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RESUMEN

La deficiencia de fésforo es una limitacién importante para la produccién agricola,
debido a que este elemento es fuertemente influenciado por las propiedades del
suelo, convirtiéndose en complejos insolubles, que lo hacen inaccesible para las
plantas. Pseudomonas sp, son rizobacterias con capacidad para fomentar el
crecimiento de las plantas a través sus diversos mecanismos como la solubilizacién
de fésforo la producciéon de hormonas y sideréforos. Por esta razén, en la presente
investigacion se aisld bacterias del género Pseudomonas, de la rizosfera de maiz de
las provincias de Imbabura, Pichincha, Bolivar y Chimborazo y en sitios cercanos a
cada localidad sin manejo agricola. Se caracterizaron bioquimica y molecularmente
24 aislamientos; con los que se realizaron pruebas para evaluar su capacidad de
solubilizar fésforo in vitro y en condiciones de invernadero. Se inocularon semillas
de maiz y se sembraron en suelo estéril para evaluar su desarrollo durante ocho
semanas. De las cepas aisladas; 21 pertenecen al género Pseudomonas y 3 fueron
Acinetobacter. La identificacion del género fue confiable ya que coincidio en las
pruebas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares. En la evaluacion in vitro la cepa
al3 (P. fluorescens) presenté un mayor indice de solubilidad con un promedio de
4.8; seguido de nP2 (P. putida) con 4.5; la cepa con menor indice de solubilidad fue
aP3 (P. palleroniana) con 1.3. Por otra parte en la evaluacién en condiciones de
invernadero las cepas que demostraron mayor capacidad para producir un efecto
benéfico en la planta de maiz fueron nC1 (A. calcoaceticus) y nC2 (P. fluorescens),
mostrando valores mayores en cuanto a longitud de raiz, % de materia seca, area
foliar, y acumulacién de P en los tejidos, con respecto al testigo absoluto y testigo
fertilizado. Mientras que las cepas al2, al6, nI3, nI5, nP2, aB1, aB5, nB1, nB2 y aC2
fueron superiores en todas las variables evaluadas respecto al testigo absoluto. En
este estudio se observo que la absorcion de P disponible en el suelo dio lugar a un

aumento en la produccion de biomasa y drea foliar.

Palabras clave: Fosforo, Pseudomonas, Acinetobacter, rizosfera, bacterias

solubilizadoras de fésforo.
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ABSTRACT

Phosphorus deficiency is a major limiting factor to crop production, because this
element is strongly influenced by soil properties, due to chemical reactions that fix it
into insoluble forms. Pseudomonas sp, is identified as an important organism with
ability for plant growth promotion, by various mechanisms such as phosphate
solubilization, production of hormones and siderophores. Therefore, in this
investigation, bacteria from the genre Pseudomonas were isolated from rhizospheric
soil samples of maize were collected from agricultural fields located at in the
provinces of Imbabura, Pichincha, Chimborazo and Bolivar, and fields with no
history of cultivation nearby to each location. 24 isolates were characterized in
biochemical and molecular levels which were used to reproduce a series of test to
evaluate their capacity to phosphate solubilization in vitro using the agar media PVK,
to determine the level of solubility. In addition to this, an essay was conducted under
greenhouse conditions, in which corn seeds were inoculated and planted in sterile
soils to evaluate their development in a period of 8 weeks. All the cultural,
biochemical and molecular studies confirmed than 21 isolate were Pseudomonas sp
and 3 were Acinetobacter sp. The evaluation in vitro showed than al3 strain (P.
fluorescens) presented a higher rate of solubilization in average of 4.8; followed by
nP2 strain (P. putida) with 4.5, the strain with lowest rate of solubilization was aP3
(P. palleroniana) with 1.3. Moreover the evaluation in greenhouse conditions of the
strains showed greater capacity to produce a beneficial effect in the corn plant were
nCl (A. calcoaceticus) and nC2 (P. fluorescens), showing higher results as far as
root length, dry matter, leaf area, and P accumulation in tissues, opposite to the
absolute witness and the fertilized witness. While al2, al6, nlI3, nI5, nP2, aB1, aB5,
nB1, nB2 and aC2 strains showed major values in all variables compared to control
treatment. In this study, it was observed that the absorption of the available P in the

soil has helped increase the production of the biomass and the leaf area.

Keywords: Phosphate, Pseudomonas, Acinetobacter, rhizosphereric soil, phosphate

solubilization bacteria.



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema.

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos mds importantes en la sierra
ecuatoriana, debido a la gran cantidad de terreno destinado a su produccion y al papel
que cumple como componente bésico de la dieta de la poblacién rural (Yénez et al.,
2013). La superficie cosechada de maiz suave en el 2013 fue de 150982 ha, con una

produccion total de 145987 Tm (ESPAC, 2013).

El incremento de la produccidn de esta graminea estd estrechamente relacionado
con la fertilizaciéon (Faggioli et al., 2007). Después del nitrégeno; el fésforo
constituye uno de los elementos mds importantes en las primeras etapas del
desarrollo normal de las plantas, basta sefalar que se requieren alrededor de 4 Kg.,
de fésforo como elemento para producir 1000 kilogramos de maiz (Gonzilez,
2008).Una deficiencia de este elemento en el cultivo puede provocar un crecimiento
lento, poco desarrollo del sistema radicular, una coloracion atipica en las hojas y por

ende disminuye el rendimiento de la cosecha (Guzman, 2011).

Torriani citado por Paredes (2010), menciona que la planta absorbe el fésforo
disponible en forma de H2PO4™ en suelos 4cidos, y como HPO4* en suelos alcalinos,
sin embargo este elemento disponible en el suelo es facilmente convertido en
complejos insolubles, como fosfatos de Fe, Al o Mn en suelos é4cidos y como
fosfatos de Ca o Mg en suelos alcalinos. La concentraciéon de fésforo disponible en

general es baja y fluctaa entre 0.2 y 0.5 mg/It (Sanzano, 2008).

El contenido de fésforo disponible para las plantas es una variable dindmica,
fuertemente influenciada por las propiedades del suelo y las condiciones ambientales.
En el suelo el P puede interactuar con sus componentes, involucrando procesos de
mineralizacién e inmovilizacidén y procesos de adsorcién, desorcidn, precipitacion y

disolucién (Capelle, 2011).
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Aunque el fésforo es relativamente abundante en los suelos ecuatorianos, su
absorcién por la planta es minima, ya que la mayor parte de este elemento se
encuentra en forma de fosfatos tricdlcicos y fosfatos de hierro, es por ello que debe

ser suministrado por medio de fertilizantes quimicos (Cepeda, 2008).

Una forma de movilizar el fésforo insoluble del suelo es a través de la
participacion de microorganismos que tienen la capacidad de solubilizar el fosforo,

mediante la produccién de 4cidos y fosfatasas 4cidas o alcalinas (Paredes, 2010).

Pero es importante mencionar que la efectividad de un microorganismo para
producir un efecto benéfico en la planta se ve influenciada por el manejo agricola.
Un estudio realizado por Duchicela er al., (2012) menciona que el uso de
mecanizacion agricola ha resultado en la degradacion de agregados estables del suelo
en las praderas de Norte-América, respuesta que estd relacionada con la alteracion de
las comunidades microbianas y dominacién de plantas exdticas. Por otro lado, el
incremento de la produccién de agregados estables del suelo estdn relacionados con
la sucesion de las comunidades microbianas posterior a la cesacion de practicas

agricolas en Bolivia (Duchicela et al., 2013).

Martinez y Johnson (2010) reportaron que micorrizas arbusculares provenientes
de sitios sin disturbacién agricola son mds eficientes en su contribucién al

crecimiento de maiz que los aislados de sitos de alta y baja fertilizacion.

En la sierra ecuatoriana los terrenos destinados para el cultivo de maiz se han
explotado durante varios afios, lo cual ha provocado una baja fertilidad,
especificamente por la deficiencia de nutrientes y de microorganismos benéficos
(INTIAP, 2007), es por ello que se pretende aislar bacterias eficientes en la
solubilizacion de P. Varios estudios han demostrado que el manejo agricola no
selecciona comunidades microbianas eficientes, al contrario favorece comunidades
oportunistas o generalistas, por lo tanto es de vital importancia incluir un sitio control

en cada localidad en estudio.



1.2. Justificacion del problema

El fésforo en las plantas desempeiia un papel muy importante ya que a nivel
fisiolégico interviene en la acumulacién y liberacién de energia durante el
metabolismo celular. Debido a su lenta movilizaciéon, a los procesos de
transformaciéon que sufre este elemento en el suelo y a la disminucién de
comunidades microbianas, hacen que el fésforo aplicado como fertilizante pase

rapidamente a formas menos disponibles para las plantas.

Este factor provoca que los agricultores tengan que aplicar cada vez mads
cantidad de fertilizante quimico en sus cultivos, ya que la aplicaciéon de un
fertilizante fosforado inorgédnico no determina necesariamente un incremento de la
fraccion del fosforo soluble. Esto lleva a que los costos de produccion se
incrementen por el alto precio de los insumos y las altas dosis que se deben usar para
contrarrestar la cantidad de fertilizante que no llega a estar disponible para las

plantas.

Sin embargo innumerables investigaciones mencionan la existencia de varios
grupos de microorganismos presentes en el suelo con capacidad de solubilizar
fosforo y que pueden ser usados como alternativas vdlidas en el proceso de
produccion agricola, al disminuir el uso de fertilizantes quimicos, aumentando su
eficiencia. Adicionalmente estimula la produccién mds limpia, asegurando un

producto sano y una renovacién de la poblacién bacteriana del suelo.

Por lo tanto el presente proyecto tiene por objetivo aislar e identificar
microorganismos solubilizadores de fosforo del género Pseudomonas sp., para a
futuro utilizar estas cepas en la formulacion de biofertilizantes para cultivos de maiz,
que sirva a los agricultores del pais como una alternativa al uso indiscriminado de

agroquimicos y al mismo tiempo contribuya a disminuir sus costos de produccion.



1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo General

Caracterizar y evaluar Pseudomonas sp., solubilizadoras de fésforo, presentes en
la rizésfera del maiz (Zea mays) cultivado en los ensayos experimentales del Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias de las provincias de

Imbabura, Bolivar, Chimborazo y Pichincha.

1.3.2. Objetivos Especificos

a. Aislar bacterias Pseudomonas sp., presentes en la rizosfera de maiz de las

provincias de Imbabura, Bolivar, Chimborazo y Pichincha.

b. Caracterizar macroscopica, microscopica, bioquimica y molecularmente las

cepas de Pseudomonas sp. aisladas.

c. Determinar bajo condiciones in vitro, la capacidad de las bacterias aisladas
para solubilizar fésforo y seleccionar aquellas con mayor porcentaje, para

obtener un banco de cepas de Pseudomonas sp.

d. Evaluar a nivel de invernadero el efecto que tiene Pseudomonas sp., en el

desarrollo del maiz (Zea mays).



1.4. Marco Teoérico

1.4.1. Maiz (Zea mays L.)

1.4.1.1. Ubicacion taxonémica

Segin el sistema de clasificacion de Cronquist, (1981), se ubica en la siguiente

categoria Taxondmica:

Dominio: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: mays

Nombre cientifico: Zea mays L.

1.4.1.2. Descripcion botanica

El maiz (Zea mays. L), es una planta monocotiledonea, de crecimiento anual,
presenta variedades cuya altura fluctia entre los 40 a 300 cm, posee un sistema
radicular constituido por raices fibrosas fasciculadas o primarias que le proporcionan
los nutrientes necesarios a la planta y pueden alcanzar hasta dos metros de
profundidad; y las raices adventicias o secundarias que se originan en los nudos,
cerca de la superficie del suelo, promoviendo una mejor estabilidad y reduciendo los

problemas de acame (Person, 1990).

Su tallo es lefioso y cilindrico, con un promedio de nimero de nudos de 16. Las
hojas son alargadas, alternadas y se encuentran enrolladas en el tallo, su color usual
es verde pero presenta en algunas ocasiones rayas de color purpura, el nimero de

hojas varia entre 8 y 25 (Person, 1990).
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Es una especie monoica, es decir que posee ambos sexos, la inflorescencia
femenina (espiga) y la masculina (panoja) separadas y bien diferenciadas en la
misma planta. La polinizacion es abierta, ocurre con la transferencia del polen desde
la espiga a los estigmas de la mazorca, generando de ocho o mds filas de granos

(Sanchez, 2009).

1.4.1.3. Situacion del cultivo de maiz en el Ecuador

En el Ecuador es una de las gramineas mds importantes de consumo humano y
animal, en el 2013 se tuvo una produccion de 904225 Tm de maiz duro seco, en la
regién costa, mientras que en la region sierra fueron 145987 Tm de maiz suave

(ESPAC, 2013).

Establecimientos como INIAP aprovechan la riqueza genética del maiz, para
producir nuevas variedades fitogenéticamente mejoradas, con caracteres
agronémicos deseables, resistentes a plagas y con mayor produccién agricola

(Yénez, et al, 2013).

14.14. Variedades nativas y mejoradas

Entre las principales variedades nativas de maiz que se siembran en la sierra
ecuatoriana se tienen: cuzco ecuatoriano, canguil ecuatoriano, racimo de uva, chillos

huandango, morochon, patillo, chulpi y kcello (Yénez, et al, 2013).

Las variedades mejoradas han sido obtenidas por el Programa de Maiz del
INIAP, mediante un proceso de seleccion muy riguroso, que se enfoca en las
caracteristicas fenotipicas y resistencia a enfermedades, actualmente existen 11

variedades mejoradas (Tabla 1.1) y 4 en proceso de mejoramiento.



Tabla 1. 1: Variedades de maiz de la sierra ecuatoriana certificadas por el INIAP

. . ZONA DE
VARIEDAD CODIGO CARACTERISTICA CULTIVO
Blanco Harinoso INIAP - 101  Suave, blanco harinoso Entre 2400 y
Precoz 3000msnm
qunco blandito INIAP - 102  Suave, blanco harinoso Chimborazo
mejorado
Mishqui Sara INIAP- 103  Suave, blanco harinoso Loja
Guagal Mejorado INIAP-111  Suave, blanco harinoso Bolivar
Chaucho mejorado INIAP- 122  Suave, amarillo, harinoso Imbabura
Mishca Mejorado INIAP- 124  Suave, amarillo, harinoso Pichincha, Cotopaxi
y Tungurahua
Zhima Mejorado INIAP- 153 Blanco, harinoso, Caiar y Azuay
amorochado
Almendral INIAP — 182  Duro, amarillo cristalino  Loja
Para grano y forraje  INIAP —176  Duro, amarillo cristalino  Pichincha
Malz. d? alto INIAP -180  Duro, amarillo cristalino Entre 2400 y 2800
rendimiento msnm
Chulpi Mejorado INIAP -192 A,rr'ugado, a'marll.lo Entre 2400 y 2800
palido, semi- harinoso msnm

Fuente: Yanez et al, 2013

1.4.1.4.1. Variedad de maiz: INIAP — 101

INIAP-101 fue desarrollada por el Programa de Maiz de la EESC del INIAP, en

los anos 1971 a 1979. Su progenitor es la variedad “Cacahuazintle” de México. La

zonificacion de la variedad es en los valles centrales de la region sierra, en altitudes

comprendidas entre los 2400 a 3000 msnm. Posee buen rendimiento, precocidad, su

grano es blanco de textura harinosa y de buena calidad, mazorca grande y resistente

al acame (Yanez et al., 2003).



1.4.1.5. Labores culturales del cultivo de maiz.

Preparacion del terreno: Se debe realizar, con tractor o con yunta, una labor de
arado, una de rastra y la surcada. Es recomendable realizarlo con dos meses de
anticipacion para que el terreno quede suelto, evitar encharcamientos, malezas,

insectos y facilitar la descomposicion de residuos (Yéanez et al., 2003).

Siembra: En la sierra altoandina la fecha de la siembra varfa desde septiembre
hasta mediados de enero, dependiendo de la zona o localidad del cultivo y de la
disponibilidad de agua de riego o de la cantidad de lluvias. La siembra se realiza a
una profundidad de 5 cm., con dos semillas por sitio distanciados a 80 cm entre
surcos y a 50 cm entre sitios, 0 una semilla cada 25 cm. Si se cultiva maiz asociado
con frejol trepador se recomienda colocar en cada surco tres semillas de maiz y dos
de frejol distanciados a 0.80 m entre surcos y 0,80 m entre sitios. Por lo general se

requiere 30 kg de semilla por hectarea (Yanez et al., 2003).

Raleo: Se realiza cuando la planta ha alcanzado un tamafio entre 0.25 a 0.30 m y
consiste en dejar de una a dos plantas por surco mientras se eliminan las restantes

(Yanez et al., 2003).

Control de malezas: Se lleva a cabo de dos formas: Quimica con el uso de
herbicidas (Atrazina) los cuales se aplican inmediatamente después de la siembra,
sobre suelo humedo o cuando existe una alta presencia de malezas posemergencia. O
de forma mecdénica con el uso de azadén o lampa (deshierba), consiste en extraer las
malezas del suelo sin causar dafo al cultivo. El nimero de deshierbas varia con la
cantidad y desarrollo de las malezas. En la mayoria de los sectores de la sierra, se

realiza de dos o tres deshierbas durante el ciclo del cultivo (Yanez et al., 2003).

Aporque: Esta labor se realiza 45 dias después de la siembra, consiste en
arrimar tierra alrededor de la planta en la parte inferior del tallo, con el objeto de
ayudar al sostén de la planta, aflojar el suelo y mantener la humedad de la tierra.
Durante el aporque se debe colocar en forma lateral la fertilizacién nitrogenada

(urea) complementaria (Yénez et al., 2003).
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Defoliacion: Se realiza en la etapa de emision de estigmas (floracién femenina)
y en la etapa de grano lechoso (choclo suave lechoso), porque afecta a la formacién y
llenado del grano en la mazorca, disminuyendo notablemente la produccion. Consiste
en la remocién de hojas de las plantas de maiz cuando estdn verdes (Yéanez et al.,

2003).

Fertilizacion: Se recomienda fertilizar el suelo con nitrégeno (N) y fésforo (P),
mientras que en el caso del potasio (K), solo debe aplicarse si se presenta una
deficiencia de este elemento en el terreno. La fertilizacion se efectiia normalmente
segln las caracteristicas de la zona de produccidn, para lo cual es necesario realizar
el andlisis quimico del suelo por lo menos dos meses antes de la siembra (Yanez et

al., 2003).

Control de insectos: Se recomienda hacer aplicaciones de insecticidas
Unicamente cuando sea necesario. Para el caso de gusano trozador (Agrotisipsilon), si
se observa en un 10% de plantas cortadas o con sintomas de marchitez, se
recomienda aplicar a la base del tallo insecticidas como Thiodan (Endosulfidn) en
dosis de 2 1/ha. Para controlar los gusanos de la mazorca (Heleiothis zae) se
recomienda la aplicacién de aceite comestible con un gotero o esponja en el lugar de
salida de los pelos del choclo, cuando estos tengan unos 3 cm de largo (Yanez et al.,

2003).

Manejo de enfermedades: El método mds practico y econdmico es el uso de
variedades resistentes a plagas como: Erwinia corotovora f. sp zeae (pudricion del
tallo), Ustilago maidis (carbon del maiz), Puccinia sorghi (roya), Helminthosporium
turcicum (tizén foliar), Cercospora zeae-maydis (mancha foliar), Phyllachora
maydis: Monographella maydis Coniothyrium phyllachorae (mancha de asfalto)

(Yanez et al., 2003).

Cosecha: La cosecha para choclo se efectia cuando el grano estd en estado
“lechoso”, para semilla al momento de la madurez fisioldgica (cuando en la base del

grano se observa una capa negra) (Yénez et al., 2003).
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Seleccion y desgrane: Las mazorcas dafiadas por plagas y enfermedades deben
ser eliminadas para dejar solamente las que presentan grano grueso y uniforme.
Durante el desgrane debe separarse el grano comercial del grano que servird como
semilla ya que en las mazorcas destinadas para semilla se debe desgranar inicamente

la parte central de la mazorca (Yanez et al., 2003).

Almacenamiento: Para almacenar las mazorcas, grano comercial o semilla,
deberdn secarse completamente y se almacenardn en lugares frescos y secos, libres

de gorgojo (Yénez et al., 2003).

1.4.2. Fosforo

1.4.2.1. Formas del fosforo en el suelo

Este elemento en el suelo se encuentra bdsicamente de dos formas organica e
inorgénica, y pueden fijarse o precipitar, estando involucrados en mecanismos de:
adsorcion fisica (se pegan por sus cargas a cationes), adsorciéon quimica (por reaccion
en pH alcalino dando 6xidos e hidroxidos), o sustitucion de aniones por fosfatos

(Maddonni, citado por Capelle, 2011).

