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RESUMEN

El marchitamiento vascular producido por el hongo Fusarium oxysporum es una de las
enfermedades mas limitantes en el cultivo de uchuva; con el objetivo de controlar esta enfermedad
y mejorar las caracteristicas del cultivo de uchuva un total de veinte aislamientos: catorce
pertenecientes al género Pseudomonas sp., y seis pertenecientes al Bacillus sp., se aislaron a
partir de la rizosfera de plantas sanas de uchuva de los municipios de Cémbita (Boyacd) y Granada
(Cundinamarca). Estos aislamientos se evaluaron en su capacidad de promover la germinacion de
semillas de uchuva, solubilizacién cualitativa del fosfato y actividad antagénica in vitro. Los 20
aislamientos aumentaron el porcentaje de germinacion de las semillas de uchuva sin embargo solo
18 aislamientos aumentaron la longitud de la raiz y el tallo de las plantulas de uchuva respecto al
control, destacandose los aislamientos Pf09, Pf11, Pf14, Bs01, Bs02 y Bs03. La solubilizacion
cualitativa del fosfato se detect6 en el género Pseudomonas sp,. La mayoria de los aislamientos
presentaron un porcentaje de inhibiciébn micelial in vitro de F. oxysporurm superior al 30%, el
aislamiento Bs03 mostré el mayor porcentaje de inhibiciébn del patégeno con un 63%. Se
seleccionaron los aislamientos Pf02, Pf05, Pf09, Pf11, Pf13, BsO1, Bs02, Bs03, Bs04, Bs05 y Bs06
por su capacidad promotora en la germinacion de semillas y crecimiento de las plantulas de uchuva
y capacidad antagoénica frente F. oxysporum.

Palabras claves: Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, Pseudomonas sp., Bacillus

sp., actividad antagoénica, solubilizacién del fosfato.



ABSTRACT

Vascular wilt caused by Fusarium oxysporum is one of the most limiting diseases in the Cape
gooseberry crop, with the aim of controlling this disease and to improve crop characteristics of Cape
gooseberry a total of twenty isolates: fourteen belonging to the genus Pseudomonas sp. and six
belonging to Bacillus sp. were isolated from the rhizosphere of healthy plants of Cape gooseberry in
the Combita (Boyaca) and Granada (Cundinamarca) municipalities. These isolates were evaluated
for their ability to promote plant growth in Cape gooseberry seeds, phosphate solubilization
gualitative and antagonistic activity in vitro. 20 isolates increased the percentage of seed
germination of Cape gooseberry, however, only 18 isolates increased root length and stem Cape
gooseberry seedlings compared to control, especially the isolates Pf09, Pf11, Pf14, Bs01, Bs02 and
Bs03.. The solubilization of phosphate was detected qualitatively in the genus Pseudomonas sp..
Most of the isolates displayed > 30% inhibition of in vitro micelial growth of F. oxysporurm, 63%
showed Bs03. Pf02, Pf05, Pf09, Pf11, Pf13, Bs01, Bs02, Bs03, Bs04, Bs05 y Bs06 isolates were
selected for improve germination and growth of Cape gooseberry seeds and antagonistic activity

against F. oxysporum.

KEYWORDS: Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), Pseudomonas sp., Bacillus sp.,

antifungal activity, phosphate solubilization.



INTRODUCCION

Aunque el uso de fertilizantes y plaguicidas de sintesis quimica en la agricultura ha permitido
mejorar el rendimiento y la productividad de los cultivos al brindarle a las plantas los requerimientos
nutricionales necesarios para su crecimiento y proteccion contra fitopatdgenos e insectos plaga que
en determinados momentos limitan la produccion de los mismos. Sin embargo el alto consumo que
se ha venido presentado en las Ultimas décadas de estos productos no solo ha elevado el costo de
produccidn de los cultivos sino ha ocasionado un impacto negativo en el medio ambiente asi como
en la salud humana, animal y ambiental, al ser la mayoria de los casos productos con altas

categorias toxicoldgicas.

Dentro de este contexto, el cultivo de uchuva (P. peruviana) no es ajeno a esta problematica ya
que durante el cultivo y el periodo de fructificacion se realizan constantes aplicaciones de
fertilizantes, predominando la aplicacion de formas asimilables de fosforo, sin embargo teniendo en
cuenta que nuestros suelos agricolas presentan alta cantidad de aluminio (Al) y hierro (Fe), las
aplicaciones de estos fertilizantes son ineficientes ya que el fésforo rapidamente se une a estos
elementos formando compuestos como variscita (AIPO4 2H,0) y vivianita (Fe3(PO,4), 8H,0), formas

de fésforo no asimilables por las plantas.

Sumado a lo anterior, una de las principales limitantes fitosanitarias que afecta drasticamente la
produccién del cultivo de uchuva es el marchitamiento vascular, enfermedad producida por el
hongo Fusarium oxysporum que no solo reduce la produccion de la fruta sino que ademas produce
la muerte de la planta, provocando perdidas econdmicas significativas. El control de esta
enfermedad se realiza mediante la aplicacién de fungicidas como Aliette 80 WP, Orthocide 50%
WP, Validacin 3%, Store 250 EC, Cobrethane, Kocide 2000 (segun agricultores de los municipios
de Combita (Boyaca) y Granada (Cundinamarca)) y a muchos de los cuales el hongo ha

desarrollado resistencia, ademas de ser un riesgo para la salud humana, animal y ambiental.

De acuerdo con esto, es necesario implementar alternativas que permitan reducir las aplicaciones
de fertilizantes y fungicidas de sintesis quimica, siendo una de estas el uso de microorganismos
eficientes que tengan la capacidad de transformar el fésforo insoluble en formas solubles,
promover el crecimiento vegetal y que presenten actividad biocontroladora contra F. oxysporum.

Dentro de estos microorganismos, las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR),
principalmente los géneros Pseudomonas sp., y Bacillus sp., ademéas de controlar diferentes
fitopatdgenos tienen la capacidad de solubilizar nutrientes como el fosforo, el cual aunque se
encuentra en grandes concentraciones en el suelo no es asimilable por las plantas al formar
compuestos insolubles con elementos como Al y Fe; y la capacidad de estimular el crecimiento de
las plantas por la produccion de fitohormonas.



MARCO TEORICO
UCHUVA Physalis peruviana L.

La uchuva (P. peruviana L.) es una planta perenne y arbustiva perteneciente a la familia de las
solanaceas, y al género Physalis que incluye segun Legge en 1974 citado por Fisher et al, 2000
alrededor de 100 especies caracterizadas por la formacion y permanencia de sus frutos en un
caliz acrecente o capacho (Fisher et al, 2000).

La planta de uchuva alcanza una altura entre 1 a 2,5 m, posee hojas simples acorazonadas
dispuestas de forma alterna en la planta, sus raices fibrosas se encuentran entre 10 a 15 cm de
profundidad que se desarrollan de acuerdo al tipo y textura del suelo, aireacion, temperatura y
humedad del mismo (Fisher et al, 2000). Su fruto es una baya jugosa globosa u ovoide con un
diametro entre 1.25 y 2.5 cm, y un peso de 4 a 5g, de color amarillo- naranja en su madurez,
cubierto por un céliz formado por cinco sépalos que le protege contra insectos, pajaros, patégenos
y condiciones climaticas extremas; se caracteriza por tener un fruto azucarado, alto nivel de acido
ascorbico, B- caroteno, complejo vitamina B, fosforo y hierro (Fisher et al, 2000).

Figura 1. Cultivo de uchuva. (A) Planta de uchuva (B) Vista general del cultivo de uchuva de la finca
Milagro, en el municipio de Combita, Boyaca.

SITUACION ACTUAL DEL CULTIVO DE UCHUVA EN COLOMBIA

En Colombia el cultivo de uchuva, es uno de los frutales de mayor importancia debido a los
ingresos generales por concepto de las exportaciones a paises como Alemania, Reino Unido,
Suecia, Francia Bélgica y Luxemburgo, donde la fruta es apreciada por sus excelentes
caracteristicas organolépticas comparados con los frutos obtenidos de cultivos de paises como
Zimbabwe, Malasia, China, Kenia y Sudéfrica. Se ha venido observando un aumento en las
hectareas sembradas en los departamentos de Cundinamarca, Boyaca, Antioquia, Magdalena,



Huila, Narifio, Tolima, Cauca, pasando de 34.4 hectareas cultivadas en 1994 a 360 hectareas
cultivadas en el 2004 (FNFH-ASOHOFRUCOL segun Fisher et al, 2005) solo en Cundinamarca se
alcanza el 75% de la produccion con 273 hectareas sembradas, siendo Granada, Silvania y
Fusagasuga los principales municipios productores. Al mismo tiempo se ha observado un
incremento en la produccién nacional, segin célculos realizados por el CCl pasando de 936
toneladas producidas en 1994 a 6.335 toneladas en el afio 2000, con una tasa de crecimiento
promedio anual del 36,9%, de las cuales Cundinamarca produce el 80% seguido por Antioquia con

un 16% seguidos por Boyaca y Tolima.

