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1 RESUMEN

El nitrégeno es uno de los fertilizantes més importantes en la industria azucarera
del mundo, debido a que es un cultivo altamente extractivo; en Colombia es
adicionado principalmente en forma urea; sin embargo; actualmente se han venido
desarrollado tecnologias sostenibles que permitan reducir los impactos negativos
por las pérdidas de nitrdgeno; una opcidbn de mucho interés es el uso de
microorganismos diazotrofos que no solo fijan nitrdgeno sino que tienen
propiedades enraizadoras y biocontroladoras. El propésito de este trabajo fue
evaluar cepas nativas de Azotobacter spp como agente reductor de urea en el
cultivo de cafia de azucar (Saccharum officinarum L. (CC 85-92)). Se tomaron
muestras de raices, tallos y hojas de cafa; donde se obtuvieron 25 cepas, de las
cuales cinco cumplian con las caracteristicas macro y microscopica y bioquimicas
de Azotobacter sp. Finalmente, se seleccionaron dos cepas que fueron las mas
eficientes de acuerdo a la tasa de crecimiento, produccion de compuestos
inddlicos, resistencia a la vinaza y reduccién de acetileno (ARA). Estas fueron
evaluadas en cafia de azUcar a nivel de vivero bajo diferentes concentraciones de
urea (100, 75, 50 y 0%), con un disefo factorial de tres repeticiones, donde la
altura de la planta se evalu6 cada 30 dias después de la siembra hasta la fase de
macollamiento a los 90 dias. Adicionalmente, se evaluo el peso de la raiz al final
del experimento, el peso del tallo, hojas y porcentaje de nitrégeno foliar. Se pudo
establecer una relacion inversa entre la cantidad de fertilizante y el efecto
promotor de crecimiento de las bacterias (p<.0001); mostrando mejores resultados
para la combinacién bacteria dos (2) y 50% de urea. En conclusion la aplicacion
de las bacterias fue significativamente mas efectiva estimulando el crecimiento de
la cafia de azucar con una menor dosis de fertilizante. Por lo tanto se recomienda
realizar experimentos a mayor escala que incluyan la evaluacién de costo
efectividad y produccion en los cultivos.
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2 INTRODUCCION

La industria azucarera constituye un reglon importante para la economia de
diversos paises de la region tropical de América Latina y el Caribe. En Colombia la
mayor concentracion de cultivo se encuentra ubicada en el valle geografico del rio
Cauca, el cual posee las condiciones agroecoldgicas ideales para el desarrollo del
cultivo y donde actualmente se registran aproximadamente 227.748 (Informe anual
CENICANA, 2012) hectareas dedicadas a la explotacion de cafia de azlcar, con
una produccion promedio de 120 ton / ha (Palma et al., 2010).

Por tratarse de un area tan extensa del valle y sumado al hecho de que es un
monocultivo posee altos requerimientos nutricionales en consideraciéon a su
elevada capacidad de extraccion y remocion de nutrientes del suelo, y a su alta
produccion de materia verde y seca; por esto el manejo de la nutricion es un
aspecto crucial desde el punto de vista fisioldgico y econdmico (Subiros, 1998).
Para suplir las necesidades del cultivo se recurre a fertilizantes sintéticos que
contribuyen a la contaminacion por lixiviacion, volatilizacion, fijacion, entre otros;
este impacto negativo ha generado el desarrollo de tecnologias que involucran
microorganismos benéficos y efectivos, los cuales tiene la capacidad de favorecer
procesos esenciales para la nutricion de las plantas (Avella, 2007).

Dentro de los microorganismos mas usados se encuentra Azotobacter spp; el cual
por su accion en la fijacién de nitrégeno atmosférico se encuentra dentro del grupo
de las bacterias diazotréficas, las cuales fijan nitrdgeno por la accién del complejo
enzimatico nitrogenasa, la ecuacion 1 muestra la reaccion de fijacion de nitrégeno
por parte de las bacterias fijadoras de nitrégeno (Baca et al., 2000).

N2(acetileno) (Nitrogenasa} 2NH3(EtiIeno) Ecuacion 1

Por otra parte Azotobacter spp ,también, tiene la capacidad de generar hormonas
o reguladores de crecimiento, especialmente Acido Indol Acético (AlA), es por esto
que, al mismo tiempo, se le incluye dentro del grupo de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal o PGPMs (Pant Growth Promoting microorganims); las cuales
se encuentran asociadas a la rizosfera y estan relacionadas con mayor nimero de
macollamiento, crecimiento, distancia de entrenudos entre otros (Rojas. &
Moreno., 2008), reduciendo de esta manera el uso de agroquimicos y facilitando
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una produccidon econdmica, ademas de contribuir en la restauraciéon de
ecosistemas (Borda M. et al., 2009).