1.4.2.1.1. Fosforo organico (Po)

Representan del 30 al 70% del fosforo presente en la superficie del suelo,
proviene de restos vegetales y animales (Bobadilla C. R., 2008). Tres grupos de
compuestos forman la reserva de Po en el suelo: inositol fosfato (4cido fitico o fitato) los
cuales almacenan mas del 50% del Po, fosfolipidos con un rango entre 0.5 — 7% del Po
total y finalmente los dcidos nucleicos con una fraccion més pequeiia (< 3% del Po total)

(Arai & Sparks, 2007).

1.4.2.1.2. Fosforo inorganico (Pi)

Es predominante en la mayoria de los suelos destinados para cultivos, con un
porcentaje entre 50% al 75% del fosforo total, estd repartido entre la fase acuosa y

sOlida del suelo, donde se encuentra adsorbido en la superficie del complejo himico-
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arcilloso, de coloides de 6xido de hierro y aluminio y de algunos carbonatos. La
solubilidad de los complejos Fe-P y Al-P disminuye al incrementar el pH. Las
principales formas de fésforo inorgénico se muestran en la Tabla 1.2 y su abundancia

varia de acuerdo al origen del suelo, a los niveles de materia orgdnica y al pH

(Sanzano, 2008).

Tabla 1. 2: Principales formas de f6sforo inorganico en el suelo

Tipo de Fosfato Nombre Composicion
Fosfatos de Calcio Hidroxipatita 3Ca3(P0O4)3.Ca(OH);
Oxipatita 3Ca(P0O4),Ca0O
Fluorapatita 3Ca3(PO4).CaF;
Carbonatoapatita 3Ca3(P04),CaCOs
Fosfato tricalcico 3Ca(POu4)2
Fosfato bicdlcico CaHPO,
Fosfato monocalcico Ca(H,PO4)
Fosfatos de Hierro Vivianita Fe(PO4)2.8H20
Estrengita FePO,4.2H,0
Fosfatos de Aluminio Variscita AlPO4.2H,0

Fuente: (Navarro, 2003)

Por la naturaleza del enlace quimico, los compuestos del P en el suelo pueden
clasificarse en ésteres de fosfato, fosfonatos y anhidridos (Turner et al., 2006). Los
ésteres de fosfato son subclasificados de acuerdo al niimero de grupos éster que se
unen a cada fosfato. Los fosfato monoésteres tienen un enlace éster simple P-O-C,
mientras los diésteres tienen dos enlaces (O-P-O). Los principales monoésteres de
fosfato son los ésteres fosféricos de hexahidroxiciclohexano (inositol), y en pequeiias
concentraciones fosfatos de azucar, fosfoproteinas y nucledtidos monofosfato,
mientras que los fosfato diésteres incluyen los dcidos nucleicos, los fosfolipidos y los

acidos teicoicos.

Los fosfonatos contienen un enlace directo P-C y son poco comunes en los
suelos tropicales. Los fosfoanhidridos (polifosfatos orgénicos) tales como el ATP,
son una fuente de energia para la mayoria de los procesos metabdlicos, pero son

detectados raramente en los suelos. Por otra parte, los polifosfatos inorganicos se
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presentan con frecuencia en los suelos, especialmente como pirofosfatos, aunque su

funcion y origen preciso no son claros (Turner et al., 20006).

Desde el punto de vista edafolégico se lo ha clasificado de acuerdo a su
disponibilidad mediata o inmediata para las plantas en: fésforo soluble,

intercambiable e insoluble.

Foésforo soluble (Psol): su disponibilidad para las plantas es inmediata, se
encuentra en la solucién del suelo en forma de fosfatos didcidos (H2PO4') a pH bajos
y mono 4cidos (HPO4*) a pH altos. Su concentracién en general es baja y fluctda
entre 0.2 y 0.5 mg/lt, es decir, de 200 a 400 gr/ha en 30 centimetros de espesor. Esta
determinada principalmente por los procesos de mineralizacién e inmovilizacion del
Po, ademads, por el equilibrio entre los procesos de adsorcion-desorcion y
precipitacion-disolucién del Pi. En suelos muy ricos la concentracién puede llegar
hasta 1 mg/It (Ippm) y en suelos pobres a 0.1 mg/lt( (Sims & Vadas, 2005; Sanzano,
2008).

Fésforo intercambiable labil o adsorbido: su disponibilidad es mds lenta que la
anterior forma, estos iones forman parte de la gama de iones que rodean a las
particulas coloidales y estdn en constante movimiento. Representan del 15 al 30% del

fosforo inorganico, lo que significa 800 a 2500 kg de P>Os/ha (Sanzano, 2008).

Este fosforo puede estar adsorbido por los bordes de las arcillas estructura 1:1
(caolinita), o por uniones que usan al calcio como puente para unirse a las arcillas
estructura 2:1(esmectitas, micas, ilita, clorita, Vermiculita) e incluso puede estar
adsorbido por los 6xidos e hidréxidos de hierro y aluminio, que tienen un poder de

fijacion mucho mayor que el de las arcillas (Sanzano, 2008 y Jordén, 2005).

Fosforo insoluble: constituye la gran reserva de fosforo inorganico en el suelo,
forma parte de los minerales primarios (apatitas: Caio (PO4)6X2; siendo X2 = F, OH
o CI') y secundarios (formados por precipitacion del P con Al, Ca y Fe) (Sanzano,

2008).
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1.4.2.2. Ciclo del fosforo

El ciclo de este elemento es un sistema que incluye fuentes de foésforo en cuatro
formas generales (P inorgdnico disponible, P orgédnico, P absorbido, y P como
mineral primario), que son cicladas a través del agua, la corteza de la tierra y los
organismos vivos. Ademads involucra la acumulacion del elemento en la biomasa

microbiana, materia orgdnica y formas inorganicas (Hyland et al., 2005).

Boonkerd, citado por Cepeda (2008) indica que el fésforo ingresa a los sistemas
vivos cuando las plantas lo toman en forma de iones fosfato del suelo, luego este
elemento se mueve desde las plantas hacia los animales herbivoros y posteriormente
a los carnivoros. El fosfato que pasa a formar parte del tejido de los animales es
regresado al suelo por medio de excrecion (orina o heces), en las plantas éste regresa

por medio de su descomposicion.

El fésforo se mueve a distancias muy cortas en la mayoria de los suelos, es un
elemento que tiene entradas y salidas muy bajas en ecosistemas naturales, a
diferencia de otros elementos como el nitrégeno, por lo que el nivel de fésforo de un
suelo depende principalmente del contenido del material original. Sin embargo en
agro sistemas existen entradas y salidas importantes por fertilizacion y extraccion por

cosecha (Capelle, 2011).

Cuando se agrega al suelo una forma soluble como el fosfato monocélcico
(Ca(Hz POs4)2), rdpidamente este se convierte en la forma di cdlcica CaHPO4 , que
queda absorbida en los minerales arcillosos. Esto lleva a que se mantenga una
concentracion de iones HoPO4 en la solucién del suelo de 0.003 a 3 mg/Kg,
dependiendo del tipo de suelo (Moorby, citado por Guzman 2011). La aplicacion de
un fertilizante fosforado inorgdnico no determina necesariamente un incremento de
la fraccién del fésforo soluble, ya que el fésforo puede sufrir procesos de
mineralizacién e inmovilizacion y procesos de adsorcion, desorcidn, precipitacion y

disolucién (Capelle, 2011).
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Fuente: (Torres, 2009).
Figural. 1: Ciclo del fésforo en agro sistemas.

1.4.2.3. Factores que afectan la solubilidad del f6sforo en el suelo

Existen varios factores que limitan la disponibilidad de fésforo soluble utilizado
por las plantas y esto se debe principalmente al tipo, pH y calidad del suelo (Cepeda,
2008).

Los suelos arcillosos retienen o fijan més fésforo que otros suelos, ya que los
iones fosfato pueden fijarse al complejo arcilloso por adsorciéon superficial o por
medio de puentes de calcio, sin embargo estos iones son facilmente recuperables por
mineralizacion. Existe también en el suelo hidroxidos de hierro y aluminio, que se
comportan como coloides electropositivos y fijan iones PO4>, este tipo de fosfatos
pasan a la solucién del suelo més lentamente que los que se fijan sobre la arcilla

(Guzman, 2011).

La compactacion del suelo también es otro factor, ya que reduce la aireacion, la
superficie de contacto de las raices con el suelo, el espacio poroso en la zona
radicular, y la descomposicion de la materia orgdnica por la actividad
microbioldgica, lo cual disminuye la cantidad de fésforo soluble y dificulta absorcion

de este elemento (Guzman, 2011).

El pH del suelo es muy importante, influye en la presencia de formas asimilables y

formas insolubles de fésforo para la nutricién vegetal. A pH acido el fésforo asimilable
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suele presentarse en forma de fosfatos de hierro y aluminio, a pH neutro existen
fosfatos de calcio soluble, pero en suelos con un pH superior a 7.5 aumentan las
formas insolubles del fésforo, que no son asimilables por las plantas (Guzman,

2011).

También se ha visto que la aplicacion de otros nutrientes puede estimular la
absorcién de fésforo, por ejemplo aplicar calcio en suelos 4cidos y azufre en suelos
alcalinos parecen incrementar la disponibilidad de fésforo, pero la fertilizaciéon con
zinc, en un cultivo que estd al borde de una deficiencia de P, parece restringir ain

mas la absorcion de este elemento (Guzman, 2011).

1.4.2.4. Fisiologia de fosforo en el maiz

El fésforo es un componente esencial de las plantas, en forma de HoPO4™ alcanza
concentraciones entre el 0.5 al 1% de la materia seca. Se encuentra, en estado
mineral, y en forma de compuestos orgédnicos fosforados como fosfolipidos,

nucleétidos y 4dcidos nucléicos (Milthope, citado por Guzman, 2011).

En el cultivo de maiz y en todas las plantas en general, la absorcion de éste
elemento se da por procesos de difusion a través de los tejidos jovenes de las raices
dentro de las células de la capa superficial de la corteza radicular y dentro de las
células epidérmicas con pelos radicales, las cuales se expanden de manera continua
en la tierra y estdn expuestas a las concentraciones de fosforo encontradas en la

solucion del suelo (Cepeda, 2008).

El fésforo solo se desplaza escasos milimetros por su intensa interaccion con el
suelo, es por ello que su absorcién depende en gran parte del grado en el que las
raices se expanden por el terreno. Debido a que la disponibilidad de fosforo es mds
elevada en la superficie del suelo y decrece con la profundidad, se ha afirmado que
raices con mayor concentracion de pelos radicales en la superficie son mas eficientes

en la absorcién de fosforo (Rubio, 2003).
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Este elemento es esencial en las primeras etapas de crecimiento ya que interviene
en el transporte y almacenamiento de energia en la planta, promueve el desarrollo de
la raiz, la floracién temprana y la maduracion. Es decir favorece precisamente los
periodos de vegetacién que son criticos para el rendimiento del cultivo como
germinacion, fecundacién, maduracién y movimiento de las reservas (Milthope,

citado por Guzmaén, 2011).

Cuando existe una deficiencia de este elemento se generan tonalidades morado o
purptreo en hojas y tallos, debido a la acumulacién de azicares, ya que disminuye la
traslocacion de asimilados (Witt et al, 2007). Ademads, las plantas presentan muy baja
eficiencia fotosintética por unidad de clorofila, 1o que conlleva la reduccion de la
mayoria de los procesos metabdlicos, y un retraso en los procesos de maduracion

(Taiz & Zeiger, 2010).

El papel fundamental del fosforo en la transferencia de energia ha sido bien
estudiado, tanto en la formacion de ATP durante la respiracion celular y fotosintesis,
como en la formacién del NADPH+H?, necesarios para la sintesis de nueva materia
organica. Como el nitrégeno, el fésforo es un factor de crecimiento muy importante,
existiendo una fuerte interaccidon entre éstos dos elementos, sobre todo durante las

fases iniciales de crecimiento (Milthope, citado por Guzman, 2011).

1.4.3. La agricultura y los microorganismos

Debido al incremento de los trabajos agricolas en los dltimos afios, se ha visto
una reduccion gradual del contenido de materia orgdnica en las tierras cultivadas
intensivamente, ademas del deterioro de la estructura del suelo, lo cual lo ha hecho
susceptible a la compactacion, erosion, desertificacion, salinizacion, alcalinizacion y

contaminacion de napas subterraneas con plaguicidas y fertilizantes (Rodas, 2006).

Debido a que los suelos son cada vez menos fértiles, la supervivencia de los
microorganismos se ha limitado, ya que dependen de la disponibilidad de nutrientes

y de la energia aportada por la materia organica del suelo. Algunos microorganismos
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son buenos saprofitos o endofiticos, y un ndmero limitado puede causar

enfermedades a las plantas, animales y humanos (Coyne & Rasskin, 2000).

Sin embargo los microorganismos con gran importancia para el suelo son
aquellos que transforman los nutrientes de éste y promueven el crecimiento de la
planta. Este tipo de organismos juegan un papel clave en el mantenimiento del
delicado balance entre la materia acumulada y la materia degradada. Numerosas
bacterias son eficientes fijadoras de nitrégeno, otras son excelentes solubilizadoras
de fosforo, e incluso algunas producen hormonas que estimulan el crecimiento de las
plantas, sin duda estos organismos contribuyen a que los agricultores economicen en

fertilizantes (Nogales, 2005).

1.4.3.1. Biosolubilizacion del fosforo.

Los microorganismos intervienen en los procesos de la solubilizacion,
inmovilizacién (entrada activa del Pi a las células microbianas, convirtiéndose a
formas de Po) y mineralizacién del fésforo de los depdsitos organicos e inorgdnicos,

asi como en las formas solubles e insolubles (Coyne & Rasskin, 2000).

1.4.3.1.1. Mineralizacion.

Es la conversion del fésforo orgdnico a formas disponibles para las plantas,
ortofosfatos (H,POs, HPO4*). Este proceso es lento y por via microbiana,
requiriendo temperaturas de aproximadamente 25 a 30 °C, pH neutro y humedad

cercana a capacidad de campo (Sanzano, 2008).

El fo6sforo orgdnico puede ser mineralizado como subproducto de la
descomposicion de la materia orgdnica, o mediante la accidn de enzimas especificas
que son reguladas por la demanda de este nutriente (Picone y Zamuner, 2002). La
degradabilidad de compuestos orgédnicos de fésforo depende principalmente de la
fisicoquimica y propiedades bioquimicas de sus moléculas, por ejemplo, acidos
nucleicos, fosfolipidos, y fosfatos de azicares se degradan facilmente, pero el acido

fitico, polifosfatos y fosfonatos se descomponen lentamente (Rodas, 2006).
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1.4.3.1.2. Produccion de acidos organicos

Los 4cidos orgénicos que intervienen en la solubilizacion de fésforo son el dcido
nitrico, producido por agentes nitrificantes, el 4cido sulfirico, producido por los
tiobacilos, el 4cido carbdnico, el dcido oxalico, citrico, lactico, succinico y acético se
producen en el suelo gracias a la descomposicion de la materia organica por accidén

microbiana (Coyne & Rasskin, 2000).

Estos productos actian sobre los compuestos insolubles de fosfato inorganico:
fosfato tricdlcico, fosfato dicdlcico, hidroxiapatita y roca fosférica ya que su
presencia cambia los valores de pH hasta valores dcidos, en donde el nimero elevado
de protones provoca, por competencia en los sitios de adsorciéon del fésforo, el
cambio de las cargas superficiales de los adsorbentes, dando como resultado la

solubilizacién (Coyne & Rasskin, 2000).

La cantidad y tipo de acidos orgénicos depende de los diferentes grupos de
microorganismos (Coyne & Rasskin, 2000). Segin un estudio realizado por Vyas y
Gulati (2009), el 4cido gluconico parece ser el agente mds frecuente en la
solubilizacion de fosfato mineral, seguido en menores cantidades de los 4cidos 2-

cetoglucénico, oxdlico, malico, lactico, succinico, acido férmico y citrico.

1.4.3.1.3. Produccion de enzimas

Las enzimas principales que intervienen en la liberacién del fésforo organico

son:

Fosfatasas no especificas: (fosfomonoestresasas), las cuales catalizan la

hidrdlisis de los enlaces fosfoéster o fosfoanhidros presentes en la materia organica;
pueden ser sintetizadas, tanto por las raices de las plantas (fosfatasas dcidas), como
por ciertos grupos de bacterias y hongos capaces de producir fosfatasas dcidas y
alcalinas, las cuales se diferencian por su pH 6ptimo de accidn, ya que las fosfatasas
acidas tienen actividad catalitica a pH de 3.5 a 4.5, mientras que las fosfatasas

alcalinas a pH de 9 a 11 (Bobadilla & Rincén, 2008).
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Las fosfatasas acidas no especificas producidas por las bacterias estan formadas
por tres familias moleculares, las cuales han sido designadas por su localizacién
celular como clases moleculares A, B y C. Y parecen funcionar como secuestradores
de fosfoésteres, proporciondndole a la célula nutrientes esenciales y liberando Pi a

partir de nucledtidos y azicares fosforilados (Rodriguez et al., 2006).

Fosfatasas _especificas Los fosfohidrolasas especificos con diferentes

actividades incluyen: 3" nucleotidasas y 5 nucleotidasas fosfatasas hexosa, y fitasas.

En relacién con las fitasas, estas pueden dividirse en dos grupos con base en el
sitio de iniciacion de la hidrdlisis del fosfato sobre el anillo de inositol. Las fitasas
microbianas, especialmente las de origen fingico, frecuentemente escinden el grupo
fosfato en el carbono Cl1 o C3 del anillo de inositol, y son llamadas 3-fitasas.
Mientras que las fitasas vegetales actian preferentemente sobre el carbono C6 y se
denominan 6-fitasas. Este grupo de enzimas catalizan la hidrdlisis del acido fitico a

mono, di, tri, tetra y pentafosfatos de myo-inositol y Pi (Lei & Porres, 2003).

Fosfonatasas y liasas C-P son enzimas que llevan a cabo el clivaje del enlace

C-P presente en fosfonatos organicos (Rodriguez et al., 2006).

1.4.4. Microorganismos solubilizadores de fosforo

En el suelo existen algunos géneros bacterianos como: Pseudomonas,
Rhizobium, Bacillus, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Aereobacter,
Flavobacterium, Yarowia, Streptosporangium y Erwinia capaces de solubilizar
fésforo mineral y organico, mediante la produccién de fosfatasa y dcidos organicos
(oxalico, citrico, butirico, malénico, lactico, succinico, mélico, glucénico, acético,

glicénico, fumarico, adipico, indolacético y 2-cetogluconico) (Paredes 2010).

Basha, citado por Paredes, (2010), indica que, el conocimiento sobre los
microorganismos solubilizadores de fosfato (MSP) ha aumentado significativamente.
Entre los MSP se encuentran bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR

(plant growth promotion rhizobacteria), las cuales son de vida libre en el suelo y
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tienen la capacidad de adaptarse, colonizar y persistir en a rizésfera de la planta,

favoreciendo su crecimiento, desarrollo y produccion.

Estudios realizados por Rodas (2006), muestran que ciertas especies de los
géneros Rhizobium, Pseudomonas 'y Bacillus presentan mayor actividad
solubilizadora de fésforo, pero aunque muchas de estas se encuentran presentes en el
suelo, su nimero no es suficiente para competir con la gran variedad de bacterias que
se encuentran ya establecidas en diferentes rizdsferas, es por ello que para obtener
una alta solubilizacién de P, es necesario inocularlas en una alta concentracion

bacteriana.

Se ha sefialado que la inoculacién de Pseudomonas en cultivos de gramineas
ejerce efectos positivos en las plantas, ademas se ha identificado la produccion y
segregacion de reguladores del crecimiento de plantas como auxinas, giberelinas y
citoquininas, mejorando procesos como germinacion de semillas, nutricién mineral y

desarrollo de raices (Rodas, 2006; Santillana, 2006).