Colombia ha pasado de exportar 748 toneladas/afio en 1994 a 1850 toneladas/afio en el 2000 con
ganancias mayores a los 23.8 millones de dolares, al igual que el consumo aparente a nivel
nacional ha aumentado a 4485 tonelada/afio con un crecimiento del 74.5% anual promedio
(www.agronet.gov.co). Los principales paises importadores de uchuva fresca son Holanda con un
volumen del 36% seguidos por Alemania con un 28%, Francia 9%, Suecia 7%, Reino Unido 5%
(Fisher et al, 2005) siendo los meses de mayor demanda los meses de febrero, marzo, abril, mayo,
octubre, noviembre y diciembre, observandose bajas en los precios US$/ kg de uchuva en julio,

octubre y enero (www.agronet.gov.co).

Al ser el cultivo de la uchuva basicamente de economia campesina se presenta un gran
desconocimiento de los requerimientos nutricionales del cultivo ya que solo se basan en aquel
obtenido por medio de la experiencia ademas de tener una baja asistencia técnica, generando una
tendencia al uso excesivo de fertilizantes (entre 400-600 Kg/ha de fertilizante quimico) lo cual
genera dafios en el crecimiento y desarrollo de la planta al crear un estrés nutricional, al brindar en
unas dosis muy altas unos elementos y otros en muy baja cantidad (Ramirez et al,2008), asi
mismo dentro de las limitantes que afectan la produccion de fruta, se encuentra una deficiente
fertilizacion principalmente con fésforo, tanto en las etapas de establecimiento como en la
fructificacion, béasicamente se realizan la aplicacion de fertilizantes con formas asimilables de
fésforo, sin embargo teniendo en cuenta que estos suelos presentan alta cantidad de aluminio (Al)
y hierro (Fe), las aplicaciones de estos fertilizantes son ineficientes ya que el fésforo rapidamente
se une a estos elementos formando compuestos como variscita (AIPO4 2H,0) y vivianita (Fez(PO4,);

8H,0) que no son formas de fésforo no asimilables por las plantas (Rodriguez- Fraga, 1999).

Otra limitante es el marchitamiento vascular, enfermedad producido por el hongo F. oxysporum, la
cual ha presentado una incidencia de hasta un 88% en los cultivos de la sabana de Bogota y en
municipios como Granada, Silvania y Fusagasugd (Gongora-Rojas, 2006). F. oxysporum se
encuentra presente en el suelo ya sea en micelio o en formas de resistencia propagandose a
través del agua, viento, instrumentos contaminados y transplantes infectados. Este patégeno al

tener contacto con una planta sana, germina ingresando por medio de heridas o atravesando la



corteza de las raices secundarias hasta llegar a los vasos xilemicos, los cuales coloniza de forma
ascendente hasta obstruirlos por completo, produciendo sintomas de pérdida de turgencia,

clorosis, marchitamiento y secamiento lateral terminando en la muerte de la planta (Agrios, 2005).

A lo anterior se ha planteado nuevas alternativas que sean amigables con el ambiente y no solo
permita el control de F. oxysporum sino que ademas le brinde a la planta los nutrientes que

necesita, siendo las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal una de las estrategias mas

estudiadas al mejorar el crecimiento de las plantas e inhibir gran nimero de fitopatdgenos.

Figura 2. Sintomas del marchitamiento vascular en plantas de uchuva, (A) Planta marchita, (B)
Necrosis en el cuello de la raiz, (C) Taponamiento vascular evidenciado por la colonizacion del xilema
por estructuras de F. oxysporum. (D) Colonia de F. oxysporum en agar papa dextrosa.

RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

La rizésfera se define como el volumen de suelo que interactla con las raices de las plantas de
una forma quimica, fisica o biologica, permitiendo el desarrollo de diversos grupos de
microorganismos debido a la presencia de exudados radicales (Lugtenberg, 2009). Estos exudados
actlan como quimioatrayentes hacia la raiz, por lo que las poblaciones encontradas en cada
especie de planta difieren dependiendo de la capacidad que posean estos de utilizar los diferentes
metabolitos y de la forma que los microorganismo pueden influenciar cuales compuestos exudan
las raices, creando un ambiente favorable para ellos (Lucy et al, 2000). Asi mismo el tipo de suelo,
humedad, pH, temperatura, edad de la planta, humedad relativa, entre otros, va a permitir la

proliferacion de microorganismos benéficos, patdgenos o neutrales.

Entre las bacterias que tienen un efecto positivo en el crecimiento de las plantas se encuentran las
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), las cuales actian por mecanismos ya
sean directos: proporcionandole a la planta de forma solubles de elementos como fésforo y hierro

o indirectos mediante la inhibicion de microorganismos patégenos mediante la competencia por



nutrientes o espacio en la raiz, produccion de antibiéticos, reduccién del hierro disponible por
sideroforos, sintesis de enzimas liticas o por la induccion la induccién de respuestas de defensa en
la planta (Van Loon, 2007). Entre algunos de los beneficios en el crecimiento vegetal por la adicion
de PGPR se encuentra un incremento en la germinacién de la semilla, un aumento en la
proliferacion del sistema radical, aumento en el contenido de clorofila, magnesio, nitrégeno,
proteina y actividad hidraulica de la planta, disminucion en la senescencia de las hojas o un mayor
rendimiento (Lucy et al, 2000).

Entre los géneros de PGPR mas conocidos estan, el género Pseudomonas sp. que se caracteriza
por ser bacilos Gram negativos rectos o curvados con un tamafio de 0.5- 1.0 x 1.5-5.0 ym; no
presentan formacion de esporas; son aerobias siendo algunas capaces de utilizar el nitrato como
aceptor final de electrones, crecen quimioorganotréficamente a pH neutro siendo bacterias
mesofillas y moviles por la presencia de uno o varios flagelos polares; este género esta
ampliamente distribuido en el medio ambiente por su capacidad de utilizar diferentes fuentes de
carbono y tener bajos requerimientos nutricionales; algunas de estas especies se consideran

patégenos importantes para plantas, animales y el hombre (Hendricks, 2000).

Actualmente el grupo fluorescente entre las que se encuentran P. fluorescens, P. putida, grupo
filogenético gamma de las proteobacterias, ha sido de gran interés, ya que producen un amplio
rango de enzimas y metabolitos que pueden tener un efecto antagénico sobre diversos
fitopatdbgenos mediante la induccidn de resistencia sistémica al activar compuestos de defensa
situados en lugares diferentes al lugar donde ataca el patdégeno (Saravanakumar et al, 2007), como
es la produccion de &cido salicilico (Saikia et al, 2003). De igual forma estas bacterias promueven
el crecimiento vegetal mediante la produccién de sideroforos, moléculas de bajo peso molecular
gue les permiten obtener micronutrientes limitantes para su desarrollo y crecimiento como es el
hierro (Mercado- Bakker, 2007), produccién de fitohormonas (Dey et al, 2004) y solubilizacién del
fosfato mineral principalmente por la produccién de acidos organicos, aunque otros mecanismos se
han propuesto como la produccion de sustancias quelantes como acidos inorganicos (acido
sulfhidrico, acido nitrico y acido carbdnico); asi mismo para la mineralizacion del fosforo organico
se ha descrito la produccion de fosfatasas acidas y alcalinas que hidrolizan los enlaces fosfoester o

fosfoanhidrido de los compuestos. (Rodriguez-Fraga, 1999)

Otro género de gran importancia es Bacillus sp. es un grupo de bacilos Gram positivos rectos con
un tamafio de 0.5- 2.5 x 1.2-10 ym; presentan formacién de esporas ovales o redondas; moviles
por flagelos peritricos; aerobios o anaerobios facultativos, crecen quimioorganotréficamente
encontrandose en ambientes con diferente pH, temperatura y salinidad presentan un metabolismo

fermentativo; y son catalasa positiva; ubicuos en un amplio rango de habitat (Hendricks, 2000),



gracias a la produccion de una pared celular de miltiples capas, la formacion de esporas

resistentes a condiciones de estrés, secrecion de antibidticos y enzimas.