A pesar de los beneficios citados anteriormente, el resultado de la aplicacion de
biofertilizantes depende de la capacidad del microorganismo para adaptarse a las
condiciones ambientales del lugar donde se aplique, es decir al tipo y
caracteristicas del suelo; por este motivo, es importante el uso de bacterias
autoctonas (Echeverria & Koch, 2007). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es
obtener cepas nativas de Azotobacter spp; debido a que esto permite obtener
microorganismos adaptados a las condiciones de los suelos cultivados con cafia
de azucar, especialmente condiciones relacionadas con las aplicaciones de la
vinaza (subproducto de la industria del alcohol y que por sus propiedades se esta
usando actualmente como fertilizante liquido, fuente de potasio y materia
organica).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Formulacion del problemay justificacion

La region del valle geografico del rio Cauca se distingue por su ecologia
excepcional para la siembra, adaptacion, desarrollo y cosecha de la cafia de
azucar sin interrupcion en el afio (Quintero et al., 2008). El territorio cultivado con
cafia comprende 227.748 ha (Informe anual CENICANA, 2012) planas de origen
aluvial, recibe un promedio 1291 mm de lluvias distribuido en dos periodos en el
afio (Informe anual CENICANA, 2012). La temperatura media es 25° C., con
oscilacion de casi 12°C entre el dia y la noche, que propicia la concentracion de la
sacarosa en el tallo de la graminea (Ramos, 2005). El brillo solar sobrepasa las
seis horas diarias, energia que permite mayor actividad fotosintética. La humedad
relativa es aproximadamente del 77% (Informe anual CENICANA, 2012).

A pesar de las buenas condiciones hidroclimatologicas de la zona, se ha hecho
necesario complementar el cultivo con fertilizantes, Gémez & Séanchez, 1968
sostienen que al aumentar la dosis de N aplicado, aumenta significativamente la
produccion de cafia y de azucar, (Giraldo, 1974) encontré que a la semilla de
cafia se le debia suministrar de 300 a 500 kg/ha de P y 200 kg/ha de urea; a lo
qgue (Calderon et al., 1997) argumentaron que la dosis 6ptima de N se encuentra
entre 80 y 100 kg/ha, aplicada en un periodo de 3 meses después de cada corte;
actualmente se usan 120 Kg/ha de N, 60 Kg/ha de P y 60 Kg/ha de K en un
mollisol (Garcia et al., 2003, Arreola et al., 2004).

Por lo anterior, se dice que el nitrdgeno constituye uno de los nutrientes limitantes
en el cultivo de la cafia de azucar (Subiros & Bertsch, 1998), sin embargo, las
cantidades que se deben aplicar dependen de la fertilidad del suelo que esta
intimamente relacionada con el contenido de materia organica (MO) presente en
este; siendo la MO el factor que mas explica las respuestas a las aplicaciones de
nitrégeno (Pérez et al., 2008).

De esta forma, las estrategias de fertilizacion en cafia de azlUcar se basan en el
conocimiento de las respuestas del cultivo a las aplicaciones de N en los
diferentes suelos de la region. Entre otros factores que definen las dosis variables
de N estan, la productividad de las suertes (potencial productivo), la fertilidad del
suelo (MO, textura), la edad de la cafia y otros relacionados con el manejo y
factores del terreno (Pérez et al., 2008).
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Pese a las recomendaciones sobre dosificacion de fertilizantes; la aplicacion en
exceso es uno de los més grandes problemas ambientales; en el mundo se
producen anualmente unas 400 millones de toneladas de fertilizantes, de las
cuales en el mercado de fertilizantes en Colombia se negocian alrededor de 1,5
millones de toneladas (Conpes, 2009).

Un informe del Departamento de Agricultura de Estados Unidos, de 2012, afirma
que Colombia aplica 521 kilos por hectarea de fertilizantes, mientras que en
Ameérica Latina el promedio de aplicaciones de fertilizantes es de 148; en Asia, 85;
en el norte de Africa, 157, y en el Africa subsahariana, 10. El Banco Mundial ubica
a Colombia, luego de China y Malasia y de algunos paises con superficies
desérticas o insulares, como uno de los primeros en la aplicacion de fertilizantes,
con 499 kilos por hectarea de tierra cultivable en promedio entre 2008 y 2012
(Conpes, 2009).

En cultivos perennes como la cafia, los fertilizantes participan con un porcentaje
que abarca entre el 15% hasta el 30% de los costos de produccion,
adicionalmente, el 94% de las ventas se concentra en seis empresas: Mondmeros
Colombo Venezolanos S.A (37%), Abonos Colombianos S.A — ABOCOL (20%),
Ecofertil S.A (15%), Yara Colombia Ltda (13%), Nutricibn de Plantas S.A (5%) y
C.l. De Azucares y Mieles S.A. — CIAMSA (4%); Sin embargo, la produccién
nacional de materias primas representa una proporcion muy pequefia del mercado
nacional.