1.4.5. Género Pseudomonas.

1.4.5.1. Clasificacion Taxonomica

Taxon6micamente segin la novena edicion del Manual Bergey's de

Bacteriologia Sistematica (Holt ez al., 1994) Pseudomona pertenece a:

Dominio: Bacteria

Divisién: Proteobacterias

Clase: Gammaproteobacteria

Orden:  Pseudomonadales

Familia: Pseudomonadaceae

Especie: P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. stutzeri, P. luteola,

P. oryzihabitans, P.alcaligenes, P. mendocina, etc.
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1.4.5.2. Caracteristicas generales

Son bacilos Gram negativos, rectos o ligeramente curvados, poseen un
metabolismo oxidativo no fermentativo, son mdviles gracias a los flagelos polares, su
tamafo varia desde 0.5 a 0.8 um x 1.5 a 3.0 um, algunas especies producen
pigmentos fluorescentes como la piocianina (azul en medio alcalino y rojo en 4cido)
o la fluoresceina (pigmento amarillo), otras sintetizan una cdpsula de
exopolisacaridos que facilita la adhesién celular, la formacién de biopeliculas, es

comun la presencia de pldsmidos y no forman esporas (Prescott et al., 2004).

Son saprofitos de vida libre en el suelo o agua, capaces de utilizar una gran
variedad de compuestos organicos como sustrato para crecer. A nivel de laboratorio
crecen bien en medios con poca materia orgdnica y pH neutro, a temperaturas que
oscilan entre los 10° C y 42° C pero su temperatura 6ptima es de 25° C a 30° C. Uno
de los medios mas usados para el cultivo de Pseudomonas en el laboratorio es el

medio de King B (Herndndez et al, 2003).

Algunas especies pueden metabolizar ambos monosacaridos de la sacarosa,
mientras otras solo asimilan la glucosa y acumulan la fructosa en forma de
polisacdrido (Pierre, 2008). Las especies de Pseudomonas son tipicamente oxidasa
positivas, hemoliticas (en agar sangre), prueba del indol, rojo de metileno y Voges
Proskauer negativas, son aerobias, aunque en ciertos casos usan el nitrato como
aceptor de electrones alternativo en condiciones anaerobias, esta propiedad es
encontrada en especies como P. auriginosa, P stutzeri, y en algunas especies de P

fluorescens (Prescott et al., 2004).

Su importancia radica en la capacidad que tienen para producir un efecto
benéfico sobre las plantas, ya sea como promotores del crecimiento vegetal (PGPR)
o como agentes de control biolégico (BCA) (Bashan et al., 2007). Otra caracteristica
importante de este género es que existen algunas especies capaces de degradar una
gran variedad de compuestos orgédnicos entre los que estdn algunos pesticidas,
ademds de una gran variedad de compuestos halogenados e hidrocarburos derivados

del petréleo (Altamirano & Pozzo, 2000).
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1.4.5.3. Asociacion Pseudomona sp. — planta

Pseudomona sp. puede estar presente en la superficie de la semilla, raiz e incluso
las hojas de la planta, la cual le proporciona a la bacteria los nutrientes necesarios
para llevar a cabo sus funciones metabdlicas, mientras esta ejerce un efecto benéfico
a través de la sintesis tanto de antibidticos y fungicidas que protegen a la planta de
agentes patégenos, como de fitohormonas y vitaminas, que estimulan la germinacién
de semillas y emergencia de plantulas, inhibicién de la sintesis de etileno,
solubilizacion de fésforo (P) inorgdnico y desarrollo de raices (Rosas et al., 2009;

Fgaier & Eberl, 2010).

Se adapta facilmente al suelo para sobrevivir y colonizar el sistema radicular,
formando microcolonias o biofilms discontinuos entre los surcos de las células de la
epidermis, este mecanismo se inicia con el movimiento del flagelo, el cual se
presume es influenciado a nivel genético por los exudados radicales como iones,
oxigeno libre, agua, enzimas, aminoéacido, mucilageno, compuestos fendlicos, entre

otros (Bais et al., 2000).

1.4.5.4. Mecanismos de accion de Pseudomonas sp. en la solubilizacion de fésforo

y el crecimiento vegetal

El proceso de solubilizacion de fosforo es realizado ya sea por medio de la
produccion de acidos organicos como: dcido acético, citrico, oxélico, gluconico o
succinico que al tener carga negativa forman complejos metdlicos, liberando los
aniones fosfatos en la solucién del suelo. O por medio de las fosfatasas que actiian
sobre las uniones €steres liberando los grupos fosfatos de la materia organica al suelo

(Cepeda, 2008).

Ademds su capacidad metabdlica facilita el desarrollo de biopesticidas y
promotores de crecimiento como: auxinas que inducen a la iniciacién de las raices y
de los pelos absorbentes, giberelinas que actidan promoviendo el alargamiento de las
células que componen la raiz y citoquininas que activan la division celular y retardan

la senescencia radicular (Gonzélez, 2008). En un experimento sobre capacidad
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antagénica, con cepas de P.aeruginosa P. putida y P. fluorescens, se descubrié que
pueden producir 4cido indolacético (AIA) cuando el triptéfano estd presente en el

medio de cultivo (Rosas et al., 2009).

1.5. Sistema de hipdtesis

Hi: Las bacterias aisladas de las muestras de rizosfera del cultivo de maiz

pertenecen al género Pseudomonas.

H2: Las bacterias Pseudomonas aisladas de las muestras de rizosfera del cultivo

de maiz son capaces de solubilizar fosforo insoluble.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1.  Participantes
2.1.1. Instituciones

Las instituciones auspiciantes y participantes de esta investigaciéon son el
Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en la
Estaciéon Experimental Santa Catalina y la Secretaria Nacional de Educacién

Superior Ciencia, Tecnologia e investigacién (SENESCYT-PIC-12-INIAP-008).

2.1.2. Responsable del proyecto

Ana Katherine Pincay Verdezoto.

2.1.3. Colaboradores cientificos

Ing. MSc. Carlos Yénez. Responsable del Programa de Maiz del INIAP.

Ing. Carlos Sangoquiza. Técnico del Programa de Maiz del INIAP

Ing. Eduardo Morillo Ph.D. Responsable del Departamento de Biotecnologia
del INIAP.

Ing. Jessica Duchicela, Ph.D. Directora de tesis.

Ing. Marco Taipe Codirector de tesis.

2.2, Zona de estudio

El proyecto de investigacion se realiz6 en los ensayos del INIAP — Programa de
Maiz y en los lugares no cultivados cercanos a dichos ensayos, de las provincias
Imbabura, Bolivar, Chimborazo, Pichincha (Tabla 2.1) y la fase de laboratorio e
invernadero en la Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) del INIAP, la cual
estd localizada en la provincia de Pichincha, cantén Mejia, parroquia Uyumbicho, a

3058 msnm, 00°22°00°° de latitud sur y 79°32°00”° de longitud occidental.!

! Datos proporcionados por la Estacién Meteorolégica Izobamba, perteneciente al Instituto Nacional
de Meteorologia (INAMHI), 20012
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Tabla 2. 1: Localizacion, situacion geografica, climdtica y caracteristicas generales de las
localidades de muestreo.

LOCALIDAD1 LOCALIDAD2 LOCALIDAD3 LOCALIDAD4
Provincia Imbabura Pichicha Bolivar Chimborazo
Canton Cotacachi Quito Guaranda Riobamba
Parroquia El Sagrario Amaguaiia Laguacoto III Quimiag
Sitio Hacienda Seccién Oriental-  Universidad de Guntuz
Altitud @ 2422 msnm 2756 msnm 2360 msnm 2900msnm
Latitud ©V 0°19°08” N 0°22709°"S 01°36752°"S 1°40741.5” S
Longitud @ 78°15°35” W 78°31°06"W 78°59°54"°W 78°34724.3"W
Temperatura 14.4°C® 17 °C® 14°C® 14°C @
Precipitacion 980 mm 1120 mm @ 1162.4 mm @ 1500 mm ©®
Extension 2500 m? 3000 m? 2000 m? 5000 m?
Taxonomia del Mollisol® Andisol’ Mollisol® Mollisol®
suelo- orden
Cultivo Avena Maiz Trigo Papa
Variedad INTAP-111 INIAP-101 INIAP-122 INIAP-102
Edad 3meses Imes 3meses 1 mes
Fecha de 27-n0v-2013  25-n0v-2013 09- dic-2013 13-n0v-2013
muestreo

El manejo agrondmico de los terrenos en estudio es muy similar en todas estas

localidades,

se realizan labores de labranza antes

de la siembra,

S€ usan

agroquimicos, para la fertilizacion, el control de plagas y enfermedades (Tabla 2.2).

@Datos de campo tomados con GPS por el Departamento de Maiz del INIAP
©® Datos tomados por la Estacién Meteorolégica Cotacachi del INAMHI.

* Datos tomados por la Estacién Meteorolégica Izobamba del INAMHI

©® Datos tomados por la Estacién Meteorolégica de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del
Ambiente de la Universidad Estatal de Bolivar.

® Mapa general de Suelos del Ecuador Mejia 1986
 Departamento de Suelos y Agua Informe anual 2005
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Tabla 2. 2: Manejo agronémico de las localidades en estudio.

Producto Dosis por Epocas de aplicacion

Si se dispone de _10—30—10 se recomienda aplicar

% 10-30-10 135 kg A la siembra
% E Urea 145 kg A la siembra y 45 dias después
;—E \E Si se dispone de 18-46-0 se recomienda aplicar
3¢ 18-46-0 90kg  Alasiembra
Urea 140kg A lasiembray 45 dias después
Atrazina / (Gesaprim, = Atranex 2 kilos Preemergencia o posemergencia
@ Atrapac)
E Linuron + alaclor / (Linuron, 1.5 kilos Preemereencia absoluta
2 Linurex +Alanex, Alapac,Nudox) + 2 litros &
%]
T 2,4-D amina 720g/1 (Aminapac, Posemergencia (aplicaciones a partir de

Aminamont). 2 litros 45 cm de altura del cultivo)

Fuente: Dpto. Manejo de Suelos y Aguas y Programa de Maiz del INIAP-EESC.

2.3. Periodo de investigacion

La presente investigacion se desarrollé en un periodo de 13 meses, desde Agosto

del 2013 hasta Septiembre del 2014.

2.4. Diseiio estadistico
La investigacion se llevo a cabo en dos fases:
e Fase I: Laboratorio.

e Fase III: Invernadero

FASE 1: Laboratorio

Muestreo

En esta fase se estudiaron muestras de suelo provenientes de areas agricolas y
suelos de areas no cultivadas (remanentes naturales) en las cuatro localidades en
estudio, las caracteristicas del area de estudio se encuentran en la Tabla 2.1. Se
utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), para comparar el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) y el porcentaje de bacterias solubilizadoras

de fésforo (BSP) presentes en los sitios de muestreo.
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Aislamiento y caracterizacion de Pseudomonas sp.

Las cepas aisladas de los sitios en estudio fueron nombradas con cédigos segun
su procedencia (Tabla 2.3). Para la identificacién microbiolégica se aplicaron
pruebas de galeria corta como: oxidasa, peroxidasa, citrato, ureasa, TSI, hidrélisis de
la gelatina, glucosa nitrato agar y pruebas API 20E, para dar a conocer el
metabolismo de las cepas bacterianas y compararlas con el metabolismo del género
Pseudomonas reportado en la bibliografia. En la identificacion molecular la
secuencia obtenida fue comparada con las secuencias presentes en la base de datos
del programa en web BLAST (Basic Local Aligenment Search Tool). La prueba de
solubilidad de fésforo in vitro fue evaluada midiendo los halos de solubilidad (Meera

& Balabaskar, 2012).

Tabla 2. 3: Cédigos y procedencia de las cepas de Pseudomonas sp. empleadas en la

investigacion.

Cadigo Procedencia de la cepa Localidad
cal Cepa aislada de suelo agricola Hacienda Tunibamba
cnl Cepa aislada de suelo no cultivado
caP Cepa aislada de suelo agricola Seccién Oriental- INIAP
cnP Cepa aislada de suelo no cultivado
caB Cepa aislada de suelo agricola Universidad de Bolivar
cnB Cepa aislada de suelo no cultivado
caC Cepa aislada de suelo agricola Guntuz

cnC Cepa aislada de suelo no cultivado

c: cepa
: suelo agricola; n: suelo no cultivado
I: Imbabura; P: Pichincha B: Bolivar; C: Chimborazo

Y]

FASE II: Invernadero

Evaluacion de de las cepas bacterianas en condiciones de invernadero.

Para la evaluacion de las cepas bacterianas en condiciones de invernadero se
utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA), con 24 tratamientos y dos testigos,
los tratamientos correspondieron a las 24 cepas bacterianas aisladas (Tabla 2.4) més

dos testigos (sin inocular), uno con las mismas condiciones de sustrato y fertilizacién
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de los tratamientos y otro con fertilizacion fosfatada, las repeticiones consistieron en

5 plantas de maiz por tratamiento.

Tabla 2. 4: Tratamientos para el ensayo en invernadero.

Tratamiento Cadigo Descripcién
Tl cal2 Cepa 1 de suelo agricola de Imbabura
T2 cal3 Cepa 2 de suelo agricola de Imbabura
T3 cal6 Cepa 3 de suelo agricola de Imbabura
T4 cnll Cepa 1 de suelo en estado natural de Imbabura
TS cnl3 Cepa 2 de suelo en estado natural de Imbabura
T6 cnl5 Cepa 3 de suelo en estado natural de Imbabura
T7 caPl1 Cepa 1 de suelo agricola de Pichincha
T8 caP2 Cepa 1 de suelo agricola de Pichincha
T9 caP3 Cepa 1 de suelo agricola de Pichincha
T10 cnPl Cepa 1 de suelo en estado natural de Pichincha
T11 cnP2 Cepa 1 de suelo en estado natural de Pichincha
T12 cnP3 Cepa 1 de suelo en estado natural de Pichincha
T13 caB1 Cepa 1 de suelo agricola de Bolivar
T14 caB4 Cepa 2 de suelo agricola de Bolivar
T15 caB5 Cepa 3 de suelo agricola de Bolivar
T16 cnBl1 Cepa 1 de suelo en estado natural de Bolivar
T17 cnB2 Cepa 2 de suelo en estado natural de Bolivar
T18 cnB5 Cepa 3 de suelo en estado natural de Bolivar
T19 caCl Cepa 1 de suelo agricola de Chimborazo
T20 caC2 Cepa 2 de suelo agricola de Chimborazo
T21 caC4 Cepa 3 de suelo agricola de Chimborazo
T22 cnCl1 Cepa 1 de suelo en estado natural de Chimborazo
T23 cnC2 Cepa 2 de suelo en estado natural de Chimborazo
T24 cnC3 Cepa 3 de suelo en estado natural de Chimborazo
Testigo fertilizado T Sin cepa bacteriana mas fertilizacion fosfatada
Testigo absoluto To Sin cepa bacteriana sin fertilizacién
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2.5. Procedimiento

2.5.1. FASE I: Laboratorio

2.5.1.1. Muestreo

El muestreo se realiz6 en los ensayos experimentales del Programa de Maiz del
Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias ubicados en las
provincias de Imbabura, Bolivar, Chimborazo y Pichincha; y en sitios cercanos a
cada localidad que no tengan manejo agricola. Se recogié aproximadamente 3 kg de

suelo a una profundidad de 15 cm.

En las localidades agricolas se tomaron muestras compuestas de suelo
rizosférico del cultivo de maiz. El muestreo se realizé en forma de zig-zag en diez

puntos del terreno de cada localidad, con la ayuda de un barreno (INIAP, 2007).

En los lugares no cultivados se removié la basura y la vegetacion de la
superficie (kikuyo), se tomaron tres submuestras en puntos al azar de cada localidad

(Duchicela, et al. 2013).

Todas las herramientas de muestreo se esterilizaron con etanol al 70 %. Las
muestras fueron colocadas en fundas Ziploc estériles, etiquetadas y almacenadas en
un cooler a 4°C para su transporte hasta el laboratorio de la planta piloto del

programa maiz de la EESC (Guzman et al. 2012).

Se envi6 una submuestra de 1 Kg de suelo al Departamento de Manejo de Suelos
y Aguas (DMSA) de la Estacion Experimental Santa Catalina para realizar un
andlisis de nutrientes, pH y materia organica. La submuestra restante se utilizé para

el presente estudio.
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2.5.1.2. Procesamiento de muestras para el aislamiento de Pseudomonas sp.

Se pesaron 20 g de suelo de cada sitio y se colocaron en 180 ml de solucién
salina estéril al 0.85% de NaCl, esta dilucién fue agitada a 120 rpm por 15 minutos,
posteriormente se realizaron diluciones hasta 10 en tubos de ensayo con 9 ml de
agua destilada estéril, de los cuales con espatula de Digralski se sembré 100 ul de
solucién en agar King B (KB) (Anexo A.l1). Las cajas petri fueron selladas,
etiquetadas e incubadas a 30°C por un periodo de 24 horas para el conteo de UFC y
por 48 horas para el aislamiento y purificacion de Pseudomonas sp (Echeverria,

2012).

2.5.1.2.1. Conteo de Unidades formadoras de colonias (UFC)

presentes en el suelo.

Se sembrd, por el método de extensién en placa, las diluciones 10, 107, 10 por
triplicado en agar KB; se incubaron a 30°C por 24 horas se utiliz6 la siguiente

ecuacion para la determinacién de UFC (Fernandez et al., 2006).

UFC N P

%
Isuelo Vino’culo *D xFH

Dénde:

UFC/g suelo: Unidades Formadoras de Colonias por gramo de suelo rizosferico.
N: nimero promedio de colonias obtenidas para una dilucién dada

D: Dilucién

P: peso de la muestra hiimeda

FH: factor de correccién de humedad (1-(%humedad/100)).

2.5.1.2.2. Porcentaje de bacterias solubilizadoras de fésforo

presentes en el suelo

Por el método de extensién en placa, se sembré las diluciones 10, 10, 10 por
triplicado en agar Pikovskaya (Pvk) (Anexo A.3), se incubaron a 30°C por siete dias,

se contd el nimero de colonias que presentaron un halo transparente alrededor de la
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misma y se dividi6 para el nimero total de colonias presentes en la caja petri (Abreu

& Ferreira, 2010).

2.5.1.3. Aislamiento y purificacion de Pseudomonas sp.

Luego de 48 horas de incubacidn, se observaron con luz UV y se seleccionaron
las colonias que emitian fluorescencia, las cuales fueron sembradas por agotamiento
en estria en un nuevo medio e incubadas a la misma temperatura (Meera &

Balabaskar, 2012).

Se realizaron tres aislamientos sucesivos de cada cepa para asegurar su pureza,
posteriormente con un asa estéril se selecciond una colonia de cada aislamiento, la
cual fue sembrada en 3 tubos pico de flauta con agar nutritivo (Anexo A.2) e
incubadas a 30°C por 24 horas para su posterior almacenamiento a 4°C (Meera &

Balabaskar, 2012).

2.5.1.4. Caracterizacion morfologica de Pseudomonas sp.

Para la descripcion morfoldgica de colonias, cada aislado bacteriano se sembrd
en cajas Petri con agar nutritivo, las mismas que se incubaron a 30°C por 48h. Se
describi6 a las colonias formadas y apreciables a simple vista en base a los criterios
morfolégicos descritos por Prescott et al. (2004), los pardmetros y los

procedimientos fueron los siguientes:

e Tamaifo: Se determind como colonias: pequefias < 1 mm, medianas de 1-4
mm y grandes >4mm.

e Forma: Se atribuy6 a cada colonia como: puntiforme, circular, filamentosa,
irregular, rizoide y fusiforme o alargada (Figura 2.1).

¢ Elevacion: Se observo si la colonia era: plana, elevada, convexa, pulvinada y
umbonada segtin la Figura 2.1.

e Margen o Borde: La Figura 2.1 indica que el borde de las colonias puede ser:

entero, ondulado, lobulado, erosionado, filamentoso 6 rizado.
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o Superficie: Se aprecié si la colonia era: lisa brillante, lisa mate, Irregular
brillante, irregular mate, filamentoso brillante 6 filamentoso mate.

¢ Consistencia: Con un asa de platino estéril se tomé una porcién de colonia y
se determind si su consistencia era: dura (colonias quebradizas), cremosa
(facilmente pasa el asa) 6 viscosas (forma filamentos o mucosidades al

tomarlas con el asa).

e Color: Se designo el color segtin el criterio del observador.

- % @ W P i =

Puntiforme rcular  Filamentosa Irreguiar Rizoide Fusiforme

—_— e A A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

YT TRY Y -3

Entero  Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Elevacion

Figura 2. 1: Criterios morfolégicos para describir colonias bacterianas segin su: forma,
elevacion y borde. Fuente: Prescott, et al., (2004).