Especies de Bacillus sp., tienen actividad biocontroladora frente a un amplio rango de patégenos,
por medio de tres mecanismos: antagonismo, promocién de crecimiento de la planta (Rodriguez et
al, 1999) o la estimulacion de las defensas de esta (Choudhary, Johri, 2009; Kloepper et al, 2004),
siendo la produccién de toxinas y antibidticos de las familias de las surfactinas, iturinas y fengicinas
las mas importantes (Ongena’ Jacques, 2008; Ahmad et al, 2008).

Tanto el género Pseudomonas sp. como el género Bacillus sp. se destacan por su accion
bicontroladora frente a Fusarium oxypsorum causante de la enfermedad marchitamiento vascular
en diferentes cultivos, por ejemplo Liu et al, 1995 report6 que la cepa Pseudomonas putida 89B-27
indujo resistencia sistémica contra Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum en raices de plantas
de pepino observando una reduccion en los sintomas y el nimero de plantas muertas comparadas
con el control. Hamed et al, 2009 observé como cepas de Bacillus polymyxa (B3) y Pseudomonas
fluorescens (B4) redujeron la incidencia de F. oxysporum f. sp. niveum en semillas de melén en
64.7 y 59.4% respectivamente después de 4 y 8 semanas de inoculadas respecto al control. De
igual forma, Pseudomonas fluorescens WCS374 redujo en 42% el marchitamiento producido por
Fusarium oxysporum f sp. raphani en semillas de rdbano e incremento en 45% su rendimiento
(Leeman et al 1995). Benhamou et al, 1998 reportd que Bacillus pumilus SE34 redujo el
marchitamiento producido por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, en semillas de tomate

disminuyendo los sintomas y numero de lesiones en raices secundarias.

Actualmente cepas biocontroladoras de Pseudomonas sp. fluorescentes y Bacillus sp., se han
incluido en la formulacion de bioplaguicidas y se encuentran en el mercado aplicAndose como
productos secos, suspensiones, etc. Entre estos productos se incluyen: Bacillus subtilis GB03
(Kodiak;Gustafson), MBI 600 (Subtilex; Becker Underwood) y QST 713 (Serenade;AgraQuest),
Bacillus pumilus GB34 (YieldShield;Gustafson), Bacillus licheniformis SB3086
(EcoGuard;Novozymes), una mezcla de B. subtilis GB122 y algunas cepas de Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida y Pseudomonas chlororaphis (Cedomon; BioAgri) (Haas-
Defago, 2005).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La uchuva (Physalis peruviana L.) es una de las frutas de gran importancia econémica en
Colombia, con altos indices de exportacion, debido a su exquisitez y valor nutricional, al pasar de
exportar 1.6 millones de délares en 1991 a 23.8 millones de ddlares en el 2005 equivalentes a un
total de 6421,6 toneladas segun Proexport en el 2005 citado por Pifieiro- Diaz, 2007, siendo
paises europeos como Alemania (30.4%), Reino Unido (9.9%), Suecia (6.1%) Francia (5.8%),
Bélgica y Luxemburgo (12.4%) los principales importadores con un 97% de la uchuva exportada y
Asia, Canadd y Estados Unidos el 3% restante. Adicionalmente, se presenta la posibilidad de

expandir el porcentaje de exportaciones a Suiza, Espafia, Brasil, Italia y Hong Kong.

Desde 1985 se ha considerado a la uchuva como un cultivo promisorio de gran importancia
econdmica, en los departamentos de Cundinamarca, Antioquia, Boyacd, Cauca, Huila, Tolima y
Narifio, observando un aumento en las hectareas sembradas en estos departamentos pasando de
34.4 hectéreas cultivadas en 1994 a 360 hectéreas cultivadas en el 2004, alcanzando solo en
Cundinamarca el 75% de la produccion con 273 hectareas sembradas, siendo los municipios de

Granada, Silvania y Fusagasuga los principales productores.

No obstante a la creciente demanda de uchuva, se ha hecho necesaria la aplicacion de
fertilizantes de sintesis quimica que suministren los nutrientes necesarios para el crecimiento de la
planta y obtener mayor produccién de frutos, lo que ha ocasionado un uso inadecuado de estos
compuestos como son los fertilizantes a base de fosfatos, los cuales, al incorporarse al suelo se

unen a elementos como Al y Fe transformandose en formas insolubles.

De otra parte, el marchitamiento vascular, enfermedad producida por el hongo F. oxysporum
reduce la produccion de la fruta, ademéas de provocar la muerte de la planta, causa pérdidas

econdmicas significativas, sin presentar una estrategia de control eficiente.

De acuerdo con esto, es necesario implementar alternativas que permitan reducir las aplicaciones
de fertilizantes y fungicidas de sintesis quimica, utilizando rizobacterias que tengan la capacidad
solubilizar fésforo, promover el crecimiento vegetal y que presenten actividad biocontroladora

contra F. oxysporum.



OBJETIVO GENERAL

Aislar y seleccionar de la rizosfera de plantas de uchuva Pseudomonas sp., y Bacillus sp.,
promotoras del crecimiento vegetal con actividad antagoénica frente a Fusarium oxysporum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Conformar una coleccion de Pseudomonas sp., y Bacillus sp., aislados de la rizosfera de plantas

de uchuva de cultivos comerciales.

Seleccionar aislamientos de Pseudomonas sp., y Bacillus sp., con capacidad para promover el

crecimiento vegetal.

Seleccionar aislamientos de Pseudomonas sp., y Bacillus sp., con actividad antagonista “in vitro”
sobre F. oxysporum.



MATERIALES Y METODOS

El trabajo de laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de Control Bioldgico (LCB) del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria (CBB) de Corpoica (Corporacion Colombiana de Investigacion

Agropecuaria), ubicado en el Centro de Investigacion de Tibaitata en el Km 14 via Mosquera.
COLECTA DE MATERIAL VEGETAL

Se colectaron un total de siete muestras de raices de plantas sanas de uchuva (Physalis peruviana
L.) en cinco cultivos comerciales, dos en el municipio de Cémbita (Boyaca) y tres en el municipio
de Granada (Cundinamarca). De cada cultivo se seleccionaron cuatro plantas sanas (en focos en
los cuales se presentaban plantas con sintomas de marchitamiento vascular) a partir de las cuales
se extrajeron raices secundarias, en una profundidad no mayor a 15 cm, se transfirieron
cuidadosamente a bolsas de papel debidamente rotuladas y se trasladaron en nevera de icopor al

LCB, almacenandose a 4°C hasta su procesamiento.

AISLAMIENTO RIZOBACTERIAS.

De cada cultivo se conformd una muestra compuesta, se cortaron las raices secundarias en
pedazos de 5 mm hasta pesar 10 g, se lavaron con agua estéril para remover el suelo adherido y
se transfirieron a 90 mL de solucién salina 0,85% (v/v). Se colocaron en agitacion constante a 150
r.p.m. durante 30 minutos, se realizaron diluciones seriadas hasta 10° y se sembro una alicuota de
0.1 mL de las diluciones 10 a 10°® por triplicado en agar King B (KB) para Pseudomonas spp.; en
tanto que para Bacillus spp. se colocaron los tubos de las diluciones 10* a 10° en un bafio
termostatado a 80°C por 20 minutos (Diaz et al, 2009), posteriormente se sembraron (0,1 mL) por

triplicado en agar Luria Bertoni (LB). Las cajas de Petri se incubaron a 28°C durante 48 horas.

Se seleccionaron las colonias que presentaron color, tamafio y textura representativos a los
géneros de interés; ademas en agar King B se tuvo en cuenta que las colonias presentaran
fluorescencia al colocarlas bajo Luz UV (366 nm) (Diaz et al, 2009). A partir de estas colonias se
realizaron aislamientos en los medios de cultivo respectivos hasta obtener colonias puras
realizando observaciones macro y microscopicas, adicionalmente se realizaron las pruebas de
citocromo oxidasa y catalasa a las 24 horas como caracterizacion preliminar de los géneros
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Idris et al, 2007).

