowed=y