2.5.1.5. Caracterizacion bioquimica de Pseudomonas sp.

Se sembraron las cepas en estudio en agar nutritivo a 30°C por 48 horas la
identificacion a nivel de género se realiz6 mediante el método bioquimico
convencional aplicando pruebas como: tincién Gram, catalasa, oxidasa, TSI, citrato,
hidrolisis de la gelatina, nitrato, ureasa, prueba de motilidad, cuyo procedimiento

empleado se describe a continuacion:

e Tincion Gram: Se tom6 la muestra bacteriana con ayuda de un asa estéril y
se realizé un frotis espiral en un portaobjetos, seguido se fij6 la muestra al

fuego y se tifi¢ siguiendo el procedimiento de Prescott, et al., (2004).

e Prueba de peroxidasa: Se colocé la colonia en un portaobjetos y sobre esta

se agregd una gota de una soluciéon de peréxido de hidrégeno al 3%, para
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inmediatamente observar la reaccién positiva (formacién de burbujas) o

negativa (sin cambio alguno) (Jean & Faddin, 2003).

Prueba de oxidasa: Se usaron discos Taxo N de 6 mm con 6% de
monoclorhidrato de paminodimetilanilina, a los cuales se les froté la colonia
en estudio y se observd la reaccién positiva (cambio de color a morado) o

negativa (sin cambio alguno) (Jean & Faddin, 2003).

Prueba TSI (Triple Sugar Iron): Se preparé medio TSI en tubos con pico
de flauta, posteriormente con el asa estéril se tomé una colonia bacteriana y
se realiz6 una picadura profunda, luego se estri6 en la superficie y se incubd
por 24, 48 y 72 horas a 30°C. Transcurrido el tiempo se observo la reaccién

(Jean & Faddin, 2003).

Prueba de Citrato: Se prepard tubos con agar Citrato Simmons, solidificado
en forma de pico de flauta. Con el asa se tomé una colonia bacteriana y se
hizo una puncién en el medio, posteriormente se estrid en la superficie y se
incubaron los tubos a 30°C por 24, 48 y 72 horas. Transcurrido el tiempo se
observé la reaccidn positiva con el cambio de color a azul (produccién de

citrato permeasa) o negativa sin cambio alguno (Jean & Faddin, 2003).

Hidroélisis de la gelatina: Se prepar6 un medio con gelatina en tubos,
posteriormente se inoculd, se incub6 por 24, 48 y 72 horas y se compard con

un tubo sin inocular (Jean & Faddin, 2003).

Prueba de ureasa: Se preparé tubos con agar Urea base, solidificado en
forma de pico de flauta. Con un asa estéril se tomo la colonia bacteriana y se
estrié en la superficie del medio, se incubaron los tubos a 30°C por 24, 48 y
72 horas. Transcurrido el tiempo se observo la reacciéon (Jean & Faddin,

2003).
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e Glucosa Nitarto Agar: Se prepar6 tubos con agar Glucosa Nitrato, se
inoculé la colonia por puncién con asa recta, posteriormente se incubé a 30°C
por 24, 48 y 72 horas, se evaludé oxidacion, fermentacién, movilidad y

reduccion de nitratos. (Britanialab) (Jean & Faddin, 2003).

La confirmacion del género y definicion de las especies se realiz6 mediante el
sistema comercial API20E (BioMerieux, St Louis, MO, USA), siguiendo las

instrucciones de la casa fabricante.

2.5.1.6. Caracterizacion molecular de las cepas de Pseudomonas sp.

Se prepar6 una suspension bacteriana en 10 ml de caldo nutritivo, de las 24 cepas
en estudio mas dos controles negativos identificados con métodos moleculares por

Carrera (2012) como B.subtilis. Se incubaron por 24h a temperatura ambiente a 120

rpm.

Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN se realizd empleando el protocolo de “Extraccion de
ADN de bacterias y Hongos” modificado por Francisco Jarrin del Centro

Internacional de la PAPA (Weising, et al, 1995), el cual se detalla a continuacion:

Se coloc6 1 ml del cultivo a tubos eppendorf estériles para luego centrifugar a
13000 rpm por 5 min, se elimino el sobrenadante, se coloco una pequefia cantidad de
arena de cuarzo y 0.5 mL de tampdn de extracciéon (Anexo B.1) y con ayuda de un
pistilo estéril se pulveriz6 la biomasa por un periodo de 4 minutos. Se colocé los
tubos en hielo, posteriormente, se afiadio 300pL de cloroformo: isoamilalcohol (CIA)
24:1 y se mezcld invirtiendo los tubos para homogenizar el tampén y el solvente. Se
incubaron las muestras a 55°C por 30 minutos, luego se dejaron a temperatura
ambiente por 5 minutos y se centrifugaron por 10 minutos a 13000 rpm. El
sobrenadante se transfirié a un microtubo nuevo, limpio y estéril evitando topar la

interface, se anadié de 1 a 1.5 volumenes de isopropanol y se colocé a -20°C por 1
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hora, para que precipiten los dcidos nucléicos. Se centrifugé los microtubos por 3
minutos a 13000 rpm y se descarté el sobrenadante, se lavé el pellet dos veces con
100 pL de etanol frio al 70%, se descart6 y evapor6 todo el etanol. Posteriormente, se
re suspendié el ADN en 50 pL de tampén TE (Anexo B.2) y se guard6 a -20°C
(Morillo & Miiio, 2009).

Cuantificacion del ADN

La cuantificacién se realiz6 mediante espectrofotometria con el EPOCH™
(BioTek, USA), este equipo detecta la radicacion emitida por las bases nitrogenadas
presentes en el ADN en absorbancia de 260 nm y 280 nm (Rocha, 2002). El andlisis
de datos se realizo a través del software de datos Gen5 (BioTek® Instruments, Inc.,
2012), el cual nos muestra una tabla en Excel con las concentraciones de ADN. A
continuacién se diluyd las muestras hasta una concentracion de ADN a 10 ng/ul

(Morillo & Mifio, 2009).

Amplificacion del 16Sr:

Para la amplificacién de la secuencia 16Sr se probaron distintas combinaciones
de primers especificos para esta region de ADN. Los primers utilizados fueron
basados en el estudio realizado por Wang y Quian (2009) y se detallan en la Tabla
2.5.

Para realizar la reacciéon de amplificacion se utilizé 4ul de ADN [1.6 ng/ul],
2.5ul de Buffer PCR 1X, 0.75ul de MgClz [1.5mM], 0.5ul de dANTP's [0.2 mM],
0.5ul de cada primer [0.2uM], 0.4 de Taq polimerasa [1.6ng/ul], en un volumen de

25ul que fue ajustado con agua ultrapura.

Adicionalmente se incluyd un control negativo, el cual contenia todos los
componentes de la PCR antes mencionados excepto el ADN; que fue remplazado

con 4ul de agua ultrapura, para constatar que no existe contaminacion en la reaccion.
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El programa de amplificacién consistié en una denaturacion inicial de 5 minutos
a 95°C, 30 ciclos de: 1 minuto a 94°C (denaturacion); 45 segundos a 54°C
(hibridacién); y 1 minuto a 70°C (extension), seguidos por una extension final de 8
minutos a 70°C y un enfriamiento de 5 minutos a 4°C (Benitez et all, 2007). La PCR

se realizé en un termociclador PTC-200 (Roche Molecular Systems, Inc. F, USA).

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 2% (p/v). Para la carga de las muestras se mezclaron 4ul de
producto PCR con 2ul de Blui Juice 1X marca Invitrogen, el marcador de peso
utilizado fuerackIt™ 100 bp DNA Ladder marca Invitrogen No. Cat. 10488-058. La
corrida electroforética se realiz6 en buffer TAE 1X (Anexo B.3) a un voltaje
constante de 100V durante 40 minutos, posteriormente se realizo la tincion de los
mismos en una solucién de bromuro de etidio (15ppm) por 30 minutos en agitacion
continua en oscuridad. Los geles se observaron en el fotodocumentador marca

Dolphin - View (Wealtec, USA) (Morillo E. y G.Miiio, 2011).

Tabla 2. 5: Combinacién de primers para la amplificacién de la secuencia 16Sr.

Primer Secuencia® Pb Tamafio del

Combinacion # 1

27F 5'- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3' 20 1498
1525R 5'- AAGGAGGTGWTCCARCC -3° 17
Combinacion # 2
E338F 5'- ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT -3' 21 631
E969R 5'- TTACCAGGTCTTGACA -3' 16
Combinacion # 3
U341F 5'- CCTACGGGRSGCAGCAG -3' 17 712
U1053R 5'- CTGGTGTCGTGAGATG -3' 16

*Primers degenerados (nucleétidos que son dos o mas bases) M=A,T; R=A,G; S=C,G.

De las combinaciones presentadas en la Tabla 2.5 se escogio la combinacién
27F; 1525R para secuenciar en MACROGEN Inc. y E338F; E969R para secuenciar
en el laboratorio de biotecnologia del INIAP- EESC.
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Purificacién

Por muestra de ADN se hicieron cuarto reacciones de amplificacion, las cepas
cnB2, cnl3, y cnPl1 fueron amplificadas con la combinacién de primers E338F;

E969R, mientras el resto de cepas fueron amplificadas con los primers 27F; 1525R.

Se utiliz6é 50ul de producto PCR, el cual fue purificado con el kit PureLink®
PCR Purification marca Invitrogen (No. Cat. K3100-001), siguiendo el

procedimiento modificado de la casa comercial, el cual se detalla a continuacion:

1. Anadir 200ul de tampén de unién B3 con isopropanol en 50 pl de producto
PCR. Mezclar bien.

2. Pipetear la muestra en una columna de centrifugaciéon PureLink® en un tubo
de recogida. Centrifugar la columna a 10000 rpm. Desechar el sobrenadante.

3. Insertar la columna en el tubo colector y afiadir 500 ul de tampén de lavado
(W1) con etanol. Centrifugar a 10000 rpm. Desechar el sobrenadante y
colocar la columna en el mismo tubo de recogida. Centrifugar la columna a la
velocidad mdxima durante 2-3 minutos.

4. Colocar la columna en un tubo de elucién limpio 1.7 ml (suministrado con el
kit).

5. Aifadir 15 pl de tampon de elucion al centro de la columna. Incubar la
columna a temperatura ambiente durante 5 minutos. Centrifugar la columna a
la velocidad méxima durante 2 minutos.

6. Repetir el paso 5. El tubo de elucién contiene el producto de PCR purificado.
Almacenar el ADN purificado a 4 ° C para su uso inmediato o a -20 ° C para

almacenamiento a largo plazo.

Secuenciacion del ADNr 16Sr

Las muestras del 16Sr fueron enviadas al laboratorio MACROGEN Inc. (Seoul,
Korea), para su secuenciacioén con el primer 27F. Aquellas que no presentaron una

buena lectura fueron secuenciadas en el laboratorio de biotecnologia del INIAP, para
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lo cual se utilizaron los productos amplificados con los primers E338F; E969R, se
purificaron y realiz6 la reaccién de secuencia en el secuenciador ABI-PRISM 310

(Applied Biosystems, USA).
Para realizar la reaccién de secuenciacion se utilizé el siguiente mix por primer
2ul de ADN [4 ng/ul], 1ul de Buffer Seq 0.5X, 2ul Master Mix 0.5X, 3.2ul de

primer E338F o0 E969R, en un volumen de 10ul que fue ajustado con agua ultrapura.

Analisis de secuencias.

Debido a que solo se secuenci6 la cadena forward, se procedié a comparar el
cromatograma dado por MACROGEN con la secuencia obtenida con el primer 27F,
para posteriormente ingresar estas secuencias al programa BLAST disponible en:

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, el cual realizé alineamientos mostrando porcentajes

de cobertura, e identidad.

Al contar con el género y especie de cada muestra, se verific que los resultados

de las pruebas morfoldgicas y bioquimicas correspondan a los géneros identificados.

2.5.1.7. Evaluacion de la Solubilizacion de fosfatos in vitro

Se prepar6 una suspension bacteriana de cada cepa identificada como
Pseudomonas sp., para lo cual fueron sembradas en frascos de vidrio con 30 ml caldo
nutritivo (Anexo A.4), este indculo se incub6 a temperatura ambiente por 24 horas y
a 100rpm. Posteriormente se medié la concentracién bacteriana con un
espectrofotémetro Thermo Sientific (Thermo Fisher Scientific, USA) y se ajustd con
agua destilada estéril a una concentracién uniforme de 1x10® aproximadamente, de
este indculo se tomaron 2 ul y se sembro por triplicado en agar Pvk con purpura de
bromocresol como indicador de pH, se incubaron a 30°C por un periodo de 14 dias y
se medio el didmetro de los halos de solubilidad a los 3, 5, 7 y 14 dias (Niklitschek,
2008).
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Para la determinacién del indice de solubilizacién (IS) se aplicé la siguiente
formula (Niklitschek, 2008):

_ Dc(mm) + Dh(mm)

IS
Dc (mm)

Donde:
IS: indice de solubilidad
Dc: diametro de la colonia

Dh: didmetro del halo

2.5.1.8. Conservacion de las cepas de Pseudomonas sp.

Se conservaron las cepas aisladas de dos maneras:
1.- Se sembraron las cepas solubilizadoras de f6ésforo en tubos pico de flauta con agar
nutritivo y se incubaron por 24 horas a 30°C, posteriormente se recogieron las
colonias con caldo nutritivo y glicerol (1:1) estéril, y se distribuyé en tubos

eppendorf estériles, los cuales fueron congelados a 0°C.

2.- Al finalizar la investigacién se preparé un inéculo en 20 ml de caldo nutritivo de
las mejores cepas tanto del ensayo de laboratorio como el de invernadero, se
incubaron por 24 horas a 120 rpm, se centrifugaron a 13000 rpm por 5 minutos, se

elimind el sobrenadante y se liofilizaron.

2.5.2. FASE II: Invernadero

2.5.2.1. Anadlisis quimico del sustrato

El sustrato utilizado fue una mezcla de turba y suelo (1:3), el cual fue
esterilizado a 120°C y 1 atm de presién por 70 min, por dos dias consecutivos
(Marques, et al, 2010). Se realiz6 un andlisis de nutrientes tanto iniciales como
finales, al comenzar el ensayo se envié una muestra de este suelo estéril al DMSA
para el respectivo andlisis (Tabla 2.6), con ello se procedi6 a realizar la fertilizacion

afladiendo 0.3g de Urea, 0.2g de Muriato de potasio y 0.11g de Sulpomag por kg de
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suelo. Para el testigo fertilizado se realiz6 la misma fertilizacién y adicionalmente se

agregd 0.22¢g de super fosfato triple (SFT) por kg de suelo (Parra, 2014).
El fertilizante sulpomag utilizado tiene la siguiente composicién

22%K20-18%Mg0O-22%S, y el 0-0-60 (muriato de potasio) contiene 60% de (K20)
(Parra, 2014).

Tabla 2. 6: Andlisis del sustrato estéril para el ensayo de invernadero.

Elemento Unidad?® Concentracion’
N Ppm 102.00 A

P ppm 58.00 A

S ppm 35.00 A

K meq/100 ml 0.10 B

Ca meq/100 ml 12.30 A
Mg meq/100 ml 1.60 M
Zn ppm 3.00 M
Cu ppm 5.90 A

Fe ppm 197.00 A
Mn ppm 77.10 A

B ppm 0.60 B
MO % 10.80 A

pH: 5.87

2.5.2.2. Preparacion del inoculo

Se prepar6 150 ml de inoculo en caldo nutritivo, por cada cepa, se incubaron a
temperatura ambiente a 120 rpm, por 48 horas, posteriormente se midié la
concentracion bacteriana con ayuda de un espectrofotometro Termo Sientific
Genesys™ 20 (Thermo Fisher Scientific, USA) y se ajusté con agua destilada estéril

a una concentracién de 103 UFC (Meera y Balabaskar, 2012).

8Unidades de concentracién, ppm = Partes por millén, meq/100 ml suelo = miliequivalentes
por 100 mililitros de suelo.

“Interpretacién de concentracién, A = Alto, M= Medio, B = Bajo.
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2.5.2.3. Siembra e inoculacion.

Desinfeccion y pre-germinacion de la semilla de maiz

Se utilizaron semillas de maiz, variedad INIAP-101, sin tratamiento quimico, las
cuales se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas en alcohol al 96% durante
un minuto, transcurrido el tiempo se desecho el alcohol y se afiadié una solucién de
hipoclorito de sodio con dcido clorhidrico (Anexo A.5) durante 1 minuto en
agitacion, posteriormente se desechd esta solucion y se realizé cuatro lavados con
agua destilada estéril para finalmente colocarlas en papel toalla humedecido e
incubarlas a 28°C por tres dias para promover la germinacidn, transcurrido este
tiempo se seleccionaron aquellas semillas con radicula de 2 a 2.5 cm de longitud

aproximadamente (Carrera, 2012).

Inoculacién y siembra

Las semillas pre-germinadas seleccionadas fueron sumergidas durante 45
minutos en el in6culo preparado anteriormente, en constante agitacion, luego de este
tiempo se procedié a sembrar una semilla por maceta a una profundidad de 2.5cm
aproximadamente. (Rubio 2003). El riego se realiz6 periddicamente con agua estéril,

segun su requerimiento y hasta alcanzar la capacidad de campo (Yénez et al. 2013).

Microensayo

A los 35 dias después de la siembra se realizd un pequefio ensayo con los
tratamientos cuyas plantas no germinaron o no se desarrollaron correctamente. Para
lo cual se desinfectaron 30 semillas de maiz INIAP — 101, se inocularon 5 semillas
con las cepas cnB3, cnB2, caB4 cnC3, caP3 (cepas problema) ademds se incluy6 un
testigo cuya germinaciéon y desarrollo en el ensayo de invernadero fue optimo

(caBl1), y un testigo sin inocular.
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La concentracién bacteriana usada para este microensayo fue de 10%, y las
semillas desinfectadas sin germinar fueron sumergidas por 45 minutos en los

respectivos indculos, posteriormente fueron sembradas en sustrato estéril.

2.5.2.4. Cosecha del experimento

Al finalizar las ocho semanas del ensayo, las plantas fueron retiradas de las
macetas separando el sustrato de las raices teniendo cuidado de no quebrarlas. Se
recogié el sustrato de cada tratamiento y se envié al DMSA para el andlisis de
nutrientes. Por otra parte fueron separados la raiz y el vastago de la planta, se midi6
la altura de planta, area foliar y peso fresco del vdstago, a su vez se lavaron las raices
eliminando los restos de sustrato y se midi6 la longitud de raiz, y peso fresco.
Finalmente se colocaron en una estufa BINDER Modelo ED 23 (Instrumentacién
Cientifica Técnica, S.L, Espaifia) a 50°C por 48 horas para secarlas (Cepeda 2008).
Los datos registrados se analizaron mediante el software estadistico

InfoStat/Estudiantil version 2.0.

2.6. Analisis de datos

Cada fase de la investigacion analiz6 sus variables de manera independiente; a
continuaciéon se reporta la fase y las variables con el tipo de anélisis de datos

empleado:

2.6.1. FASE I: Laboratorio

2.6.1.1. Muestreo

Los factores en estudio en esta fase son el suelo agricola y suelo no cultivado,
para lo cual se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA), ya que se quiere
comparar la abundancia de la poblacién bacteriana y el porcentaje de bacterias
solubilizadoras de fosforo. Para el andlisis estadistico se utiliz6 un ANOVA para
determinar variabilidad los dos tipos de suelo, adicionalmente, se considerd un

andlisis funcional con la prueba de Tukey al 5% como prueba de significancia.
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2.6.1.2. Caracterizacion de Pseudomonas sp.

Las variables observadas en esta fase son las pruebas bioquimicas, moleculares e
indice se solubilizacién de fosforo, realizadas a las 26 cepas bacterianas aisladas. En
la identificacion bioquimica se obtuvieron datos cualitativos indicando si las
muestras eran positivas (+) o negativas (-) para las pruebas, segin la reaccion

quimica o metabdlica que manifiesten (Gamazo et al., 2005).

Mientras que en la caracterizacién molecular las secuencias enviadas por
MACROGEN vy obtenidas en el ABY fueron alineadas con la base de datos del
GenBank empleando el programa Basic BLAST de acceso libre en el internet
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), el cual utiliza un algoritmo heuristico para realizar
los alineamientos. De los resultados obtenidos en este programa se tomaron los
valores de cobertura, méxima identidad y e-value, para determinar cudl fue el mejor

alineamiento.

2.6.2. FASE II: Invernadero

Las variables de esta fase poseen una relacion directa con el crecimiento de las
plantas de maiz, para evaluar el efecto de inoculacién con las 24 cepas bacterianas.
En el andlisis estadistico se utilizé un ANOVA para determinar variabilidad entre los
tratamientos y las repeticiones. Ademds, se realizd un anélisis funcional con la
prueba de Tukey al 5%, este permitié conocer los mejores tratamientos en funcion de
las variables involucradas en promover el crecimiento de las raices y parte aérea del

maiz. Las variables evaluadas fueron:

2.6.2.1. Altura de las plantas

Con la ayuda de un metro se tom¢ la altura de la planta a partir del nivel de la
tierra hasta la hoja con mds empinamiento de la planta, cada 15 dias a partir de la

siembra hasta finalizar las ocho semanas (Cepeda, 2008).
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2.6.2.2. Longitud de las raices

Para la longitud se midi6 desde la base del tallo hasta la parte apical de la raiz

mas larga con la ayuda de un metro (Cepeda, 2008).