Para descartar la posible presencia de P. aerugionsa se realizaron cultivos de las colonias
obtenidas en agar King B en agar cetrimide incubandolas a 37°C por 48 h. Al cabo de 24 hy 48 h

se examinaron los cultivos y aquellos aislamientos que presentaron pigmentacion azul/verde o



marrén rojiza, debido a la produccion de piocianina o pioverdina se consideraron positivos para el
ensayo. Ademas se realiz6 como prueba confirmatoria el crecimiento a 42°C para los aislamientos
gue dieron positivos en la prueba anterior (Massana et al, 2010). Los aislamientos seleccionados

se crioconservaron en una solucion de glicerol 10% (v/v) y peptona 0.1% (p/v) a -70°C.

EFECTO DE LOS AISLAMIENTOS SOBRE LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE
UCHUVA

Se realiz6 un cultivo liquido para cada uno de los aislamientos de rizobacterias en erlenmeyers de
125mL con 25mL de caldo LB, los cuales se mantuvieron en agitacion constante a 150 rpm a 28°C
durante 48 horas. Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y el precipitado fue lavado 2 veces con solucién de NaCl al 0,85%, obteniendo asi la
biomasa, ésta se resuspendid en una solucién de carboximetilcelulosa al 2% y se ajustd su
concentracion a 1,2 x10° U.F.C/mL por medio del tubo 4 del patrén de MacFarland .

Paralelamente las semillas de uchuva (seleccionadas en uno de los cultivos, por uno de los
productores a partir de frutos de plantas sanas con alta produccion de fruta) se colocaron en bafio
termostatado a 48°C por 2 horas, se dejaron secar en cabina de flujo laminar, se desinfestaron
sumergiéndolas en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 30 segundos y
posteriormente se lavaron tres veces con agua destilada estéril. La inoculacién de las semillas se
realizo, sumergiéndolas en una suspension de cada una de las rizobacterias durante 10 minutos,
posteriormente se dejaron secar en cabina de flujo laminar y se colocaron en camaras himedas (la
unidad experimental fue una caja Petri con 20 semillas, cada tratamiento tuvo tres réplicas). Se
contd como testigo absoluto las semillas sumergidas en agua destilada estéril. Los tratamientos se
incubaron a 26°C en completa oscuridad durante 20 dias, realizando mediciones diarias, las
variables evaluadas fueron el porcentaje de germinacion de las semillas y la longitud de la raiz y
del tallo, comparando los resultados obtenidos en el control. Para los datos de porcentaje de
germinacién de las semillas de uchuva se realiz6 un andlisis y homogeneidad de varianza
(ANOVA) y comparacion de medias de tratamientos con la prueba de Tukey con un 95% de
confianza, y para los datos de elongacion de raiz y tallo se realizé un andlisis y homogeneidad de
varianza (ANOVA) y comparacion de medianas con un test de Kruskal- wallis con un 95% de

confianza.

EVALUACION CUALITATIVA DE SOLUBILIZACION DEL FOSFATO

La solubilizacién del fosfato tricalcico por parte de los aislamientos se detectd por la formacién de

halos trasparentes alrededor de la colonia y acidificacion del medio de cultivo Sundara Rao y Sinha



(SRS), (Anexo 1) el cual tiene como indicador de pH puarpura de bromocresol. Este ensayo se
realiz6 empleando la técnica de anillos plasticos (Caballero- Camelo, 2003). Se sembraron 50 pL
de la suspensién de cada aislamiento ajustado por medio del tubo 2 del patron de MacFarland a
una concentracion de 6x10° UFC/mL en tres pozos realizados previamente por medio de pitillos en
el medio de cultivo por triplicado. Se incubaron las cajas de Petri a 28°C por 6 dias. Se midieron los
halos de solubilizacion, desde la mitad del anillo hasta el extremo del halo de solubilizacion en los
dias 2, 4, 6. Se realiz6é un analisis ANOVA y se compararon las medias de los tratamientos con un

test de Tukey con un 95% de confianza.

ACTIVIDAD ANTAGONICA in vitro

La actividad antagénica de cada una de las rizobacterias aisladas contra F. oxysporum se
determind mediante la inhibicion por antibiosis en agar papa dextrosa (PDA) (Ochoa, 1996). Se
colocaron discos de agar de 5 mm de cada aislamiento en cuatro puntos equidistantes con una
distancia de 1.5 cm tomados a partir del borde de una caja Petri (dos en la parte superior y dos en
la parte inferior) por triplicado y se incubaron a 28°C por 48h. Discos de agar PDA de 5mm con F.
oxysporum se cortaron de aislamientos de 15 dias de edad y se colocaron en el centro de las cajas
con las rizobacterias previamente sembradas, incubandose a 25°C por 7 dias. Se utilizé como
control el crecimiento solo de F. oxysporum en agar PDA. El radio de la colonia fungica se midio
con un calibrador y se calculd el porcentaje de inhibicion micelial del patégeno con la siguiente
férmula:

% Inhibicién: (R-r) * 100
R

R: Radio maximo de la colonia fungica en el control.
r: Radio de la colonia fungica enfrentada al aislamiento.
Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y se compararon las medias de los tratamientos con un

test de Tukey con un 95% de confianza.

ANALISIS DE COMPARACION MULTICRITERIO

La seleccidn de las rizobacterias se llevd a cabo por medio de un andlisis de comparacion
multicriterio en el cual a las variables de porcentaje de germinacion, elongacion de la raiz y del
tallo de las semillas de uchuva, capacidad fosfatosolubilizadora de los aislamientos y antagonismo
frente F. oxysporum se le asigné un porcentaje de valor, obteniendo de esta manera las

rizobacterias que copilaban los mejores resultados.



RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTO DE RIZOBACTERIAS

A partir de las muestras de raices colectadas, fueron seleccionados 14 aislamientos de
Pseudomonas sp., tomando como criterio de seleccidn las caracteristicas macroscopicas como la
fluorescencia que estas bacterias presentaron en agar King B y caracteristicas microscépicas como
(bacilos Gram negativos, motiles) (Figura 3A y 3C); igualmente se seleccionaron 6 aislamientos de
Bacillus sp., de acuerdo con las caracteristicas macro y microscopicas (bacilos Gram positivos,
esporulados) (Figura 3B). De acuerdo con las pruebas bioquimicas de citocromo oxidasa y

catalasa se realiz6 una identificacion preliminar de los aislamientos. Los aislamientos de

Pseudomonas sp, fueron codificados con las letras Pf. y los de Bacillus sp., con la letra Bs. (Tabla
ly2).

Figura 3. Observacién microscopica (100x) de las rizobacterias seleccionadas. (A) Pseudomonas sp.

(B) Bacillus sp. (C) Fluorescencia de Pseudomonas sp, bajo Luz UV.

Tabla 1: Caracterizacién de los aislamientos de Pseudomonas spp., obtenidos en medio de cultivo King B

. CRECIMIENTO
AISLAMIENTO Caggﬁﬁ'o“ FORMA | ENDOSPORA | CATALASA ng"%RAg“A"o FLUO;E/S,\%NC'A (g;%&%*;
Pfol - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf02 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf03 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pfo4 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
PfO5 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf06 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pfo7 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pfo8 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf09 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf10 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf1l - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf12 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf13 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -
Pf14 - Bacilo Ausente Positiva Positiva Sl -




Los géneros Pseudomonas sp., y Bacillus sp., son una importante fraccién de las poblaciones
microbianas aisladas a partir de la rizosfera, las cuales han sido constantemente relacionados con
la promocidn del crecimiento en plantas y la inhibicion de un amplio rango de patégenos, lo cual se
debe a su capacidad de colonizar diferentes partes de la raiz incluyendo partes internas, la
capacidad de utilizar exudados radicales, competir con otros microorganismos y ser capaces de

adaptarse a diferentes condiciones de estrés ambiental (Weller, 2007).

TABLA 2: Caracterizacion de los aislamientos obtenidos de Bacillus spp., en medio de cultivo LB

AISLAMIENTO COL(?FEQ:,\%'ON FORMA ENDOSPORA CATALASA CI('I)')(Z%RA(;XO
Bs01 + Bacilo Presente Positiva Negativa
Bs02 + Bacilo Presente Positiva Negativa
Bs03 + Bacilo Presente Positiva Negativa
Bs04 + Bacilo Presente Positiva Negativa
Bs05 + Bacilo Presente Positiva Negativa
Bs06 + Bacilo Presente Positiva Negativa

EFECTO DE LOS AISLAMIENTOS SOBRE LA GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE
UCHUVA

Los aislamientos de Pseudomonas sp. y Bacillus sp., no presentaron diferencias significativas en el
porcentaje de germinacion con respecto al control, sin embargo los aislamientos Pf13 (96.7%),
Pf14 (96.7%), BsO1 (95%) Bs03 (98.3%) y Bs04 (96.7%) presentaron un aumento en un orden de
magnitud del 17% en comparacion con el control (78%), indicando la estimulacién de la
germinacién por la produccion de fitohormonas (Anexo 2).Resultados similares fueron obtenidos
por Niranjan et al, 2004 los cuales determinaron el efecto de cepas de P. fluorescens sobre
semillas de millo obteniendo porcentajes de germinacion de 92% respecto al control con 86% de
germinacion. lgualmente Raju et al, 1999 observaron un aumento en el porcentaje de germinacion
de semillas de sorgo infectadas con Fusarium moniliforme al ser tratadas con P. fluorescens
(72.6%) con respecto al control (57.8%) y el fungicida Bavistina (61%). Solamente dos aislamientos
de Pseudomonas sp., codificados como Pf03 y Pf04 presentaron porcentajes de germinacion

inferiores al control en un orden de magnitud del 10% (Figura 4).

Asi mismo, las semillas de uchuva inoculadas con las rizobacterias requirieron un menor tiempo
para iniciar su germinacion (9° dia), destacandose los aislamientos Pf14 y Bs03 que presentaron al

15%° dia un porcentaje de germinacion de 92.6% y 87.9% respectivamente, comparadas con el



control el cual presentd solo 23.4% del porcentaje de germinacion final (20°*° dia), iniciando su

avo

germinacion en el 14" dia, igual que los tratamientos Pf03 y Pf04.
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Figura 4: Porcentaje de germinacién de las semillas de uchuva inoculadas con Pseudomonas sp., y
Bacillus sp., después de 20 dias de incubacidn. Las medias seguidas con la misma letra en columnas
diferentes no presentan diferencias significativas entre si con el test de Tukey (P<0.05)

Los aislamientos Pf09, Pf11, Pf14, Bs01, Bs02 y Bs03 presentaron el mayor incremento para la
longitud de la raiz con valores entre 21.9 mm y 27.1 mm, comparados con el control cuya longitud
de la raiz fue de 10.3 mm (Figura 5, Anexo 3); en cuanto a la longitud del tallo en caja de Petri los
aislamientos Pf02, Pf08, Pf09, Pf10, Pf11, Pf12, Pf13, Pf14, Bs01, Bs02, Bs03 y Bs04 presentaron
los valores més altos entre 20 mm y 28.9 mm en tanto que en el control fue de 5.6 mm (Figura 6,

Figura 7. Anexo 4).

Los aislamientos Pf09, Pf11, Pf14, Bs01, Bs02 y Bs03 presentaron los mayores porcentajes de
germinacioén e incremento en la longitud de la raiz y del tallo en las semillas de uchuva. Resultados
similares reportd Boruah et al, 2003 quienes observaron un incremento en la longitud y biomasa de
la raiz de semillas de frijol inoculadas con cepas de Pseudomonas sp., con respecto al control; asi
mismo, Desai et al, 2007 observé un incremento del 140% de la raiz en semillas de jatrofa

(Jatropha curcas) inoculadas con cepas de Bacillus sp..



Este efecto es atribuido a la capacidad que poseen las rizobacterias de sintetizar fitohormonas
como el &cido indol acético, giberelinas y citoquininas (Gutiérrez, et al 2001, Dey et al, 2004 Ortiz,
et al 2008), asi como a la capacidad de producir ciertos metabolitos volatiles; por ejemplo, Ryu et
al, 2003 observaron un mayor crecimiento de las plantulas de A. thaliana que se encontraban
inoculadas con B. subtilis capaz de producir acetoina y 2,3 butanodiol que con su mutante incapaz

de sintetizar estos metabolitos.

30

]
o
L

abod

Pa
(=1
1

=
(=1
1

LONGITUD DE LA RAIZ {mm)
o

e

Qﬁg QQF QQ§L Qﬁ? QQ§J Q.SL QQ? QQF QQF Qib QQ
$ TRATAMIENTO S

" L] . " ]
R R G g

Figura 5: Longitud de la raiz de las plantulas de uchuva inoculadas con Pseudomonas sp., y Bacillus
sp., después de 20 dias de incubacion. Las medias seguidas con la misma letra en columnas
diferentes no presentan diferencias significativas entre si con el test Kruskal-wallis (P<0.05)

El aislamiento PfO3 no presenté promocién de crecimiento de las plantulas de uchuva, en tanto que
el aislamiento PfO6 tuvo un efecto negativo en el crecimiento de la raiz y el tallo. Segin Tanimoto
et al, 2005 dependiendo de la concentracion de algunas fitohormonas como el acido indol acético
(AIA) se puede observar aceleracién o inhibicién en la elongacién de la raiz; Gravel et al, 2007
demostraron el efecto adverso sobre la elongacion de la raiz de semillas germinadas de tomate al
aumentar la concentracion de AIA en el medio. Asi mismo, un aumento del compuesto 1-
amilociclopropano- 1 carboxilato (ACC), precursor del etileno puede causar un retardo en la
elongacion de la raiz. Shaharoona et al, 2006 observaron los efectos del ACC en semillas de pera

etioladas inoculadas con rizobacterias con relacion al control (semillas de pera etioladas + ACC),



obteniendo como resultado un aumento en la longitud de la semilla, la elongacion de la raiz y una

reduccion en el diametro del tallo de las semillas inoculadas.
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Figura 6. Longitud del tallo de las plantulas de uchuva inoculadas con Pseudomonas sp., y Bacillus
sp., después de 20 dias de incubacion. Las medias seguidas con la misma letra en columnas
diferentes no presentan diferencias significativas entre si con el test Kruskal-wallis (P<0.05)

De lo anterior se debe rescatar que las rizobacterias que presentaron promocion de crecimiento,
no solo incrementaron el porcentaje de germinacion y crecimiento de raiz y tallo sino que ademas
se observé mayor homogeneidad en cuanto al tiempo de germinacion de las semillas en cada una
de las réplicas por tratamiento respecto al obtenido en el tratamiento control (Tabla 3), teniendo en

cuenta lo anterior seria una estrategia a implementarse desde el establecimiento del semillero.

Tabla 3. Aislamientos promisorios en la promocién del crecimiento de las semillas de uchuva.

AISLAMIENTO | %GERMINACION | LONGITUD DE LONGITUD INICIO HOMOGENEIDAD
LA RAIZ (mm) | DEL TALLO (mm) | GERMINACION | GERMINACION (%CV)
CONTROL 78,3 10,33 5,55 14 dia 13,3
Pf09 86,7 23,08 20,43 9 dia 3,3
Pfll 88,3 24,08 22,68 9dia 8,6
Pfl4 98,3 27,58 28,85 9 dia 3,2
Bs01 95,0 21,85 19,58 9dia 0
Bs02 93,3 23,08 21,15 9 dia 31
Bs03 96,7 27,13 27,65 9 dia 3,0




Figura 7. Semillas de uchuva después de 20 dias de inoculaciéon. (A) Testigo absoluto. (B) Tratamiento
Bacillus sp., aislamiento Bs03.

SOLUBILIZACION CUALITATIVA DEL FOSFATO

Todos los aislamientos pertenecientes al género Pseudomonas spp., fueron capaces de solubilizar
el fosfato tricalcico presente en el medio SRS, lo cual se evidencié por la formacion de halos
transparentes debido a la produccion de acidos organicos que causaron el viraje del indicador de
pH de purpura a amarillo (Figura 8). Se observaron diferencias significativas con respecto al
diametro de los halos con valores entre 7.8 mm (Pf01) y 2.5 mm (Pf14) (Tabla 3, Anexo 5). Segln
Chen et al, 2006 la produccién de acidos organicos es el mejor mecanismo para la solubilizacion
del fosfato, debido a que estos acidifican la célula microbiana y sus alrededores permitiendo la
liberacion del fosfato mediante la quelacion de los cationes unidos a éste por el grupo hidroxilo y
carboxilo presentes en los acidos organicos entre ellos acido férmico, citrico, oxalico, acético,
propionico, lactico, gluconico, fumarico y succinico. Zadeh et al, 2010 observaron una relacion
proporcional entre pH &cidos y la solubilizacion del fosfato entre cepas de Pseudomonas sp.
fluorescentes en cultivos de 8 dias en medio liquido Pikovskaya.