2.6.2.3. Porcentaje de materia seca y humedad

Se peso6 la raiz y el véstago de la planta (fresco y seco) por separado en una
balanza analitica marca KERN ABS y se utiliz6 la siguiente férmula descrita por
Azofeifa y Moreira citado por Cepeda (2008) para el célculo de porcentaje de

materia seca.

) Peso seco
%Materia Seca = Peso himedo * 100

Ademas se medi6 el contenido hidrico relativo al peso seco de las plantas, a
través de la siguiente formula descrita por Azofeifa y Moreira citado por Cepeda

(2008).

Peso himedo — Peso seco

Peso hamedo

2.6.2.4.Area foliar

Se tomo una foto digital, se mediod la longitud de la hoja y se utilizo el software

libre para andlisis de imdgenes Image;.

2.6.2.4.1. Analisis foliar

Se colectaron submuestras de tejido foliar seco por tratamiento las cuales fueron
enviadas al DMSA para el andlisis del contenido de N-P-K-Ca-Mg absorbido por la

planta.

Con el porcentaje de fosforo se procedié a calcular la cantidad de P20s absorbido
por la planta, para lo cual se aplicé la siguiente férmula descrita por (Nicolalde &

Quintana, 2011):



P
PP =%

100*MS>I<2,29

Donde:

PP = Fésforo en g/planta de P20s
%P = Porcentaje de P

MS = Materia seca en g/planta

2.29 = Factor para convertir P a P20s

45
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CAPITULO III: RESULTADOS

Los resultados se presentan en dos fases
e Fase I: Laboratorio: Caracterizacion de las cepas bacterianas aisladas.
e Fase III: Invernadero: Evaluacién funcional en invernadero de las cepas

bacterianas.

3.1. FASE I Laboratorio
3.1.1. Procesamiento de muestras para el aislamiento de Pseudomonas sp

Los andlisis de nutrientes de las muestras de suelo provenientes de dareas
agricolas y de suelos no cultivados (remanentes naturales) en las cuatro localidades

en estudio se detallan en el Anexo D.2.

En este estudio se tomd en consideracion el contenido de nitrégeno, fosforo y
materia orgénica presente en los suelos de cada sitio de muestreo. Los mismos que se

detallan a continuacion.

Tabla 3. 1: Andlisis de Suelos del muestreo realizado en las provincias de Imbabura,
Pichincha, Bolivar y Chimborazo.

Provincia Procedencia N(pppm) P@Pppm) MO %
Imbabura Suelo agricola (a) 27 18 3.2
Suelo no cultivado (n) 52 9 9.8
Pichincha Suelo agricola (a) 51 40 2.1
Suelo no cultivado (n) 69 7,1 7.9
Bolivar Suelo agricola (a) 20 30 2.9
Suelo no cultivado (n) 61 14,1 11
Chimborazo Suelo agricola (a) 36 31 2.2

Suelo no cultivado (n) 38 5 6.5
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En los andlisis de nutrientes de las muestras de suelo recolectadas se evidencid
que existe un mayor porcentaje de materia organica (M.0O.) y nitrégeno en los suelos
no cultivados con respecto a los suelos de uso agricola. Mientras que el contenido de
fosforo se encuentra en mayor proporcion en los suelos de uso agricola (Tabla 3.1 y

Figura 3.1).

80

EN

mP

m MO

(a) (n) (a) (n) (a) (n) (a) (n)

Imbabura Pichincha Bolivar Chimborazo

Figura 3. 1: Contenido de nitrégeno, fésforo y materia orgénica en los suelos agricolas
de las provincias de Imbabura, Pichincha, Bolivar y Chimborazo; y en areas no
cultivadas (remanentes naturales).

3.1.1.1. Conteo de Unidades formadoras de colonias presentes en el suelo.

Se realiz6 un ANOVA para el nimero de unidades formadoras de colonia
(UFC/g de suelo), transformando la variable con el logaritmo de base 10 para
normalizar los datos (Tabla 3.2); se encontré diferencias altamente significativas (p<
0.0001) para las fuentes de variacién de provincias, uso de suelo, y la interaccién
provincias por uso de suelo. El promedio general fue de 6.45 (2.82 x 10° UFC/ g
suelo) y el coeficiente de variacion fue de 12.0%, que resulta excelente para este tipo

de ensayo.
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Tabla 3. 2: Andlisis de varianza para el nimero de unidades formadoras de
colonias bacterianas por gramo de suelo (ufc/g) transformado con log base 10.

Fuente de GL SC cM F p-valor
variacion

Total 47 12.38

provincias (P) 3 7.18 2.39 400.47 < 0.0001
Uso de suelo (S) 1 2.04 2.04 340.78 < 0.0001
PxS 3 291 0.97 162.49 < 0.0001
Error 40 0.24 0.01

Promedio 6.45 (2.82 x 10° UFC/ g suelo)

C.V % 12.0 %

La comparacion de las UFC entre las provincias, determind que en Bolivar hubo

una mayor cantidad de UFC bacterianas por gramo de suelo, ubicdndose en el primer

rango (A), con un promedio de 6.31 x 10° UFC/ g; mientras que en Pichincha existié

un menor nimero de UFC bacterianas; con un promedio de 6.31 x 10° UFC/ g suelo

y se ubicé en el cuarto rango (D) (Tabla 3.3).

Tabla 3. 3: Tukey al 5% para en el nimero de unidades formadoras de colonias de
bacterias por gramo de suelo (ufc/g) expresados en log base 10. Fuente de variacion:

provincias.

Codigo Significado Logi0UFC UFC/g suelo
I Imbabura 6.68 B 4.79 x10°
P Pichincha 5.80D 6.31 x10°
B Bolivar 6.80 A 6.31 x 10°
C Chimborazo 6.51C 3.24 x 10°

De manera general en los suelos no cultivados se encontré un mayor nimero de

UFC (4.57 x10° UFC/ g suelo), con respecto a los suelos de uso agricola (1.74x10°

UFC/ g suelo), evidencidndose dos rangos (Tabla 3.4).

Tabla 3. 4: Tukey al 5% para en el nimero de unidades formadoras de colonias de
bacterias por gramo de suelo (ufc/g) expresados en log base 10. Fuente de variacién:

uso de suelo (agricola, remanente natural).

Cadigo Significado Logi0UFC UFC/g suelo
A Suelo agricola 6.24 B 1.74 x 10°
N Suelo no cultivado 6.66 A 4.57 x 10°
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Al realizar la prueba de Tukey para la interaccién provincias por uso de suelo se
determiné cuatro rangos, en el primer rango se ubican: el suelo no cultivado de
Bolivar con un promedio de 6.95 x 10° UFC/ g suelo; seguido del suelo agricola de
Bolivar con 5.79 x 10° y el suelo no cultivado de Imbabura con 5.05 x 10° UFC/ g
suelo; mientras que en el ultimo rango se encontré el suelo agricola de la provincia

de Pichincha con un promedio de 1.55 x 10° UFC/ g suelo (Tabla 3.5 y Figura 3.2 ).

Tabla 3. 5: Prueba Tukey al 5% para en el nimero de unidades formadoras de
colonias de bacterias por gramo de suelo (ufc/g) expresados en log base 10. Fuente
de variacién: provincias por uso de suelo (agricola, remanente natural).

Cédigo  Significado LogioUFC UFC/g suelo
Ia Imbabura / suelo agricola 6.67 B 4.61 x 10°
Pa Pichincha / suelo agricola 5.18D 1.55x 10°
Ba Bolivar / suelo agricola 6.77 AB 5.79 x 10°
Ca Chimborazo / suelo agricola 6.36 C 2.36x 10°
In Imbabura / suelo no cultivado 6.70 AB 5.05 x 10°
Pn Pichincha / suelo no cultivado 6.43 C 2.74 x 10°
Bn Bolivar / suelo no cultivado 6.84 A 6.95 x 10°
Cn Chimborazo / suelo no cultivado 6.67B 4.65x 10°
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Figura 3. 2: Densidad bacteriana por gramo de suelo (UFC/g suelo) en las
muestras de suelo agricola (a) y suelo natural (n) de los ensayos experimentales
del INIAP de las provincias de Bolivar, Chimborazo, Imbabura y Pichincha.

En los suelos de uso agricola la cantidad de bacterias que crecieron en el medio

KB, vari6 entre 1.55x10° y 5.79x10° UFC /g de suelo. Mientras que en los suelos no
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cultivados (remanentes naturales) se encontré una mayor cantidad de bacterias cuyos

valores promedios fluctuaron entre 2.74x10° y 6.95 x10° UFC /g de suelo.

3.1.1.2. Porcentaje de bacterias solubilizadoras de fosforo (BSP) presentes en el

suelo.

En el medio PVK se observo el crecimiento de una gran diversidad de colonias
bacterianas, pero muy pocas presentaron halos de solubilizacién de fésforo (Figura

3.3).

Figura 3. 3: Bacterias solubilizadoras de fésforo en medio PVK.

El andlisis de varianza del porcentaje de BSP (Tabla 3.6), establece diferencias
significativas para las fuentes de variacién de provincias y la interaccién provincias
por uso de suelo, pero no hay diferencia en cuanto al uso de suelo (suelo agricola y
remanentes naturales). El promedio general fue de 8.59% BSP y el coeficiente de

variacion fue de 23.51%.

Tabla 3. 6: Andlisis de varianza para el porcentaje de unidades formadoras de
colonias de bacterias solubilizadoras de fésforo.

Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Total 1063.50 23

Provincias (P) 890.78 3 296.93 72.79 < 0.0001
Uso de suelo (S) 8.93 1 8.93 2.19 0.1585
PxS 98.52 3 32.84 8.05 0.0017
Error 65.22 16 4.08

Promedio 8.59% BSP

C.V % 23.51 %
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De manera general en las provincias de Bolivar e Imbabura se encontr6 un
mayor porcentaje de BSP con el 15.54% y 13.76% respectivamente, mientras que en
Chimborazo y Pichincha se encontré porcentajes menores con el 2.8% y 2.26% de

BSP. Tukey al 5% (Tabla 3.7).

Tabla 3. 7: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de bacterias solubilizadoras de
fosforo. Fuente de variacién: provincias.

Caédigo Significado % BSP Rangos
| Imbabura 13.76 A
P Pichincha 2.26 B
B Bolivar 15.54 A
C Chimborazo 2.80 B

Al comparar el porcentaje de BSP presente en suelos de uso agricola y suelos de
remanentes naturales; no se evidencid diferencias significativas, aunque el suelo no
cultivado presenta un porcentaje ligeramente superior con 9.2% BSP, respecto al

suelo agricola con 7.98 % BSP. Tukey al 5% (Tabla 3.8).

Tabla 3. 8: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de bacterias
solubilizadoras de fésforo. Fuente de variacién: uso de suelo (agricola,
remanente natural).

Cédigo Significado % BSP
A Suelo agricola 9.20
N Suelo no cultivado 7.98

La prueba Tukey al 5% para la interaccion entre las provincias y el uso del suelo,
se evidencid tres rangos; en el primer rango se ubicaron tres muestras de suelo, el
mayor porcentaje fue del suelo agricola de Bolivar con 18.35% de BSP y el menor
porcentaje de este rango fue del suelo no cultivado de Bolivar con 12.73% de BSP.
En el ultimo rango se encuentran cuatro muestras de suelo, el mayor porcentaje de
este rango fue del suelo no cultivado de Pichincha con 4.53% y el menor fue del

suelo agricola de Pichincha con 0.00% (Tabla 3.9).
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Tabla 3. 9: Prueba Tukey al 5% para el porcentaje de bacterias solubilizadoras de
fosforo. Fuente de variacién: provincias por uso de suelo (agricola, remanente

natural).

Codigo Significado %BSP Rangos
Ia Imbabura / suelo agricola 11.79 B
Pa Pichincha / suelo agricola 0.00 C
Ba Bolivar / suelo agricola 18.35 A
Ca Chimborazo / suelo agricola 1.78 C
In Imbabura / suelo no cultivado 15.72 AB
Pn Pichincha / suelo no cultivado 4.53 C
Bn Bolivar / suelo no cultivado 12.73 AB
Cn Chimborazo / suelo no cultivado 3.82 C

De manera general en los suelos de uso agricola el porcentaje de BSP vario entre

1.78% a 11.79%, excluyendo a la provincia de Pichincha, en cuyo suelo agricola no

se encontré bacterias con la formacién de halos de solubilidad. Con respecto a los

suelos no cultivados (remanentes naturales) el porcentaje de BSP estuvo entre 3.82%

a 15.72% (Figura 3.4).
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Figura 3. 4: Porcentaje de bacterias solubilizadoras de fésforo (BSP), presentes en las
muestras de suelo agricola (a) y suelo natural (n) de los ensayos experimentales del
INIAP de las provincias de Bolivar, Chimborazo, Imbabura y Pichincha.
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3.1.2. Aislamiento y caracterizacion morfolégica de Pseudomonas sp.

En general las colonias que crecieron en el medio KB en las 6 diluciones
presentaron diferentes morfologias y colores, de las cuales tnicamente se aislé
aquellas colonias circulares, de borde entero, lisas, color crema y con las siguientes

variantes morfoldgicas:

Grandes, planas, consistencia viscosa y con halo amarillo verdoso.
Medianas, planas, consistencia cremosa y con halo amarillo verdoso.

Medianas, convexas, consistencia cremosa y con halo amarillo verdoso.

SN W

Medianas, convexas, consistencia cremosa y sin halo.

consistencia viscosa. superficie lisa v halo crema. consistencia cremosa. supetficie lisa

amarillo verdoso. y halo amarillo verdoso.

c) Medianas. circulares. convexas, de color d)Medianas. circulares. convexas, de
crema. consistencia cremosa. supetficie lisa color crema sin halo.
v halo amarillo verdoso

Figura 3. 5: Morfologia de las colonias aisladas de las
muestras de suelo.

Se obtuvieron treinta y ocho aislamientos bacterianos en el medio KB
provenientes de las cuatro provincias muestreadas. Las colonias medianas, planas,
consistencia cremosa y con halo amarillo verdoso (B), fueron aisladas con mayor
frecuencia en las muestras de suelo. En la Tabla 3.10 se detalla el niimero de colonias

aisladas por muestra de suelo y su caracterizacion morfoldgica.
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Tabla 3. 10: Aislamientos bacterianos obtenidos en el medio KB, de las muestras de
suelo de las provincias de Imbabura, Pichincha, Bolivar y Chimborazo.

Muestra Morfologia de la colonia Cepas
A B C D aisladas
Imbabura- Suelo Agricola 0 4 2 0 6
Imbabura- Suelo no cultivado 1 3 1 0 5
Pichincha- Suelo Agricola 0 1 2 0 3
Pichincha- Suelo no cultivado 1 2 0 0 3
Bolivar- Suelo Agricola 1 3 2 0 6
Bolivar- Suelo no cultivado 1 6 0 0 7
Chimborazo- Suelo Agricola 0 1 1 2 4
Chimborazo- Suelo no cultivado 0 2 1 1 4
Total 4 22 9 3 38

3.1.3. Caracterizacion bioquimica de Pseudomonas sp.

Todas las cepas aisladas, fueron identificadas como bacilos Gram (-), mediante
tincién Gram. De las treinta y ocho cepas asiladas como posibles Pseudomonas, por
pruebas de galeria corta (Anexo C.1) y pruebas API 20 E (Anexo C.2), treinta y tres
cepas fueron identificadas como P. flurescens, P. putida y P. aeruginosa (Tabla

3.11).

Los resultados de las pruebas API 20 E, se expresaron en cédigos los cuales
fueron analizados Software de Identificacién apiweb™, con el que se obtuvo
porcentajes de confiabilidad que confirmaron el género y especie de las cepas en

estudio.
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Figura 3. 6: Caracterizacion macroscépica y bioquimica de las cepas
aisladas. (a) tincién Gram. (b) pruebas Api 20 E.



Tabla 3. 11: Identificacion de las cepas aisladas de suelo agricola y suelo no cultivado

Cepas Género identificada Especie identificada Morfologia de la
(Galeria corta) (Api 20 E) colonia
call Pseudomona P.fluorescens B
cal2 Pseudomona P.fluorescens C
cal3 Pseudomona P.fluorescens B
cal4 Pseudomona P.putida B
cals Pseudomona P.putida B
cal6 Pseudomona P.fluorescens C
cnll Pseudomona P.fluorescens B
cnl2 Pseudomona P.fluorescens B
cnl3 Pseudomona P.fluorescens C
cnl4 Pseudomona P.putida A
cnl5 Pseudomona P.fluorescens/putida B
caP1 Pseudomona P.fluorescens B
caP2 Pseudomona P.aeruginosa C
caP3 Pseudomona P.aeruginosa C
cnP1 Pseudomona P.fluorescens B
cnP2 Pseudomona P.putida A
cnP3 Pseudomona P.fluorescens B
caB1 Pseudomona P.putida B
caB2 Pseudomona P.fluorescens B
caB3 Pseudomona P.putida A
caB4 Pseudomona P.fluorescens B
caB5 Pseudomona P.fluorescens C
caB6 Pseudomona P.fluorescens C
cnB1 Pseudomona P.fluorescens B
cnB2 Pseudomona P.putida A
cnB3 Pseudomona P.fluorescens B
cnB4 Pseudomona P.fluorescens B
cnBS Pseudomona P.fluorescens B
cnB6 Pseudomona P.putida B
cnB7 Pseudomona P.fluorescens B
caCl Acinetobacter A. calcoaceticus D
caC2 Pseudomona P.putida B
caC3 Burkholderia B. cepacia C
caC4 Acinetobacter A. calcoaceticus D
cnCl1 Acinetobacter A. calcoaceticus D
cnC2 Pseudomona P.fluorescens B
cnC3 Pseudomona P.fluorescens B
cnC4 Burkholderia B. cepacia C

55
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3.1.4. Caracterizacion molecular de las cepas de Pseudomonas sp.

Extraccion y cuantificacion de ADN

El protocolo de Jarrin (1995), utilizado en este estudio fue Sptimo para la
extraccion de ADN, pues las 26 muestras seleccionadas (por criterio de la
solubilizacién de fésforo in vitro) presentaron una concentraciéon de ADN gendmico
promedio de 703.64 ng/ul. La concentracién de ADN cuantificada con el EPOCH se

muestra en la Tabla 3.12.

Tabla 3. 12: Concentracién de ADN obtenida con el protocolo de extraccién
modificado de Jarrin 1995).

Cepa Concentracion de Cepa Concentracion de
ADN (ng/ul) ADN (ng/ul)

al2 265.28 ab4 393.08
al3 296.56 ab5s 468.34
alé 767.93 nb1l 2588.88
nll 529.72 nb2 1028.80
nl3 167.71 nb5 846.29
nl5 643.86 acl 302.49
aP1 555.98 ac2 513.05
aP3 517.12 acd 585.62
aP2 2763.80 ncl 812.50
nP2 1154.57 nc2 804.47
nP3 846.29 nc3 674.38
nP1 402.60 Ctrl 1 87.89
abl 173.98 Ctrl 2 103.45

Amplificacion del 16Sr:

Para amplificacion de la region del gen 16Sr bacteriano se probaron tres
combinaciones de primers y se visualizaron en gel de agarosa al 2%. Los primers
E338F; E969R mostré doble amplicon uno de 650 pb y otro de 550 pb
aproximadamente. La combinaciéon U341F; U1053R resulté ser la mas inespecifica
por la cantidad de bandas que se observaron. Mientras que la combinacién

27F; 1525R mostré doble banda o una sola banda (Figura 3.7).
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pb M CnBl Cal3 CaP3

>®

() CnBl CaI3 CaP3 ()

E338F; E969R U341F; U1053R 27F; 1528R

Figura 3. 7: Amplificacion del gen 16Sr con tres combinaciones de primers
E338F; E969R, U341F; U1053R, 27F; 1525R en tres muestras escogidas al azar. De
izquierda a derecha: pocillo 1 es el marcador de peso molecular, los pocillos 5, 9y 13 son
controles negativos.

La amplificacién de las 26 muestras con los primer 27 F; 1525R fue eficiente
con la metodologia empleada, ya que en todas las muestras se evidencid
amplificacion excepto en el control negativo como era de esperarse (Figura 3.8). El
62% de las muestras mostraron un solo amplicon de 1460 pb aproximadamente,
mientras que en el resto de muestras se observé una doble banda con pesos que

varian desde 200pb hasta 900pb aproximadamente.