Tabla 4: Solubilizacion de fosfato tricalcico por las rizobacterias después de 6 dias de incubacion. Los
valores con las mismas letras no presentan diferencias significativas con la técnica de Tuckey con una
confianza del 95%.

HALO
AISLAMIENTO | ACIDIFICACION SOLUBILIZACION
Dia 6 (mm)
78a
5,6 bc
5,9 abc
6,6 abc
7,0 abc
7,6 ab
5,9 abc
6,5 abc
5,7 bc
49c
6,3 abc
6,8 abc
6,1 abc
Pf14 2,5d
Bs01 Oe
Bs02 - Oe
Bs03 + Oe
Bs04 + Oe
Bs05 - Oe
Bs06 - Oe

Pfo1
Pf02
Pf03
Pfo4
Pf05
Pf06
Pfo7
Pf08
Pf09
Pf10
Pfll
Pf12
Pf13

T T T T T S S S SR S

Los aislamientos Pf01, PfO5 y Pf06 (resaltados en rojo) presentaron halos con un valor mayor a 7.0 mm
(medido desde el extremo del pozo al extremo del halo de solubilizacion).

Figura 8. Solubilizacion de fosforo en el medio SRS con el aislamiento Pf06, después de 6 dias de
incubacion en medio SRS. (A). Halos de solubilizacion. (B) Halos de acidificacion.

Ninguno de los aislamientos de Bacillus sp., solubilizé el fosfato tricalcico aunque los aislamientos
Bs03 y Bs04 presentaron una acidificacion del medio de cultivo (Tabla 3); sin embargo, es posible
gue la cantidad de acidos producidos no haya reducido el pH al rango éptimo para solubilizar el



fésforo presente en el medio o que estas bacterias presenten otros mecanismos para solubilizar
fésforo, como la produccion de enzimas como las fosfatasas acidas y alcalinas. Khaled et al., 2008;
de Freitas et al, 1997 detectaron la produccién de estas enzimas en medios con fésforo inorganico
aungue en baja concentracion, debido a que este mecanismo es utilizado por los microorganismos
casi siempre en medios que presentan fosfato de origen organico. Sin embargo, también se debe
tener en cuenta la eficiencia de la técnica utilizada, ya que se han reportado microorganismos que
no presentaban halo de solubilizacién en medio solido pero solubilizaban fosforo en medio liquido
(Nautiyal, 1999).

ACTIVIDAD ANTAGONICA

Diecinueve de los aislamientos inhibieron el crecimiento micelial de F. oxysporum con respecto al
control, en tanto que en el tratamiento correspondiente al aislamiento Pf14, el crecimiento de F.

oxysporum fue igual al control.

Los aislamientos Pf01, Pf02, Pf03, Pf04, Pf05, Pf06, Pf08, Pf09 Pfl11l, Pf12, Pf13, Bs01, Bs03, Bs04,
Bs05 y Bs06 presentaron un porcentaje de inhibicion mayor del 30%, siendo los mas efectivos los
aislamientos Bs03, Bs06, Bs05 y Pf09 con 63%, 52%, 46% y 42% de inhibicion respectivamente
(Figura 9, Anexo 6)). Entre las rizobacterias antagonistas hubo diferentes grados de actividad
antagonica contra F. oxysporum lo que se atribuye a la capacidad de los aislamientos de producir

metabolitos secundarios que permitan el control de patdgenos.
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Figura 9: Porcentaje de Inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum in vitro, con las
rizobacterias después de 7 dias de incubacién. Las medias seguidas con la misma letra en columnas
diferentes no presentan diferencias significativas entre si con el test Kruskal-wallis (P<0.05)



En este trabajo los mayores porcentajes de inhibicion de F. oxysporum se obtuvieron por miembros
del género Bacillus sp. (Bs03, Bs05 y Bs06) resultados similares han sido reportados por Idris et al,
2007 quienes observaron que los aislamientos que presentaron diferencias significativas en el
biocontrol de F. oxysporum en sorgo tanto in vitro como en invernadero pertenecian al género

Bacillus sp.

Los géneros Pseudomonas sp., y Bacillus sp., han sido ampliamente reportados debido a la
capacidad de inhibir el desarrollo de diversos fitopatdégenos, por la produccion de metabolitos como
fenazinas, 2,4-Diacetylphloroglucinol (DAPG), pirrolnitrina (Prn), pioluterina (Plt) para Pseudomonas
sp., (Baehler et al, 2005), y la produccion de Iturina A y surfactina zwittermicina y kanosamina para el
género Bacillus sp. (Kinsella et al, 2009; Asaka-Shoda; 1996); los cuales actdan inhibiendo el
crecimiento o el metabolismo de patégenos como Fusarium spp., Ralstonia solanacearum,
Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani (Idris et al, 2007, Sang et al, 2008; Ahmad et al, 2008).

Igualmente, no solo se observé la inhibicién del crecimiento micelial de F. oxysporum, sino también
se observo el cambio en la pigmentacion del micelio del patégeno (Figura 10), pasando de un color
purpura en la base a blanco, resultados similares report6 Idris et al, 2007 atribuyendo este cambio
fenotipico a la capacidad de las rizobacterias de producir otros metabolitos con actividad
antagonica como sideroforos, iones de hidrogeno y productos volatiles como etileno y amonio.
Ahmadzadeh et al, 2009 observaron que la mayoria de Pseudomonas fluorescentes produjeron
diferentes metabolitos antifingicos entre ellos, proteasas, sideroforos, cianida de hidrégeno (HCN)
y DAPG, inhibiendo el crecimiento micelial de Pythium ultimum y Rhizoctonia solani.

Figura 10. Crecimiento de F. oxysporum en la prueba de antibiosis. (A) Enfrentamiento con el aislamiento
Bs03. (B) Testigo patégeno

Aunque el aislamiento Pf14 no inhibié el crecimiento de F. oxysporum in vitro, es necesario evaluar

otros mecanismos diferentes al antagonismo que permiten controlar la presencia de enfermedades



en plantas, como es la induccion de resistencia sistémica, competencia por nutrientes y espacio y
produccion de sideroforos (Lutengberg et al, 2007; Compant, et al 2005).

ANALSIS MULTIVARIADO PORCENTAUAL

Por medio de los resultados obtenidos (Tabla 5) se seleccionaron los aislamientos, Pf02, Pf05,
Pf09, Pf11, Pf13, Bs01, Bs02, Bs03, Bs04, Bs05, Bs06 por presentar el mejor resultado en la
promocion de crecimiento en semillas de uchuva al estimular el porcentaje de germinacion y
elongacion de la raiz y del tallo, capacidad fosfatosolubilizadora y capacidad antagonica,
destacandose el aislamiento Bs03, sin embargo se debe tener en cuenta para préoximos estudios el
aislamiento Pf14 que produjo un efecto igual o mejor en la estimulacién del crecimiento en semillas

de uchuva.

Tabla 5. Comparacién porcentual entre los aislamientos de las variables de % germinacién, longitud de

raiz y longitud del tallo, solubilizacion del fésforo y antagonismo.

AISLAMIENTO | %GERMINACION | LONGITUD LONGITUD | HALO SOLUBILIZACION | ANTAGONISMO | TOTAL
DE LA RAIZ (mm) | DEL TALLO (mm) Dia 6 (mm)
PfO1 0,008 0,006 0,003 0,005 0,023 0,045
pfo2 0,007 0,008 0,008 0,003 0,026 0,053
P03 0,000 0,002 0,000 0,003 0,024 0,030
pfo4 0,001 0,003 0,002 0,004 0,024 0,034
P05 0,009 0,007 0,007 0,004 0,023 0,050
Pf06 0,009 0,000 0,003 0,004 0,027 0,043
P07 0,007 0,006 0,005 0,003 0,019 0,040
pfo8 0,007 0,004 0,009 0,004 0,025 0,049
P09 0,007 0,010 0,009 0,003 0,030 0,060
Pf10 0,008 0,006 0,007 0,003 0,018 0,041
P11 0,008 0,011 0,011 0,004 0,025 0,058
Pf12 0,005 0,008 0,007 0,004 0,025 0,049
P13 0,010 0,008 0,009 0,004 0,023 0,054
P14 0,011 0,013 0,015 0,001 0,000 0,040
Bs01 0,010 0,010 0,009 0,000 0,025 0,053
Bs02 0,009 0,010 0,010 0,000 0,026 0,055
Bs03 0,010 0,013 0,014 0,000 0,044 0,081
Bs04 0,010 0,008 0,011 0,000 0,026 0,055
Bs05 0,007 0,007 0,006 0,000 0,032 0,052
Bs06 0,007 0,009 0,006 0,000 0,037 0,058




CONCLUSIONES

Se conformé una coleccién con 20 aislamientos de bacterias aisladas de la rizosfera de plantas de
uchuva, 14 pertenecientes al género Pseudomonas sp. y 6 al género Bacillus sp.