Las cepas cnB2, cnl3, y cnPl fueron amplificadas con la combinacién de
primers E338F; E969R, para su posterior secuenciacién en el departamento de
Biotecnologia del INIAP-EESC, se utilizé un control positivo, el cual fue cal3 ya que
la amplificacién con los primers 27 F; 1525R y la lectura de la secuencia por
MACROGEN fueron buenas. Se observd una doble banda en todas las muestras

amplificadas (Figura 3.9).
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pb M caBl caB4 caB5 cnB2 cnBl cnBS cal2 cal3 cal6 cnll cnI3

2072 | e
1500

100

pb M caCl caC2 caC4 cnC2 cnCl cnC3 caPl caP2 caP3 cnPl cnP2 cnP3 ctrll ctrl2 (-)

Figura 3. 8: Amplificacion del gen 16Sr con los primers 27F; 1525R en las 26
muestras bacterianas.

pb M B2 cnI3 cnPl () )

Figura 3. 9: Amplificacion del gen 16Sr
con los primers E338F; E969R. Todas
muestran dos amplicones uno de 630pb y
otro de 550pb aproximadamente.

Purificacion

En la purificacion se logré obtener una sola banda tanto con los primers
27F; 1525R (Figura 3.10) como con la combinaciéon E338F; E969R (Figura 3.11).

Las concentraciones de los amplificados purificados se muestran en la Tabla 3.13.
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Tabla 3. 13: Concentracién de ADN purificado

Cepa Concentracion Cepa Concentracion
de ADN (ng/ul) de ADN (ng/ul)
al2 55.60 aB4 52.95
al3 85.00 aB5 58.90
al6 48.80 nB1 53.65
nll 58.25 nB5 64.85
nl3 59.35 nB2 50.34
nl5 63.45 aCl 54.70
aP1 52.60 aC2 48.55
aP3 52.40 aC4 65.10
aP2 56.05 nCl1 66.20
nP2 54.00 nC2 55.15
nP3 55.60 nC3 52.20
nP1 96.15 Ctrl 1 55.85
aB1 85.50 Ctrl 2 64.25
pb
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Figura 3. 10: Visualizacion del gen 16Sr ADN ribosomal purificado de las 26
muestras bacterianas, en geles de agarosa.

Los amplicones con los primers 27F; 1525R purificados de las muestras cnB2,

cnl3, cnP1, tuvieron una buena concentracion de ADN, aunque en la visualizacién en
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gel mostraron degradacion, este pudo ser una limitante en la secuenciacién hecha por

MACROGEN, la cual no fue de buena calidad en estas tres muestras.

prb M CnB2 CnlI3 CnP1l (69]

2072
1500 r

600 |» e e c— o—
:

100

Figura 3. 11: Visualizacién del gen 16Sr
ADN ribosomal purificado de las
muestras cnB2, cnl3, cnP1 y cal3 (+).

Secuenciacion del ADNr 16Sr

De las 26 muestras secuenciadas por MACROGEN, 23 fueron de buena calidad
con un valor de QV> 20, cumpliendo con el tamafio esperado del amplicon, mientras
que las tres muestras restantes no tenian buena longitud ya que se encontraban por
debajo de las 100pb y en los cromatogramas se observé la presencia de
sobrelapamientos en los picos, lo cual no permite una lectura confiable de la
secuencia. Debido posiblemente a la degradacion que se observd después de la

purificacion.

Los resultados de la secuenciacion fueron remitidos en formato (*.pdf) para los
cromatogramas y en formato (*.abi) para las secuencias. Se analizaron todas las
secuencias en la base de datos del NCBI mediante el algoritmo Blast (Basic Local
Alignment Search Tool); el cual buscé la homologia més significativa para cada
secuencia, dando como resultado la asignacion del género y especie a las 26 cepas
bacterianas. Esta asignacion se describe en la Tabla 3.14. De todas las secuencias
analizadas se obtuvo una significancia de alineamiento con un valor de E = 0, lo que

estadisticamente hizo vélida la comparacion.
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De igual manera, se analiz6 el % de identidad, el cual estuvo entre los valores del
98 al 100% para todas las cepas, indicando que las secuencias 16Sr pertenecen
taxondmicamente al género bacteriano asignado por BLAST; y el % de cobertura de
la secuencia problema con el homologo, el cual fue para todas las cepas del 100%,
indicando que en el alineamiento de los nucledtidos analizados coincidié totalmente

con los nucledtidos del género asignado.

La identificacién del género fue confiable ya que coincidié en las pruebas

morfoldgicas, bioquimicas y moleculares.

Tabla 3. 14: Andlisis de comparacién y asignacion del BLAST para las secuencias de las
muestras bacterianas.

Cepas Especie Identificada % Identidad %0
(gen 16 S) Maxima Cobertura
cal2 Pseudomonas sp. R-43638 99 100
cal3 P. fluorescens strain PE§ 99 100
cal6 Pseudomonas sp. AceT-1 99 100
cnll Pseudomonas sp. AU 98 100
cnl3 P. fluorescens strain SR313-1 99 100
cnlS P. fluorescens strain BND79A 99 100
caP1 P. fluorescens strain PE8 16S 100 100
caP2 Pseudomonas sp. PN49.1 100 100
caP3 P. palleroniana strain TCA16 100 100
cnP1 Pseudomonas sp. A106 99 100
cnP2 P. putida strain CEN7 99 100
cnP3 P. fluorescens partial 100 100
aB1 P. putida strain ABAC61 100 100
aB4 Pseudomonas sp. WTPout_69 99 100
aB$S Pseudomonas sp. JPPB B25 100 100
nB1 P. fluorescens strain CPB Pse 100 100
nB2 Pseudomonas sp. StFRB166 99 100
nBS P. putida strain ABAC61 99 100
caCl Acinetobacter sp. IB-5.1/1 99 100
caC2 Pseudomonas sp. EAPE 100 100
caC4 Acinetobacter sp. EA_S_3 99 100
cnCl1 A. calcoaceticus strain LAM21 100 100
cnC2 P. fluorescens strain SU:MS1-1 99 100
cnC3 Pseudomonas sp. M 99 100
Ctrl 1 Bacillus subtilis strain HCST9 100 100

Ctrl 2 Bacillus sp. Fsel4 100 100




62

3.1.5. Evaluacion de la Solubilizacion de fosfatos in vitro

Se evalud treinta y seis cepas, de las cuales se escogieron tres cepas por muestra
de suelo, la cepa al3 (P. fluorescens) presenté un mayor indice de solubilidad con un
promedio de 4.8 seguido de nP2 (P. putida) con 4.5; la cepa con menor indice de

solubilidad fue aP3 (P. palleroniana) con 1.3 (Figura 3.12 y Figura 3.13).

Indice de solubilidad
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Figura 3. 12: Indice de solubilidad de fésforo de las cepas seleccionadas para
su posterior ensayo en invernadero.

En el suelo agricola las cepas con mayor indice fueron las encontradas en la
provincia de Imbabura seguida por las provincias de Bolivar, Pichincha y
Chimborazo, mientras que en los suelos no cultivados la provincia con mayor indice
de solubilizacion fue Pichincha, seguido de las provincias Chimborazo Imbabura y

Bolivar.
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Figura 3. 13: halos de solubilizacién de fosfato tricdlcico en agar PVK por cepas de
Pseudomonas sp. aisladas de muestras de suelo agricola y no cultivado de las provincias
de Imababura, Pichincha, Bolivar y Chimborazo.
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3.2. FASE II: Invernadero

3.2.1. Analisis quimico del sustrato

El sustrato empleado para la evaluacion en invernadero se analiz6 quimicamente
en dos periodos distintos, el primero antes de la siembra de las semillas de maiz en
invernadero y el segundo al finalizar el tiempo del ensayo, la Tabla 3.15 indica la

variacién de los nutrientes por tratamiento.

Tabla 3. 15: Pardmetros evaluados en el andlisis quimico realizado al sustrato antes y
después de la evaluacién del efecto de inoculacién de las cepas solubilizadoras de
fésforo sobre plantas de maiz de la variedad I-101 a condiciones de invernadero.

ELEMENTOS EVALUADOS
Muestra PH N P K Ca Mg
Trat. (ppm) (ppm) (€4 (Imedy ( med
100 ml 100 ml 100 ml
Sustrato 5o, 15)  sg 0.1 12.3 1.6
inicial
T1 cal2 616 150 80 0.42 11.8 23
T cal3 606 138 72 0.47 11.6 23
T3 cal6 606 108 85 0.40 11.2 23
T4 enll 603 143 63 0.72 10.8 23
TS cnl3 625 158 67 0.56 1.5 2.4
Té cnl5 599 108 74 0.41 11.2 22
7 caPl 644 158 60 0.69 10.5 2.1
T8 caP2 580 74 77 0.47 11.7 2.1
T10 cnPl 592 87 57 0.40 10.5 1.2
T11 cnP2 609 122 56 0.62 115 2.4
T12 cnP3 622 132 75 0.57 11.7 2.1
T13 caBl 611 71 86 0.53 11.4 25
T14 caB4 618 117 74 0.5 11.3 23
T1s caB5 608 108 68 0.34 12.1 25
T16 cnBl1 602 110 87 0.57 11.9 2.4
17 B2 610 104 88 0.53 11.9 2.4
T18 cnB5 594 99 108 0.69 1.5 22
T19 caCl 600 107 6l 0.53 12.0 25
T20 caC2 619 115 78 0.40 11.3 22
21 caC4 596 85 65 0.48 113 23
. cnCl 586 77 84 0.31 11.4 2.0
T23 cnC2 584 46 82 0.31 115 22
T24 enC3 591 99 7 0.91 11.3 23
Tf TF 566 30 119 0.35 12.7 23

Tabs Tabs 586 139 41 0.64 11.7 2.5
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Los valores de pH fluctuaron entre 5.66 a 6.44 y estdn dentro del rango
ligeramente 4cido. La fertilizacion realizada equilibré los valores minimos para un
buen desarrollo del cultivo los cuales son: 60ppm de Nitrégeno, 0.40 meq/100ml de

Potasio, 8 meq/100ml de Calcio y 2 meq/100ml de Magnesio.

El elemento fésforo aumenté en un promedio de 18 ppm para la mayoria de
tratamientos, excepto en los tratamientos cnP2 (56 ppm), cnP1 (57 ppm) y testigo
absoluto (41 ppm) cuyos valores de fésforo disminuyeron en relacién al sustrato
inicial que fue de 58 ppm. Por otro lado como era de esperarse el testigo fertilizado

tuvo el mayor contenido de fésforo en la solucion del suelo con 119 ppm de P.

Se realiz6 la prueba no paramétrica de los signos usando el programa Statistix
10.0, version de prueba, el cual mostré que el 91.3% de las cepas inoculadas
aumentaron la cantidad de fésforo en el suelo con un valor de p= 0,0001, al comparar
con el sustrato inicial (58 ppm de P) (Anexo E.1).

3.2.2. Siembra e inoculacion.

Desinfeccion y pre-germinacion de la semilla de maiz

Las semillas de maiz, variedad INIAP-101, otorgadas por el Programa de Maiz
de la EESC del INIAP, tuvieron un porcentaje de germinacién del 94%. El protocolo
de desinfeccién empleado en este ensayo no disminuyd dicho poder germinativo.
Después de la germinacion en cdmara humeda durante tres dias, se obtuvieron
radiculas con tamafios variables entre 1-3.5 cm, de los cuales se escogieron 7

semillas por tratamiento con radiculas de 2 a 2.5 cm de largo.

Inoculacién y siembra

Las semillas inoculadas presentaron una capa brillante que cubria toda su
superficie, en comparaciéon con la semilla no inoculada. Al cabo de cuatro dias

después de la siembra, el 93.4% evidenci6 el desarrollo del hipocétilo, a los seis dias
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dieron lugar a la primera hoja. A los diez dias las plantas se encontraban en el estado
vegetativo V3 con la presencia de tres hojas desarrolladas, sin embargo el 6.6%

restante aun no evidenciaba el desarrollo de plantulas.

Procesamiento de las plantas.

Ocho semanas después de la siembra se recolectd el suelo y la planta de cada
repeticién por tratamiento y se midieron las variables altura de planta, drea foliar

longitud de la raiz, peso fresco, peso seco.

3.2.3. Analisis de datos

Las variables altura de planta, longitud de raiz, porcentaje de humedad,
porcentaje de materia seca y drea foliar, se procesaron en el software estadistico

InfoStat/Estudiantil version 2.0.

3.2.3.1. Altura de las plantas

La altura de planta se midi6 a los 15, 30, 45 y 60 dias. E1 ANOVA realizado
mostrd que existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, para

esta variable medida en los cuatro periodos mencionados (Tabla 3.16).

Tabla 3. 16: Andlisis de Varianza para la variable altura de planta medida a los 15, 30, 45
y 60 dias

. el GL 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

Fuentes de variacion
CUADRADOS MEDIOS

Total 122
Tratamientos 24 120.41%** 309.39%** 389.78%** 703.16*
Error Exp. 98 8.51 35.46 106.31 144.39
Promedio General 18.68cm 41.16cm 62.10 cm 93.01
C.V. (%) 15.39% 14.33% 16. 49% 12.84%

** Altamente significativo (p-valor <0.0001)
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En la primera evaluacién de altura de planta, la prueba de Tukey al 5%, mostré
cuatro rangos de significancia, en el primer rango se ubican diecisiete tratamientos,
la mayor altura fue del tratamiento T21 (Cepa 4: Chimborazo, suelo agricola) con
24.38 cm y la menor altura de este rango fue de T20 (Cepa 1: Chimborazo, suelo
agricola) con 19.22 cm, el testigo fertilizado y absoluto se encuentra dentro de este
rango con 24.30 cm y 20.54 cm respectivamente. En el dltimo rango se ubican cinco
tratamientos el primero de este rango es el tratamiento T15 (Cepa 5: Bolivar, suelo
agricola) con 15.70 cm y el dltimo es T24 (Cepa 3: Chimborazo, suelo no cultivado)

con 6.43 cm (Tabla 3.17 y Figura 3.14).

A los treinta dias después de la siembra se obtuvieron cinco rangos de altura de
planta, en el primer rango se encontraron veinte tratamientos, la mayor altura fue del
tratamiento T22 (Cepa 1: Chimborazo, suelo no cultivado) con 49.60 cm y la menor
altura de este rango fue del tratamiento T15 (Cepa 5: Bolivar, suelo agricola) con
36.28 cm, el testigo fertilizado y absoluto se encuentran dentro de este rango con
47.30 cm y 42.68 cm respectivamente. En el ultimo rango se ubican tres tratamientos
T18 (Cepa 5: Bolivar, suelo no cultivado), T7 (Cepa 1: Pichincha, suelo agricola) y
T24 (Cepa 3: Chimborazo, suelo no cultivado) con 26.72 cm, 22.36 cm y 16.33 cm
respectivamente (Tabla 3.17 y Figura 3.15).

El dia cuarenta y cinco se obtuvieron tres rangos de altura de planta, en el primer
rango se ubicaron veinte tratamientos, la mayor altura fue del tratamiento T22 (Cepa
1: Chimborazo, suelo no cultivado) con 73.44 cm y la menor altura de este rango fue
del tratamiento T17 (Cepa 2: Bolivar, suelo no cultivado) con 60.12 cm, el testigo
fertilizado y absoluto se encuentran dentro de este rango con 73.70 cm y 55.64 cm
respectivamente. En el dltimo rango se ubican dos tratamientos T7 (Cepa 1:
Pichincha, suelo agricola) y T24 (Cepa 3: Chimborazo, suelo no cultivado) con 37.34

cm y 36.23 cm respectivamente (Tabla 3.17 y Figura 3.16).

A los sesenta dias después de la siembra, en la prueba de Tukey al 5% se
obtuvieron tres rangos, en el primer rango se ubicaron veinte y dos tratamientos, el

tratamiento T8 (Cepa 2: Pichincha, suelo agricola) obtuvo la mayor altura con 108.00
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cm y el tratamiento T18 (Cepa 5: Bolivar, suelo no cultivado) tuvo la menor altura
dentro de ese rango con 83.00 cm, el testigo fertilizado y absoluto se encuentran
dentro de este rango con 107.20 cm y 92.8 cm respectivamente. En el dltimo rango
se ubican dos tratamientos T24 (Cepa 3: Chimborazo, suelo no cultivado) y T7 (Cepa
1: Pichincha, suelo agricola) con 59.67 cm y 58.8 cm respectivamente (Tabla 3.17 y

Figura 3.17).

Tabla 3. 17: Prueba Tukey al 5% para la variable altura de planta evaluada a los 15, 30,
45 y 60 dias.

Trat. Cepas PROMEDIOS Y RANGOS DE SIGNIFICANCIA
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
T1 cal2 22.58 ABCD 45.30 AB 69.20 A 100.60 AB
T2 cal3 21.10 ABCD 44.26 AB 61.94 AB 92.00 AB
T3 cal6 20.06 ABCDE 4494 AB 67.44 A 106.20 AB
T4 cnll 20.68 ABCD 43.10 AB 6548 A 103.20 AB
T5 cnl3 16.20 CDEFG 40.30 ABC 62.82 A 98.00 AB
T6 cnl5 19.24 ABCDEF 43.98 AB 58.18 AB 91.8 AB
T7 caPl1 7.50H 22.36 DE 37.34 C 58.80 C
TS caP2 22.80 ABC 46.08 AB 69.32 A 108. 00 A
T10 cnPl1 21.34 ABCD 45.64 65.34 A 98.20 AB
T11 cnP2 20.90 ABCD 47.14 AB 69.12 A 98.00 AB
T12 cnP3 12.40FGH 3428 BCD  59.54 B 84.80 AB
T13 caBl1 23.10 ABC 48.56 AB T1.72 A 101.80 AB
T14 caB4 17.12 BCDEF 38.30 ABD 58.12 AB 78.00 BC
T15 caB5 15.70 DEFG 36.28 ABCD 68.26 A 95.20 AB
T16 cnB1 23.02 ABC 4598 AB 57.84 AB 90.60 AB
T17 cnB2 13.02 EFGH 34.56 BCD 60.12 AB 93.40 AB
T18 cnB5 9.15 GH 26.72CDE  55.46 B 83.00 AB
T19 caCl 19.22 ABCDEF 46.14 AB 60. 80 AB 89.00 AB
T20 caC2 24.00 AB 47.32 AB 69.76 A 102.60 AB
T21 caC4 2438 A 44.50 AB 57.16 AB 91.49 AB
T22 cnCl 21.44 ABCD 49.60 A 7244 A 101.00 AB
T23 cnC2 20.92 ABCD 47.30 AB 69.56 A 100.00 AB
T24 cnC3 643 H 16.33 E 36.23 C 59.67 C
Tf Tf 24.30 A 47.30 AB 73.70 A 107.20 A

Tabs Tab 20.54 ABCD 42.68 AB 55.64 B 92.80 AB
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Figura 3. 14: Grifico de los datos experimentales de la variable altura

de planta medida a los 30 dias después de la siembra.

Figura 3. 14: Grifico de los datos experimentales de la variable altura

de planta medida a los 15 dias después de la siembra.
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Figura 3. 16: Grifico de los datos experimentales de la variable altura

de planta medida a los 60 dias después de la siembra.

Figura 3. 15: Grafico de los datos experimentales de la variable altura

de planta medida a los 45 dias después de la siembra.
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Adicionalmente se calculd la variacién de crecimiento por tratamiento, para lo
cual se tom¢ la diferencia entre los periodos de medicion y se realizé un ANOVA, el
cual mostré diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, con un

promedio general de 24.80 cm y un coeficiente de variacion del 14.92% (Tabla 3.18).

Tabla 3. 18: Anélisis de Varianza para el incremento de altura de planta.

Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Total 2327.07 122

Trat. 972.92 24 40.54 2.93 0,0001
Error 1354.16 98 13.82

Promedio 24.8 cm

C.V % 14.92 %

En la prueba de Tukey al 5% de significancia, se obtuvieron tres rangos de
significancia, el primer rango lo ocupan veinte y dos tratamientos de los cuales doce
tratamientos comparten medidas con el dltimo rango, en el cual se encuentra un total
de catorce tratamientos. El mayor incremento de altura lo obtuvo el tratamiento T3
(Cepab: Imbabura, suelo agricola) con 28.72 cm, mientras que el menor valor fue del
tratamiento T7 (Cepal: Pichincha, suelo agricola) con 17.10 cm (Tabla 3.19 y Figura
3.18).