6 aislamientos estimularon el porcentaje de germinacion, longitud de la raiz y longitud del tallo de

semillas de uchuva.

Todas las bacterias del género Pseudomonas sp., solubilizaron en algun nivel el fosfato inorganico
insoluble presente en el medio SRS por la produccion de acidos orgénicos; en contraste, el género
Bacillus sp. puede presentar mecanismos diferentes de solubilizacion del fésforo.

18 aislamientos inhibieron el crecimiento micelial de F. oxysporum por la produccion de metabolitos
secundarios en la prueba in vitro.

Se seleccionaron los aislamientos Pf02, Pf05, Pf09, Pfl11, Pf13, Bs01, Bs02, Bs03, Bs04, Bs05,
Bs06 debido a su capacidad promotora en la germinacion y crecimiento de las semillas de uchuva,
capacidad fosfatotsolubilizadora y capacidad antagonica frente F. oxysporum.

RECOMENDACIONES

Identificar mediante técnicas moleculares las rizobacterias que presentaron mayor promocion del
crecimiento en las semillas de uchuva.

Evaluar la capacidad promotora del crecimiento vegetal de los aislamientos Pf09, Pf11 y Pf14 de
Pseudomonas sp., y Bs03 de Bacillus sp., en condiciones de invernadero y campo.

Caracterizar los metabolitos que inhibieron el crecimiento de F. oxysporum por las rizobacterias

evaluadas.

Determinar el efecto antagénico de los aislamientos Pf09 y Bs03 contra F. oxysporum en

condiciones de invernadero y de campo.
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MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO SRS

COMPOSICION g/L
Sulfato de amonio 0,5
Cloruro de potasio 0,2
Sulfato de magnesio 0,3
Sulfato de hierro 7.H,O 0,002
Sulfato de manganeso 0,004
Cloruro de sédio 0,2
Glucosa 10
Extracto de levadura 0,5
Purpura de bromocresol 0,1
Fosfato tricalcico 5
Agar 20

pH Final 7,2

ANEXO 1



ANEXO 2

ESTADISTICA EFECTO DE Pseudomonas sp,. y Bacillus sp., SOBRE LA GERMINACION DE
SEMILLAS DE UCHUVA.

ONE-UAY AOU FOR: BSA1 BSAZ BSA3 BSA4 BSHL BSA6 CONTROL PFB1 PFBZ2 PFA3 PFA4 PFAS
PFA& PFAY PFBEB PFA? PF1iA PFi1 PF12 PF13 PFi4

SOURCE DF 58 M3 F P
BETHWEEN 28 4607 .52 238.476 .14 A.8068
WITHIN 42 1883.33 44.8413

TOTAL 62 6492 .86

AT LEAST ONE GROUP VARIANCE IS NEAR ZERO;
UARTANCE-EQUALITY TESTS CANNOT BE COMPUTED.

COMPONENT OF UARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 61.8783

EFFECTIVE CELL SIZE 3.8
SAMPLE GROUP

UARIABLE MEAN SIZE STD DEU

BSA1 9% .888 3 a.08888

BSA2 23.333 3 2.8868

BsA3 76.667 3 2.8868

BSR4 76 .667 3 2.8868

BEAS 8% .868 3 L .0088

BSAG6 85 .868 3 8.6683

CONTROL 78.333 3 18.488

PFA1 88.333 3 11.547

PFA2 86.667 3 2.8868

PFA3 65 .888 3 8.6643

PFR4 68.333 3 ?.6376

PFAS 21.667 3 2.8868

PFAG 23.333 3 5.7735

PFA? 85 .8688 3 5.0088

PFA8 85 .868 3 5 .AA8A

PFAY? 86.667 3 2.8868

PF1@ 78.868 3 18.6088

PF11 88.333 3 ?.6376

PF12 81.667 3 12.583

PF13 26 .667 3 2.8868

PF14 28.333 3 2.8868

TOTAL 87.381 63 6.6964

CASES INCLUDED 63 MISSING CASES A

TUKEY <HSD> COMPARISON OF MEANS
HOMOGEMEOUS

UARIABLE MEAN GROUPS

PF14 28.333 I

BEA3 76 .667 I

BEA4 76.667 I

PF13 76.667 I

BEA1 75 .888 I

BE@2 23.333 I

PFAG 23.333 I

PFAS 21 .667 I

PF18 78.008 I

PFA1 88.333 I1I

PF11 88.333 I1I

PFA2 86.66°7 I1I

PFA? 86.667 I1I

BEAS 85 .808 I T1

BEA6 85 .008 I T1

PFA? 85 .008 I T1

PFBg 85 .6008 I T1

PF12 81.667 I T1

GONTROL 78.333 I 11

PFA4 68.333 R |

PFA3 65 .6808 R |

THERE ARE 3 GROUPS IWM WUHICH THE MEANS ARE

NOT SIGHIFICANTLY DIFFEREMTI FROM OME AMOTHER.

GRITICAL @ VALUE 5.377 REJECTION LEUVEL A.0858

CRITICAL UALUE FOR COMPARISON 260.788
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 5.4676



ANEXO 3

ESTADISTICA EFECTO DE Pseudomonas sp., y Bacillus sp., SOBRE LA ELONGACION DE
LA RAIZ DE LAS SEMILLAS DE UCHUVA.

KRUSKAL-YWALLIS ONE-WAY NONMPARAMETRIC AOU
MEAN SAMPLE

UARIABLE RANK SIZE

BSA1 48% .2 48

BsSA2 521.4 48

BsSA3 592.1 48

BSA4 452 .4 48

BSAS 422 .6 48

B586 465 .9 48

CONTROL 272.5 48

PFA1 377.6 48

PFa2 44% .7 48

PFa3 246.6 48

PFa4 299.9 48

PFAS 425.9 48

PFA6 16%.8 48

PFA? 385.5 48

PFas 312.8 48

PFa9 516.3 48

PFi18 36%7.0 48

PF11 534.4 48

PF12 445 .1 48

PF13 454 .9 48

PF14 605 .8 48

TOTAL 428.5 848

KRUSKAL-YALLIS STATISTIC 171 .4587
P-UALUE. USING CHI-SQUARED APPROXIMATION 8.8800
PARAMETRIC AQU APPLIED TO RANKS

SOURCE DF 58 MS F P
BETWEEN 28 1.887E+A7 583471 18.52 ©.8884

WITHIN 819 3.921E+87 47870.2
TOTAL 839 4.928E+87

TOTAL NUMBER OF UALUES THAT WERE TIED 837
MAX. DIFF. ALLOWED BETWEEN TIES A.8808481

CASES INMCLUDED 848 MISSING CASES @

COMPARISONS OF MEAN RAMKS
MEAN HOMOGENEOQUS

UARIABLE RANK GROUPS

PF14 684.76 I

BSA3 592.13 I1I

PF11 534.39 I TI

BiG2 521.3%9 I TI

PFA? 516.29 I TI

BiA1 489 .21 I TII

BE06 465.71 ITIITI
PF13 454 .86 ITIITI
BiB4 452 .36 ITIITI
PFa2 449 .69 ITIITI
PF12 445 .11 ITIIII
PFA5 425.94 ITIIII
BEA5 422 .61 ITIIII
PFA1 399.56 .. I TITITI
PFA7? 3g5.52 I A A |
PF18 Jb? .84 .- T TTIITI
PFR8 2.7 ... I TII
PFR4 299.86 ...... I TII
CONTROL 272,46 ........ I 11
PFA3 296,68 ... ....... I1I
PFA6 169.84 . ........... I

THERE ARE 7 GROUPS IM WHICH THE MEANMS ARE
HOT SIGHIFICANTLY DIFFEREMT FROM OME AMOTHER.