Incremento de altura de planta

CEPAS BACTERIANAS

Figura 3. 17: Grifico de los datos experimentales del incremento de altura de planta
para los 24 tratamientos con las cepas bacterianas mas dos testigos negativos Tf:
Testigo fertilizado y Tab: Testigo Absoluto evaluados en invernadero.
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Tabla 3. 19: Prueba Tukey al 5 % para el incremento de altura de planta.

Trat. Cepas Promedios Rangos
T1 cal2 26.01 ABC
T2 cal3 23.63 ABC
T3 cal6 28.72 A
T4 cnll 27.51 A
T5 cnl3 27.27 A
Té6 cnl5 24.19 ABC
T7 caP1 17.1 C
TS caP2 28.4 A

T10 cnPl1 25.62 ABC

T11 cnP2 25.7 ABC

T12 cnP3 24.13 ABC

T13 caB1 26.23 AB

T14 caB4 20.29 ABC

T15 caB5 26.5 AB

T16 cnB1 22.53 ABC

T17 cnB2 26.79 A

T18 cnB5 25.23 ABC

T19 caCl 23.26 ABC

T20 caC2 26.2 AB

T21 caC4 22.34 ABC

T22 cnCl 26.52 AB

T23 cnC2 26.36 AB

T24 cnC3 17.74 BC
Tf Tf 27.63 A

Tabs Tab 24.09 ABC

3.2.3.2. Longitud de las raices
El ANOVA realizado evidenci6 diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos. El promedio general de longitud de raices fue de 47.04 cm y el

coeficiente de variacién fue del 15.13% (Tabla 3.20).

Tabla 3. 20: Andlisis de Varianza para la variable longitud de raiz.

Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Total 12536.51 122

Trat. 7524.43 28 313.52 6.13 <0,0001
Error 5012.07 98 51.14

Promedio 47.04 cm

C.V % 15.13 %
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Al realizar la prueba de Tukey al 5% se obtuvieron seis rangos, en el primer
rango se ubicaron veinte tratamientos, la mayor longitud de raiz fue del tratamiento
T13 (C 1: Bolivar, suelo agricola), con una longitud de raiz promedio de 59.8 cm y la
menor longitud de este rango fue del tratamiento T12 (Cepa 3: Pichincha, suelo no
cultivado) con 45.60 cm, el testigo fertilizado se encuentra dentro de este rango con
50.78 cm. En el dltimo rango se ubican ocho tratamientos el primero de este rango es
el tratamiento T20 (Cepa 2: Chimborazo, suelo agricola) con 43.80 cm y el dltimo es
T7 (Cepa 1: Pichincha, suelo agricola) con 27.80 cm, el testigo absoluto se ubica

dentro de este rango con 33.80 cm (Tabla 3.23 y Figura 3.19).

Longitud de raiz

70

cm

CEPAS BACTERIANAS

Figura 3. 18: Grifico de los datos experimentales de la variable longitud de raiz para
los 24 tratamientos con las cepas bacterianas mas dos testigos negativos Tf: Testigo
fertilizado y Tab: Testigo Absoluto evaluados en invernadero.

3.2.3.3. Porcentaje de materia seca y humedad.

Esta variable estd constituida por la suma de la materia seca aérea y la radical. El
ANOVA realizado para las variables porcentaje de materia seca y de humedad indic6
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (Tabla 3.21). Para la el
porcentaje de materia seca se obtuvo un promedio general de 10.67% y un
coeficiente de variacion del 7.25%, mientras que para la variable porcentaje de
humedad, el promedio general fue de 89.33% vy el coeficiente de variaciéon fue de

0.87%.
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Tabla 3. 21: Andlisis de Varianza para las variables porcentaje de materia seca y
porcentaje de humedad.

GL % Materia seca % Humedad
Fuente de variacion CM p-valor CM p-valor
Total 122
Trat. 24 8.18 <0.0001 8.18 <0.0001
Error 98 0.6 0.6
Promedio 10.67% 89.33%
C.V % 7.25 % 0.87%

Al realizar la prueba de Tukey al 5% se obtuvieron ocho rangos, en el primer
rango se ubicaron trece tratamientos, el mayor porcentaje de materia seca fue del
tratamiento T20 (Cepa 2: Chimborazo, suelo agricola) con 12.63% y el menor
porcentaje de materia seca de este rango fue del tratamiento T3 (Cepa 6: Imbabura,
suelo agricola) con 11.03%, el testigo fertilizado se encuentra dentro de este rango
con 12.17% de materia seca. En el ultimo rango se ubican doce tratamientos el
primero de este rango es el tratamiento T14 (Cepa4: Bolivar, suelo agricola) con
10.39% 'y el ultimo es T7 (Cepa 1: Pichincha, suelo agricola) con 8.71% de materia
seca, el testigo absoluto se ubica dentro de este rango con 9.24% de materia seca

(Tabla 3.23 y Figura 3.20).

Porcentaje de Materia Seca

14
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10

%

O N & O

CEPAS BACTERIANAS

Figura 3. 19: Gréfico de los datos experimentales de la variable Materia Seca para los
24 tratamientos con las cepas bacterianas mas dos testigos negativos TF: Testigo
fertilizado y Tab: Testigo Absoluto evaluados en invernadero.
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Con respecto al porcentaje de humedad se obtuvieron ocho rangos, en el primer
rango se ubicaron trece tratamientos, el menor porcentaje de humedad fue del
tratamiento T20 (Cepa 2: Chimborazo, suelo agricola) con 87.37% y el mayor
porcentaje de humedad de este rango fue del tratamiento T3 (Cepa 6: Imbabura,
suelo agricola) con 88.97%, el testigo fertilizado se encuentra dentro de este rango
con 87.83% de humedad. En el dltimo rango se ubican doce tratamientos, el
tratamiento de menor humedad en este rango es el T14 (Cepa4: Bolivar, suelo
agricola) con 89.61% y el de mayor porcentaje de humedad es T7 (Cepa 1:
Pichincha, suelo agricola) con 91.29%, el testigo absoluto se ubica dentro de este

rango con 90.76% de humedad (Tabla 3.23 y Figura 3.21).

Porcentaje de humedad

CEPAS BACTERIANAS

Figura 3. 20: Grafico de los datos experimentales de la variable porcentaje de
humedad para los 24 tratamientos con las cepas bacterianas mas dos testigos negativos
TF: Testigo fertilizado y Tab: Testigo Absoluto evaluados en invernadero.

3.2.3.4. Area foliar

Con los datos obtenidos por el programa Imagej se realizé el ANOVA para la
variable drea foliar, el cual indicé diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos, con un promedio general de 175.89 cm? y un coeficiente de variacién

del 22.81% (Tabla 3.22).
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Tabla 3. 22: Analisis de Varianza para la variable area foliar.

Fuente de variacion SC GL CM F p-valor
Total 33427539 122

Trat. 173315.38 28 7221.47 440  <0.0001
Error 160.0960 98 1642.45

Promedio 175.89 cm 2

C.V % 22.81 %

Se evidencié una mayor drea foliar en catorce tratamientos incluido el testigo
fertilizado (Tabla 3.23), en los tratamientos T7 (C1: Pichincha, suelo agricola) y T24
(C 3: Chimborazo, suelo no cultivado) sus promedios fueron menores en
comparacién con el testigo absoluto con 79.87 cm? y 68.49 cm?; mientras que el resto

de tratamientos compartieron los mismos rangos que el testigo absoluto (Figura
3.22).

Area foliar
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Figura 3. 21: Grifico de los datos experimentales de la variable drea foliar para los 24
tratamientos con las cepas bacterianas mas dos testigos negativos TF: Testigo fertilizado
y Tab: Testigo Absoluto evaluados en invernadero.
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Tabla 3. 23: Promedios y Tukey al 5 % para las variables: longitud de raiz, porcentaje de materia seca, porcentaje de humedad y drea foliar, obtenidas en el
ensayo de invernadero.

PROMEDIOS Y RANGOS DE SIGNIFICANCIA

Tratamiento C6digo, procedencia, especie longitud de raiz % Materia seca % Humedad Area Foliar
T1 cal2: Imbabura SA, Pseudomona sp 51.8 ABC 1233 A 87.67 A 200.67 A
T2 cal3: Imbabura SA, P. fluorescens 584 A 11.93 ABC 88.07 ABC 169.26 AB
T3 cal6: Imbabura SA, Pseudomona sp 43.0 BCDEF 11.03 ABCDEFG 88.97 ABCDEFG 219.52 A
T4 cnll: Imbabura SN, Pseudomona sp 49.8 ABCDE 9.22 GH 90.78 GH 197.81 A
TS5 cnl3: Imbabura SN, P. fluorescens 48.2 ABCDE 11.36 ABCDEF 88.64 ABCDEF 187.99 A
T6 cnl5: Imbabura SN, P. fluorescens 42.6 BCDEF 12.24 AB 87.76 AB 17751 A
T7 caP1: Pichincha SA, P. fluorescens 278 F 871 H 91.29 H 79.87 BC
T8 caP2: Pichincha SA, Pseudomona sp 50 ABCD 9.88 CDEFGH 90.12 CDEFGH 199.54 A
T10 cnP1: Pichincha SN, Pseudomona sp 52.6 ABC 8.83 H 91.17H 169.74 AB
T11 cnP2: Pichincha SN, P. putida 46.2 ABCDE 11.35 ABCDEF 88.65 ABCDEF 209.07 A
T12 cnP3: Pichincha SN, P. fluorescens 45.6 ABCDE 9.52 FGH 90.48 FGH 158.72ABC
T13 caB1: Bolivar SA, P. putida 59.8 A 11.19 ABCDEF 88.81 ABCDEF 189.06 A
T14 caB4: Bolivar SA, Pseudomona sp 48.2 ABCDE 10.39 BCDEFGH 89.61 BCDEFGH 137.0 ABC
T15 caB5: Bolivar SA, Pseudomona sp 57 A 9.73 DEFGH 90.27 DEFGH 187.55 A
T16 cnB1: Bolivar SN, P. fluorescens 50.8 ABCD 11.55 ABCD 88.45 ABCD 152.3 ABC
T17 cnB2: Bolivar SN, Pseudomona sp 38.4 BCDEF 9.81 DEFGH 90.19 DEFGH 189.05 A
T18 cnB5: Bolivar SN, P. putida 37.8 CDEF 9.27 GH 90.73 GH 134.76 ABC
T19 caCl: Chimborazo SA, Acinetobacter sp 51.8 ABC 9.54 EFGH 90.46 EFGH 148.13 ABC
T20 caC2: Chimborazo SA, Pseudomona sp 43.8 BCDEF 12.63 A 87.37 A 22448 A
T21 caC4: Chimborazo SA, Acinetobacter sp ~ 46.2 ABCDE 11.39 ABCDE 88.61 ABCDE 170.32 AB
T22 cnC1: Chimborazo SN, A. calcoaceticus  53.8 ABC 11.68 ABC 88.32 ABC 218.58 A
T23 cnC2: Chimborazo SN, P. fluorescens 55.2 AB 12.51 A 87.49 A 216.86 A
T24 cnC3: Chimborazo SN, Pseudomona sp 32.67 EF 9.32 GH 90.68 GH 68.49 C

Tabs Testigo absoluto 33.8 DEF 9.24 GH 90.76 GH 165.91 ABC
Tt Testigo fertilizado con Fésforo 50.78 ABCD 12.17 AB 87.83 AB 22499 A
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3.2.3.5. Analisis Foliar

Los andlisis foliares estan expresados en porcentaje y se muestran en la (Tabla

3.24).

Tabla 3. 24: Analisis foliares.

Tratamiento Cepas Elemento %

N P K Ca Mg

T1 cal2 3.25 0.22 4.33 0.73 0.26
T2 cal3 1.89 0.16 4.71 0.64 0.32
T3 cal6 3.71 0.16 4.35 0.56 0.29
T4 cnll 1.60 0.15 3.39 0.19 0.49
T5 cnl3 3.32 0.20 3.89 0.63 0.31
T6 cnl5 3.20 0.19 3.78 0.60 0.29
7 caP1 3.07 0.13 4.13 0.65 0.28
TS caP2 2.98 0.17 4.06 0.79 0.28
T10 cnP1 3.16 0.14 4.12 0.59 0.22
T11 cnP2 4.34 0.17 4.44 0.81 0.33
T12 cnP3 2.80 0.16 3.79 0.92 0.32
T13 caBl1 4.72 0.18 4.69 0.67 0.27
T14 caB4 2.80 0.16 3.77 0.67 0.33
T15 caB5 3.80 0.20 4.60 0.57 0.27
T16 cnB1 3.45 0.19 4.12 0.62 0.22
T17 cnB2 4.34 0.17 4.33 0.80 0.33
T18 cnB5 2.50 0.13 4.07 0.71 0.25
T19 caCl 2.37 0.15 4.03 0.66 0.28
T20 caC2 2.98 0.18 3.96 0.77 0.28
T21 caC4 3.00 0.14 3.79 0.76 0.29
T22 cnCl1 2.88 0.26 3.27 0.70 0.31
T23 cnC2 4.39 0.28 4.62 0.65 0.27
T24 cnC3 3.02 0.13 3.89 0.75 0.28
Tf TF 2.71 0.22 2.89 0.57 0.27
Tabs Tab 3.85 0.15 4.60 0.76 0.35

El mayor porcentaje de fésforo presente en el tejido foliar, fue en los
tratamientos T23 (Cepa 2: Chimborazo, suelo no cultivado) y T22 (Cepa 1:

Chimborazo, suelo no cultivado) siendo estos superiores al testigo fertilizado, con



78

0.28% y 0.26% respectivamente; por otro lado los tratamientos con porcentajes de
(P) igual o inferiores con respecto al testigo absoluto fueron: T4 (Cepa 1: Imbabura,
suelo no cultivado) con 0.15% P, T7 (Cepa 1: Pichincha, suelo agricola) con
0.13%P, T10 (Cepa 1: Pichincha, suelo no cultivado) con 0.14% P, T18 (Cepa 5:
Bolivar, suelo no cultivado) con 0.13% P, T21 (Cepa 4: Chimborazo, suelo agricola)

con 0.14% P y T24 (Cepa 3: Chimborazo, suelo no cultivado) con 0.13% P.

Se realiz6 la prueba no paramétrica de los signos usando el programa Statistix
10.0 versién de prueba, el cual mostré que el 69.57% de las cepas inoculadas
aumentaron el porcentaje de fosforo en el tejido foliar con un valor de p= 0.0266, al

comparar con el testigo absoluto (0.15% P) (Anexo E.2).

Tabla 3. 25: Contenido de P,Os absorbido por la planta.

Cepas P20s(mg/planta) Cepas P20s(mg/planta)
cal2 27.05 caB5 15.00
cal3 11.61 cnBl1 15.83
cal6 20.03 cnB2 19.47
cnll 15.70 cnB5S 5.58
cnl3 18.79 caCl 8.68
cnl5 17.50 caC2 19.88
caP1 2.39 caC4 8.84
caP2 14.47 cnCl1 35.68
cnP1 10.17 cnC2 37.61
cnP2 17.38 cnC3 2.16
cnP3 10.82 TABS 8.02
caB1 20.45 TF 31.09
caB4 591

El mayor contenido de P>0Os (mg/planta) absorbido por la planta, fue en los
tratamientos T23 (Cepa 2: Chimborazo, suelo no cultivado) con 37.61 mg/planta y
T22 (Cepa 1: Chimborazo, suelo no cultivado) con 35.68 mg/planta, siendo estos
superiores al testigo fertilizado (Tabla 3.25 y Figura 3.23). La prueba de los signos
mostré que el 82.61% de las cepas inoculadas aumentaron el contenido de P2Os
(mg/planta) absorbido por la planta de maiz con un valor de p= 0.0026, al comparar

con el testigo absoluto (8.02 mg P>Os/planta) (Anexo E.3).
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Figura 3. 22: Grifico de los datos experimentales de la variable contenido de fésforo
en la planta, para los 24 tratamientos con las cepas bacterianas mas dos testigos
negativos TF: Testigo fertilizado y Tab: Testigo Absoluto evaluados en invernadero.

3.2.3.6. Concentracion de fosforo en el tejido Vs el area foliar del maiz

La absorcién de fésforo por la planta tiene una relacién polindmica con la

expansion del drea foliar; en condiciones de deficiencia dicha expansion es baja y

aumenta con el incremento del P absorbido (Figura 3.24).
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Figura 3. 23: Efecto de la concentracion de fésforo en el tejido sobre el drea foliar del

maiz.
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Los datos obtenidos permitieron establecer una ecuacién de regresion ajustada a
la forma cuadratica que demuestra la dependencia de la absorcion de P por la planta
en la expansién del drea foliar, el coeficiente R* =0.836 indican que la expansién
foliar del maiz en los dos primeros meses del desarrollo podria ser atribuida en un
83.6% de los casos a la capacidad de los cultivares de acumular P en el tejido

vegetal.

3.3.4.7. Porcentaje de materia seca Vs Contenido de fosforo en el tejido.

En la Figura 3.25, se observa una relacion directa entre la materia seca y la
absorcion de fésforo por la planta, lo cual nos indica que al tener una mayor
acumulacion de materia seca en plantas de maiz; se incrementa la absorcion fosforo
disponible en el suelo. Existe una correlacién R* = 0.876 entre las dos variables. Esto
indica que el incremento de materia seca puede atribuirse en un 87.6% a la capacidad
de acumulacién de P en el tejido vegetal en los dos primeros meses de desarrollo de

la planta.
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Figura 3. 24: Efecto de la extraccidn de fésforo sobre la produccion de materia seca
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3.3.4.8. Area foliar del maiz Vs produccion de materia seca
El 4rea foliar tiene una relacion polinémica con el incremento de la materia seca,

es decir mientras mayor sea el drea foliar; mayor serd la materia seca acumulada en

la planta de maiz, en los dos primeros meses de su desarrollo (Figura 3.26).
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Figura 3. 25: Efecto del area foliar en la acumulacién de materia seca.

La relacién drea foliar y materia seca mostré una tendencia cuadrética, con un
coeficiente R?= 0.872, lo que significa que el incremento de materia seca puede verse
influenciada positivamente en un 87.2% por el aumento de area foliar en los dos

primeros meses de desarrollo de la planta.
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CAPITULO IV: DISCUSION

4.1. FASE 1. Laboratorio

4.1.1. Procesamiento de muestras para el aislamiento de Pseudomonas sp

Los andlisis de suelo mostraron que en los suelos no cultivado, en los cuales se
encontraban pastizales naturales de kikuyo, exitié un mayor porcentaje de materia
organica (8.8%.) y nitrégeno (55 ppm). Lozano et al. (2011), y Mingxiang et al.
(2006) han demostrado que en los suelos destinados para el cultivo hay memor
cantidad de M.O con respecto a los suelos sin disturbacién agricola, esto se debe a la

extraccion de nutrientes generada por los cultivos.

Una forma de explicar el alto contenido de M.O. en estos suelos es debido a que
las raices de los pastizales son densas y fibrosas, que al morir, son incorporadas
como materia organica fresca al suelo. Esto permite que cada afio, el porcentaje de
M.O. del suelo se mantenga en niveles altos. La asignacion de biomasa a raices no
s6lo aumenta el C que entra al suelo sino también la retencion de N dentro del

ecosistema (Pifieiro, 2006).

Los suelos agricolas contienen grandes reservas de fosforo, como consecuencia
de las aplicaciones de fertilizantes fosfatados que se realiza frecuentemente. Sin
embargo, una gran parte del fosfato inorgénico soluble en fertilizantes es
inmovilizado en el suelo y se convierte en no disponible para las plantas. El suelo
agricola de la provincia de Pichincha — Seccién Oriental tiene mayor cantidad de N
(51 ppm) y P (40 ppm) con respecto a los suelos agricolas de Imbabura- Hacienda
Tunibamba (N: 27 ppm, P: 18 ppm), Chimborazo- Guntuz (N: 36 ppm, P: 31 ppm) y
Bolivar- Universidad de Bolivar (N: 20 ppm, P: 30 ppm) esto es debido a la
fertilizacion constante que se realiza en cada ciclo de cultivo de maiz. Ademads al ser
un suelo Andisol, estd dominado por complejos humus-Al y al6fana, que hacen que
la reaccién de la fijaciéon de fésforo sea mucho mas enérgica y absorban cantidades

apreciables de P a través del tiempo (Espinoza, 2008).
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El nitrégeno es liberado facilmente a la atmdsfera por lo que la acumulacion de
este elemento en el suelo es minima, por el contrario el fésforo interacciona con los
componentes del suelo, convirtiendose en agregados insolubles, lo cual conlleva a un
efecto residual y acumulativo de la aplicacion de fertilizantes fosfatados, pero esta
residualidad en ningun caso es suficiente para fertilizar al siguiente ciclo de cultivo,

aun cuando la dosis anterior haya sido alta (INIAP, 2007).