REJECTION LEVEL B.858
GRITICAL Z UALUE 3.67
CRITICAL VYALUE FOR COMPARISON 1992.37



ANEXO 4

ESTADISTICA EFECTO DE Pseudomonas sp. y Bacillus sp. SOBRE LA ELONGACION DEL
TALLO DE LAS SEMILLAS DE UCHUVA.

KRUSKAL-VWALLIS ONE-WAY NONPFARAMETRIC AOU
MEAN SAMPLE

UARIABLE RANK SIZE

Bsal 455.6 448

BS@A2 496 .7 48

BSA3 599.1 48

BSA4 522.1 48

BSAS 397.7 48

Bs@6 475 .6 48

GONTROL 282.2 448

PFa1 322.7 48

PFA2 432 .2 48

PFA3 286 .3 48

PFB4 259.9 48

PFAS 395.5 48

PFA6 297.1 48

PF@A? 363.7 448

PFA8 478.4 48

PFA? 475 .4 48

PF18 426 .7 48

PF11 514.1 48

PF12 438.8 48

PF13 461 .3 48

PF14 626.1 448

TOTAL 428.5 848

KRUSKAL-YALLIS STATISTIC 176 .55%4
P-UALUE. USING CHI-SQUARED APPROXIMATION a.a888
PARAMEIRIC AOU APPLIED TO RANKS

SOURCE DF 88 M3 F P
BETYWEEN 28 1.837E+A7 518528 18.91 A.8BAA

WITHIN 819 3.891E+A7 47588 .1
TOTAL 8379 4.928E+@7

TOTAL HUMBER OF UALUES THAT WERE TIED 836
MAX. DIFF. ALLOWED BETWEEN TIES A. 88801

CASES INCLUDED 848 MISSING CASES 8

COMPARISONS OF MEAN RANKS
MEAN HOMOGENEOUS

UARIABLE RANK GROUPS

PFi4 626.14 I

B5A3 599.89 I1I

BEA4 522.89 I T1

PF11 514.11 I T1

BEA2 496.69 I T1

BSA6 475 .65 I TT1TI
PFA? 475 .42 I TT1TI
PFas 478.48 I TITI
PF13 461 .27 I TITI
BsA1 455.608 ITIII
PFa2 432.17 ITIII
PF12 430.04 I TTIII
PF18 426 .72 .. I T TI1I
BEAS 3972.78 s T T T I
PFAS 395.51 e T T T I
PFA? 363.65 e T T TI
PFA1 322.73 e T TTI
PFA6 297.86 ...... I TI
PFa4 259.73 ....... I1I
PFa3 286.29 .. ....... I
CONTROL 282.24 ... ....... I

THERE ARE & GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE AMOTHER.

REJECTION LEUEL a.a5a
CRITICAL Z UALUE 3.67
CRITICAL UVALUE FOR COMPARISOM 199.37



ESTADISTICA SOLUBILIZACION CUALITATIVA DEL FOSFATO POR Pseudomonas sp.

ONE-UAY AQU FOR: PFA1 PFB2 PFA3 FFA4 PFAS PFO6 PFA? PFAB PFA? PF18 PFi1 PFi2

ANEXO 5

PFi3 PFi4
SOURCE DF 58 MS F P
BETWEEN 13 358.176 27.5528 8.84 0B.60808
WITHIN 2208 753.589 3.42548
TOTAL 233 1111.76
CHI-8Q DF P

BARTLEIT'S TEST OF
EQUAL UARIANCES

COCHRAN'S Q

21.96 13 8.85%60

A.1262

LARGEST VAR ~ SMALLEST UAR 3.9328
COMPONENT OF UARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 1.44435

EFFECTIVE CELL SIZE 16.7
SAMPLE GROUP
UARIABLE MEAN SIZE STD DEV
PFa1 7.8889 18 1.6847
PFA2 5.6111 18 1.914A
PFA3 5.9444 18 1.6268
PFA4 6.6667 18 1.3728
PFA% 7.8800 15 2.2839
PF86 7.6667 15 2.2573
PF@A?7 5.9333 15 1.8696
PFA8 6.5556 18 1.2472
PF@AY? 5.7778 18 2.2375
PF18 4.9333 15 1.3345
PFi1 6.3333 18 2.4734
PFi2 6.8667 15 1.8465
PF13 6.1667 18 1.2485
PF14 2.4808 15 2.1974
TOTAL 6.14%6 234 1.8583

CASES INCLUDED 234

MISSING CASES 18

TUKEY <HSD> COMPARISOM OF MEANS

HOMOGENEOUS
UARIABLE MEAN GROUPS
PFa1 7.8889 I
PFA6 7.6667 II
PFaA5 7.88848 I 11
PF12 6.8667 I TI
PFA4 G.6667 I TI
Pras 6.5556 I TI
PFi1 6.3333 I TI
PF13 6.1667 I TI
PF@A3 5.9444 I TI
PFA? 5.9333 I 11
PFaY 5.7778 A |
PFaz 5.6111 A |
PF1@ 4.9333 ceaa I
PF14 2.4008 ...... I

THERE ARE 4 GROUPS IM WHICH THE MEAMNS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE AMOTHER.

CRITICAL G VALUE 4.736
STANDARD ERRORS AND CRITICAL VALUES OF DIFFERENCES
UARY BETWEEN COMPARISONS BECAUSE OF UNEQUAL SAMPLE SI1ZES.

REJECTION LEVEL H.85%4



ANEXO 6

ESTADISTICA CAPACIDAD ANTAGONIOCA DE Pseudomonas sp., y Bacillus sp.

ONE-WAY AOQU FOR: BSA1 BSA2 BSA3 BSA4 BSAS BSAe PFA1 PFA2 FFAZ PFB4 PFAS PFA6
PFA? PFB2 PFA? PF1iA PF11 PF12 PF13 PFi4

SOURCE DF 58 MS F P
BETWEEN 19 7a59.25 371.539 17.46 8.0800
WITHIN 48 851.333 21.2833

TOTAL 59 7918.58

AT LEAST ONE GROUF UARIANCE IS NEAR ZERO;
UARIANCE-EQUALITY TESTE CANNOT BE COMPUTED.

COMPOMENT OF UARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 116.752
EFFECTIVE CELL SIZE 3.8

SAMPLE GROUP
UARIABLE MEAN SIZE STD DEU
BSA1 35.868 3 L .A88A
BSa2 36.333 3 L.6862
Bs@3 63.333 3 3.5119
B3A4 37.333 3 4.8415
BSA5 46 . 868 3 7.1652
BSAG6 52.08688 3 8.9880
PFAL 33.333 3 4.58%92
PFa2 37.868 3 2.645%8
PFa3 34.667 3 1.5295
PFA4 33.667 3 2.8817
PFA5 33 .868 3 4.5826
PFA6G 37.667 3 4.6188
PFA? 26 .667 3 5.5876
PFag 35.667 3 4.8415
PFa? 42.333 3 3.2146
PF18 27.333 3 4.5092
PF11 35.333 3 4.9329
PF12 35 .8688 3 3.88680
PF13 32.333 3 3.5119
PF14 4.3333 3 7.5085%6
TOTAL 35.917 68 4.6134

CASES INCLUDED 68

MISSING CASES 8

TUKEY <HSD> COMPARISON OF MEANS

HOMOGENEOU S
UARIABLE MEAN GROUPS
BEA3 63.333 I
BSA6 52.98809 I1I
BSAS 46 . 480 N |
PFa? 42 .333 - I
PFAG6 37.667 ceea I
BSA4 37.333 e A |
PFa2 37.880 e I
BE@Z 36.333 A |
PFAg 35.667 A |
PFi1 35.333 ceea I
BEA1 35 .8688 A |
PF12 35 .8480 A |
PFA3 34.667 e A |
PFa4 33.667 e I
PFA1 33.333 ceea I
PFA5 33 .880 e A |
PF13 32.333 eeea I
PF18 29.333 ...... I
PF@? 26.667 ...... I
PF14 4.3333  ........ I

THERE ARE 5 GROUPS IM WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGMIFICANTLY DIFFERENT FROM OME ANOTHER.

CRITICAL 9 VALUE
CRITICAL UALUE FOR COMPARISON 14.256
STANDARD ERROR FOR COMPARISOM 3.76068

5.352 REJECTION LEVEL a.a58