Se estima que en el pais de los 27361.786 ha destinadas para la actividad agricola
el 46% estan afectadas por la degradacion del suelo (Ministerio del Ambiente, 2013).
Una forma de disminuir el desgaste del suelo es mediante buenas practicas agricolas
o proporcionidndole un descanso al suelo, lo cual podria incrementar el porcentaje de
M.O. y posiblemente también el nimero de microorganismos benéficos que
renueven las propiedades del suelo, ya que se ha encontrado que en aquellos suelos
de uso agricola que tienen un descanso de varios afios el porcentaje de materia
organica incrementa a medida que aumentan los afios de descanso (Duchicela et al,

2013).

4.1.2. Conteo de Unidades formadoras de colonias presentes en el suelo.

El nimero promedio de bacterias que crecieron en el medio KB, fue de 4.04x10°
UFC/gramo de suelo, este valor es menor al encontrado por Hernandez et al, (2003),
cuyo promedio de UFC fue de 6.2 x 10° UFC. Esto se debe a que el nimero de
microorganismos es diferente en cada ecosistema, ya que las condiciones

ambientales y los nutrientes disponibles influyen en su crecimiento y desarrollo

(Gonzalez, 2010).

Los microorganismos del suelo presentan una actividad bioquimica baja, como
resultado la produccion de CO> de su respiracion es residual y la materia orgdnica
tiene una proporciéon C/N muy baja. Sin embargo, tras el aporte de materia organica
al suelo, la relacion C/N incrementa, y el numero de microorganismos se eleva
rapidamente, debido a la existencia de energia y nutrientes en el suelo (Jordén,

Manual de Edafologia, 2005). Esto explica porque se encontré una mayor poblacién



84

bacteriana en suelos no cultivados, especialmente en la provincia de Bolivar cuyo
%M.0. y UFC/g suelo; fueron superiores, a todas las muestras de suelo analizadas.
Varios estudios revelan que la actividad agricola modifica las propiedades del
suelo, lo cual influye en el crecimiento y metabolismo de los microorganismos que lo
habitan. El uso de mecanizacién agricola y de agroquimicos, ocasionan impactos
negativos en el suelo de cultivo, donde el mayor problema es la erosién (Suquilanda,

2008).

En los suelos de Seccion Oriental — provincia de Pichincha, se encontré una
menor cantidad de UFC (1.55 x 10° UFC/ g de suelo), esto puede deberse a que han
sido sometidos por mas de 40 afios a un monocultivo extensivo e intensivo de maiz,
lo cual ha generado cambios en los recursos minerales del suelo, que reducen

paulatinamente la diversidad microbioldgica y edafica del suelo (Pérez et al, 2010).

4.1.3. Porcentaje de bacterias solubilizadoras de fésforo presentes en el suelo.

La cantidad de fosforo presente en el suelo no influye en la cantidad de
microorganismos solubilizadores (Ferndndez et al., 2005), es por ello que a pesar de
que se encontré mayor cantidad de P en suelos agricolas (29.75 ppm) con respecto a
los suelos no cultivados (8.8 ppm), estadisticamente no existio diferencia
significativa entre estos dos grupos de suelo, pero matematicamente si; ya que en el
suelo agricola existi6 un porcentaje ligeramente superior con 9.2% BSP, respecto al

suelo no cultivado con 7.98 % BSP.

La provincia de Pichincha present6 mayor cantidad de P, pero no se pudo
observar BSP. Los monocultivos influyen en la seleccién natural de los grupos
microbianos presentes en la rizosfera, debido a que los exudados propios de una
misma planta condicionan el desarrollo de grupos microbianos especificos (Pérez et

al, 2010).

Micanova y Novakova (2002), mencionan que en suelos pobres de fosforo las

BSP tienen mayor capacidad de solubilizacién, mientras que en suelos ricos en
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fésforo soluble, o con aportes de fertilizante solubles, las bacterias pierden ésta

capacidad de solubilizacién, lo que se conoce como el efecto Feedback.

El porcentaje de microorganismos solubilizadores de fésforo presentes en suelos
depende de varios factores como; el tipo de suelo, el ciclo del cultivo, el manejo
agrondémico. Sin embargo, es importante mencionar que el método para determinar el
porcentaje de BSP utilizado por cada investigador también podria ser causa de

variabilidad (Fernandez et al., 2005).

En un estudio realizado por Figueroa y Garcia (2012) se analizaron 13 cepas
bacterianas con capacidad para solubilizar fésforo. La poblacion de bacterias
solubilizadoras de P, fue mayor en el medio adicionado con fosfato tricélcico, en
comparacion con la poblaciéon encontrada en medio con roca fosforica. Kucey
(1983) afirma que un medio de cultivo con fuentes carbonadas excluye a aquellos
organismos solubilizadores de fosfato que no utilicen -eficientemente los

carbohidratos.

4.1.4. Aislamiento y purificacion de Pseudomonas sp.

Los resultados de los andlisis quimicos evidenciaron que en todos los suelos
muestreados existen condiciones favorables para el crecimiento de microorganismos,
Berge et al, (1991) demostrd la importancia de algunas propiedades de la fertilidad
del suelo, como el pH y la materia orgdnica, en la supervivencia y establecimiento de

microorganismos en la rizosfera de maiz.

Con relacion al cultivo de maiz los géneros bacterianos predominantes
encontrados en la rizéfora, independientemente de la edafologia, clima o altitud son:
Klebsiella, Burkholderia, Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y
Streotomyces (Berge et al, 1991 y Hernandez et al, 2003). En este estudio se logro
aislar al menos una cepa del género Pseudomona en cada una de las muestras de

suelo pertenecientes a las privincias de Imbabura, Pichincha, Bolivar y Chimborazo.
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4.1.5. Caracterizacion bioquimica de Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp., son bacilos Gram (-), oxidasa, peroxidasa citrato, motilidad,
positivos, se diferencian de otros géneros por la produccién de pigmentos fluoscentes
como piocianina y fluoresceina; ocasionando alteraciones en los medios de cultivo
para su crecimiento (Prescott et al., 2004), similar a los resultados observados en esta
investigacion ya que las colonias aisladas presentaron pigmentos de color verde, que

se difundieron en el agar KB y emitian fluorescencia bajo luz UV.

Este género tiene un metabolismo oxidativo no fermentativo razén por la cual en
la prueba TSI su resultado fue K/K (alcalino/alcalino), lo que significa que no
fermenta azucares (Britanialab). Ademadas la utilizaciéon de pruebas API 20E de
Biomérieux, fueron muy utiles para confirmar el género de las cepas en estudio

(Anexo C.2 y Figura 3.6).

Las cepas pertenecientes al género Acinetobacter poseen la capacidad de
degradar la urea al ser positivas para esta prueba. Esta caracteristica es motivo de
investigacion, ya que en la degradacion de este compuesto disponible en forma de
materia orgdnica o en la orina de algunos animales, se obtiene como producto
amoniaco, el cual es precursor para la formaciéon de productos como amonio y

nitrato, que son facilmente absorbidos por las plantas (Valero, 2003).

4.1.6. Caracterizacion molecular de las cepas de Pseudomonas sp.

Para la identificacion taxondmica y validacion de andlisis de un microorganismo
se deben aplicar tanto: criterios morfolgicos, bioquimicos y moleculares (Rodicio y

Mendoza, 2004).

El gen 16Sr se ha convertido en un marcador molecular por excelencia, debido a
que se transmite verticalmente entre los individuos de la poblacion, ademds tiene
regiones conservadas y variantes que permite establecer relaciones filogenéticas

(Wang y Quian, 2009).



87

En la actualidad existen varios secuenciadores automaticos que facilitan conocer
el orden de los nucledtidos de un fragmento de ADN en particular. Sin embargo las
secuencias obtenidas con dichos equipos podrian tener errores o presentar posiciones
ambiguas en los nucledtidos, lo cual dificulta el andlisis de las mismas. Para resolver
estos problemas y asegurar la validez de los resultados, se debe realizar la
secuenciacion de la cadena forward (5°-3’) y reverse (3°-5’), para alinearlas y
obtener una secuencia consenso (Morillo E. y G.Mifio, 2011). Sin embargo por la
falta de recursos econdmicos no se pudo realizar la secuenciacién de la cadena

reverse.

Rodicio y Mendoza, (2004) mencionan que la evaluaciéon de los
electroferogramas ayudan a la correccion de errores, y que para la identificacion de
bacterias a nivel de género no se requiere necesariamente la secuenciacion del ADNr
16S completo, ya que la mayor variabilidad se encuentra en las primeras 500 bases,

correspondientes al extremo 5”.

Es posible que por la mala manipulacion de los capilares de purificacion, se
contaminaran con DNasas los ADNr de las cepas cnB2, cnl3, y cnP1, lo cual

provoco la degradacién de los mismos.

4.1.7. Evaluacion de la Solubilizacion de fosfatos in vitro

Los halos de solubilidad variaron 2 mm a 16 mm, sin embargo esto no quiere
decir que la cepa con mayor halo es capaz solubilizar mayor cantidad de fésforo.
Lara el al., (2013) observaron que los mayores valores del didmetro del halo no
correspondieron con los valores mds elevados de la concentracién de fosfato
solubilizado en medio liquido. Esto se debe a que ciertas bacterias producen citrato;
el unico carbolixato con capacidad de solubilizar fosfato tri cdlcico bajo condiciones

neutrales de pH (Fankem et al., 2006).

En esta investigacion se usé en el medio de cultivo parpura de bromocresol,

como indicador de pH, el cual permiti6 observar el descenso de pH, por el cambio de



88

color del medio. Con relacién a los posibles mecanismos de solubilizacién de
fosfatos, varios estudios confirman que las especies Pseudomonas producen acidos
orgénicos, especialmente a través de la oxidacion de glucosa a dcido glucénico por la
ruta de oxidacion directa, lo cual provoca la acidificacién del medio de cultivo (Naik
et al., 2008) y conlleva a la liberacién del fésforo inorgédnico (Pi) mediante el

intercambio proténico (Rodas, 2006).

Niklitschek (2008), menciona que la capacidad de un microorganismo para
solubilizar fésforo, depende del tipo de 4cido que produzca, y no necesariamente del
poder de acidificacién que tenga dicha molécula. Pero su capacidad de solubilizacién
de P y la produccién de 4cido, es un fenémeno complejo que no depende tanto de su
genética; sino de las condiciones nutricionales, y fisiologicas en las que se encuentre

dicho microorganismo (Vyas & Gulati, 2009).

Un estudio realizado por Vyas y Gulati (2009) identificaron a los dacidos
gluconico y 2-cetogluconico; como los dcidos que P. fluorescens, P. poae P. trivialis
y Pseudomonas sp sintetizan en mayor proporcion durante la solubilizacion de
fosforo. Mientras que los 4cidos: madlico, lactico, férmico, oxdlico, fueron

restringidos para ciertas especies de Pseudomonas.

4.2. FASE II: Invernadero

4.2.1. Evaluacion funcional en invernadero de las cepas bacterianas

Lara et al., (2013), menciona que solo los ensayos de campo pueden establecer la
capacidad de los microorganismos para solubilizar fésforo inorgénico y producir un
efecto benéfico en plantas de interés comercial como el maiz, ya que no todos los
microorganismos que solubilizan fésforo en condiciones de laboratorio, pueden

hacerlo en condiciones de campo.

Pseudomonas sp. ha sido aislada en esta investigacion por su capacidad

reportada en bibliografia; para establecer una relacién simbidtica con las plantas o
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vivir libremente en los suelos (Bashan er al., 2007). Existe un sinnimero de
investigaciones sobre los efectos de biofertilizacion, fitoestimulacién y biocontrol,
que ejercen varias especies de Pseudomonas sobre diferentes cultivos (Rosas et al.,
2009; Fgaier y Eberl, 2010; Ulloa, 2011; Hofte y Altier, 2010), favoreciendo el
crecimiento de las plantas mediante la solubilizacion de fésforo, produccién de
fitohormonas (AIA, ACC desaminasa), sintesis de sideréforos (pioverdin)

(Hernandez et al, 2006).

El 4cido indol acético (AIA), estimula la proliferacién y elongacién celular
vegetal, ademds induce la sintesis de la enzima ACC sintasa, que interviene en la
sintesis del etileno el cual ayuda a germinacion de la semilla y maduracién de la
planta, pero en altas concentraciones puede inhibir su crecimiento, provocar

marchitamiento e inducir a la senescencia y muerte prematura.

Las bacterias del suelo que sintetizan a la enzima ACC desaminasa juegan un
papel importante en el desarrollo de plantas expuestas a factores de estrés bidtico y
abidtico, ya que promueven el crecimiento vegetal mediante la disminucién de los
niveles de etileno en plantas, al convertir al precursor inmediato del etileno, el acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), en a-cetobutirato (a-CB) y amonio, este
ultimo puede ser utilizado por las plantas y microorganismos como fuente de
nitrogeno (Holguin, ef al., 2003). Pero el efecto de la inoculacién de estas bacterias
en el crecimiento de las plantas depende significativamente de varios factores, como
del estatus nutrimental de la planta o del manejo de las practicas agricolas (Holguin,

et al., 2003 y Esquivel, et al., 2013).

Los sider6foros que Pseudomonas sintetizan son del tipo catecol, el cual
desempefia un papel fundamental en el control de hongos fitopatégenos, sin afectar a
las plantas colonizadas. También produce antibiéticos como pyluteorina, 2,4
diacetyl-phloroglucinol, acido cianhidrido y 4cido salicilico, y en ocasiones se ha
visto que pueden inducir a que la planta genere resistencia al ataque de bacterias u
hongos como Pythium spp y fusarium sp, pero esta resistencia inducida depende de

la especie vegetal (Herndndez et al, 2006).
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4.2.2. Anadlisis quimico del sustrato

Al realizar la prueba no paramétrica de los signos se observo que el 91.3% de las
cepas inoculadas aumentaron la cantidad de fésforo en el suelo en comparacién con
los valores iniciales (58 ppm), esto podria deberse a la solubilizacién de este
elemento llevado a cabo por las bacterias inoculadas en las semillas de maiz.
Resultados similares se obtuvieron en estudios realizados por Vyas & Gulati (2009)
donde inocularon semillas de maiz con varias especies de Pseudomonas y evaluaron
por 90 dias, al realizar los andlisis de suelo se observd que existié un incremento
significativo en la cantidad de fésforo presente en el suelo, ademds de una mayor

absorcién de P en los tejidos de la planta.

4.2.3. Siembra e inoculacion

Para una buena calidad de inoculante, la concentracién bacteriana es muy
importante, ya que esta debe ser mayor a las densidades naturales que existen en el
suelo para que asi tengan la capacidad de competir efectivamente con las cepas

existentes en €l (Niklitschek, 2008).

4.2.4. Analisis de datos

Con respecto a la variable altura de planta, el testigo absoluto compartié rangos
con todos los tratamientos excepto con las cepas caPl y cnC3, que presentaron
valores inferiores, esto posiblemente se deba a la viabilidad de la semilla, ya que
desde el inicio del ensayo presentaron un lento desarrollo. Se ha observado que la
inoculacién de plantas de maiz con PGPR no influye significativamente en esta

variable pero si en el porcentaje de materia seca (Faggioli, et al., 2007).

El desarrollo de la raiz influye en la absorcion de nutrientes y esto se refleja en la
acumulacion de materia orgdnica. La produccion de IAA por PGPR generalmente
provoca la elongacién y acumulacién de P y N en los tejidos de la planta. En el

sistema radicular; se ha visto que los bajos niveles de IAA producidos por



91

rizobacterias promueve la elongacioén de la raiz primaria, mientras que altos niveles
incrementa la formacién de raices laterales y adventicias, pero inhibe el crecimiento
de la raiz primaria (Marques et al, 2010), esto puede explicar porque en ciertos
tratamientos se observé una mayor cantidad de raices secundarias pero menor
longitud de su raiz principal; y viceversa, sin embargo en los tratamientos T3 (al6),
T13 (aB1), T22 (nC1) y T23 (nC2), presentaron una raiz primaria larga y mayor
cantidad de raices secundarias con respecto al testigo absoluto, lo que quiere decir

que es posible que en estas cepas la cantidad de IAA producido estuvo en equilibrio.

El fésforo es el elemento principal de la molécula ATP, la cual es la encargada
de la transferencia de energia. La asimilacién de fosfatos por los vegetales contribuye
al aumento de su metabolismo y ello se manifiesta en un aumento del contenido de
materia seca total, ya que mientras mayor sea la absorcion de fosforo, mayor energia
tendrd la planta para producir tejidos y organos vegetales, asi como azucares,
proteinas, entre otras moléculas indispensables para generar mayor cantidad de

células (Niklitschek, 2008).

Parra et al., (2011), mencionan que la absorcién de foésforo en las primeras
etapas del desarrollo de la planta de maiz, influye en el contenido de biomasa y en el
area foliar, ya que este nutriente juega un papel importante en la morfogénesis y
expansion foliar, lo cual permite una mejor captacion de energia radiante. Es por ello
que las plantas de maiz inoculadas con cepas al2, al6, nlI3, nlI5, nP2, aB1, aB5, nBI,
nB2 y aC2, al absorber fésforo eficientemente, obtuvieron altos porcentajes de

materia seca y area foliar con respecto al testigo absoluto.

Existen pocas investigaciones sobre la actividad metabdlica de Acinetobacter sp.
Sin embargo un estudio realizado por Islama et al., (2006) menciona que la cepas
Acinetobacter sp. BR-25 y Klebsiella sp. BR-15, solubilizaron mayor cantidad de

fosforo con respecto a la cepa Pseudomona sp. BRS-2.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Se logré aislar 19 cepas solubilizadoras de fésforo, presentes en la rizésfera de
maiz, de la cuales 6 cepas pertenecen a la provincia de Imbabura, 6 son Bolivar, 4 de
Chimborazo y 3 de Pichincha. En los suelos no cultivados se aislaron 5 cepas de

Imbabura, 7 de Bolivar, 4 de Chimborazo y 3 de Pichincha.

Existe mayor porcentaje de materia orgdnica y UFC de bacterias en suelos sin
disturbacién agricola con respecto a los suelos de uso agricola. La actividad agricola
y sobre todo el monocultivo disminuye la cantidad de nutrientes, la poblacién

bacteriana, y por consiguiente la fertilidad del suelo se reduce.

La caracterizacion microbioldgica alegé que de las 38 cepas aisladas de las
muestras de suelo analizadas, 33 cepas fueron identificadas como Pseudomonas sp. 3

pertenecen al género Acinetobacter 'y 2 al género Burkoldela.

Las cepas al2, al3, nP2, nP3 presentaron mayor indice de solubilizacién in vitro,
pero esto no se vio reflejado en el ensayo de invernadero, ya que las cepas mads
eficientes en promover el desarrollo de la planta fueron nC1 (A. calcoaceticus) y
nC2 (P. fluorescens), mostrando valores mayores en cuanto a longitud de raiz, % de
materia seca, drea foliar, y acumulacién de P en los tejidos, con respecto al testigo

absoluto y testigo fertilizado.

Al comparar el testigo absoluto con los demds tratamientos se obtuvo que las
cepas al2, al6, nl3, nlS5, nP2, aB1, aB5, nB1, nB2 y aC2 fueron superiores en todas

las variables evaluadas.

La absorcién de P disponible en el suelo dio lugar a un aumento en la produccion
de biomasa, atribuible a un aumento del 4rea foliar, cuya consecuencia es un

aumento en la cantidad de radiacion fotosintéticamente activa interceptada.
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CAPITULO VI: RECOMENDA CIONES

Se deberfa realizar pruebas de solubilizacion de fdésforo en medio liquido para

determinar con mayor certeza que bacterias son mejores solubilizadoras de fésforo.

Para una mejor relacion entre la materia seca y el drea foliar se debe calcular el indice

de drea foliar ya que este nos da un dato mds real sobre la acumulacién de biomasa.

Se deberfan hacer estudios bajo condiciones de invernadero para observar el
comportamiento que tienen estos microorganismos al realizar fertilizaciones organicas vs

fertilizaciones quimicas.

Es importante realizar estudios con consorcios bacterianos que sean promotoras de
crecimiento, ya que en muchos estudios se ha visto que los consorcios bacterianos

producen mejores efectos que un solo tipo de bacteria.

Debido a que cada microorganismo se comporta de diversas formas en funcién de las
condiciones ambientales, se deberia realizar ensayos en campo para evaluar el

comportamiento de estos microorganismos.

Como perspectivas futuras de investigacion se deberia estudiar la capacidad que tiene

Pseudomona como agente de control bioldgico.
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