Todo lo anterior, sumado al limitado conocimiento de las fuentes potenciales de
dichos minerales como por la limitada capacidad para la explotacion y
aprovechamiento de los mismos; ha contribuido a que se dependa de las
importaciones de fertilizantes y las situaciones externas adversas se transmitan
directamente al pais. Por lo que entre 2000 y 2007 el pais importé6 en promedio
445.000 toneladas de Urea al afio (Conpes, 2009).

Por lo tanto; la aplicacion continua de fertilizantes no puede ser una opcion
sostenida para paises en desarrollo, ya que los precios de los energéticos
tienden a la alza debido, entre otras, al fuerte incremento que tuvo el precio del
petréleo y el gas, ocasionando aumentos sostenidos en los fletes y en los
fertilizantes derivados como la Urea. Ademas este tipo de fertilizantes constituyen
contaminantes de los mantos acuiferos y al mismo tiempo la mayoria de estos
compuestos minerales se pierden por lixiviacion (Baca et al., 2000); en efecto, los
gremios de la produccion e industriales del sector de fertilizantes argumentan que
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han calculado que un 70% de las aplicaciones de nitrégeno se pierden (Conpes,
2009).

Debido a la alta demanda de fertilizantes y sumado a los niveles de contaminacion
causados por los excesos en la fertilizacion, se vuelve de gran importancia el
planteamiento de investigaciones encaminadas a seleccionar cepas nativas o
autoctonas que permitan la elaboracién de bio- fertilizantes para reducir el uso de
fertilizantes quimicos. A nivel mundial, los principales cultivos en los que se vienen
utilizando biofertilizantes son algoddn, soya, flores y arroz, siendo este ultimo el
gue emplea la mayor cantidad de este tipo de insumos, logrando reducir hasta en
un 50% el uso de fertilizante quimico nitrogenado (Corpoica, 2007).

Por lo anterior se espera que esta investigacion sea un referente que permita
evaluar el potencial en la germinacion, y de manera preliminar, en el desarrollo de
uno de los cultivos mas importantes en el pais, la cafia de azUcar.

19



3.2 Antecedentes

Se han realizado diversas investigaciones donde se ha evaluado el efecto de la
inoculaciéon en conjunto con la aplicacion de niveles intermedios de fertilizacion
con nitréogeno, fosforo y potasio (Okon & Labandera, 1994). En estas
investigaciones se ha observado que la inoculacién de los cultivos con este tipo de
microorganismos permite reducir en 40- 50% el nivel de los fertilizantes sin que
exista disminucion en el rendimiento de la cosecha (Itzlgshn et al., 2000).

Segun (Do6bereiner et al., 1995.); “algunas gramineas como la cafia de azucar
asociada con bacterias fijadoras de nitrégeno enddfitas pueden crecer casi
independiente de la disponibilidad de nitrégeno del suelo” (Lozano et al., 2005);
igualmente en el caso del cultivo de la cafia de azucar en Brasil, a diferencia de
otros paises del mundo, las variedades presentan una baja respuesta a la
fertilizacion nitrogenada, principalmente en el primer ciclo. El potencial de Fijacion
Bioldgica Nitrogeno (FBN) en las variedades mas eficientes alcanzan hasta el 71%
de las necesidades del cultivo (Lozano et al., 2005); a lo que (Baca et al.., 2000,
Resende et al..,, 2006) corroboran diciendo que en la asociacion de A.
diazotrophicus con cultivos de cafia de azucar en Brasil, se han descrito
rendimientos de fijacion de nitrdgeno de de 160Kg/N por hectérea, una fijacion
similar a la observada en las leguminosas.

También, el centro de Investigaciones y Aplicaciones Biotecnologicas de Espafa
(IAB) encontrd que, el uso de inoculantes a partir de Azotobacter spp acorta el
periodo de semillero y ciclo total del cultivo, permitiendo la obtencion plantas
vigorosas que pueden trasplantarse en menor tiempo. Ademas, aceleran la
floracién y fructificacion, aumentando el numero de flores y frutos e incrementando
los rendimientos de las cosechas. Esto permite el ahorro de fertilizantes
nitrogenados recomendados en las normas técnicas de varios cultivos (Echeverria
& Koch, 2007).

Otras investigaciones realizadas encontraron que inocular con Azotobacter sp las
yemas de cafia de azUcar al momento del trasplante, y la inmersion de las raices
al momento de la siembra, origina un incremento en la velocidad de germinacion.
También se observo una mejoria en el establecimiento del material trasplantado,
en el desarrollo de las raices, el macollamiento, la altura y numero de tallos
movibles. Todo lo anterior resultd en un incremento de la produccién por unidad de
area (Aguero, 2009).
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4 MARCO TEORICO

4.1 Generalidades sobre el cultivo de cana de azUcar

Segun (Rodriguez, 2001) la cafia de azucar actual esta formada por varias
especies (Tabla 1), en su mayoria S.officinarum y S.spontaneum, las cuales han
aportado mas del 95% de las ultimas variedades.

Tabla 1. Composicion de la cafia de azticar moderna (Rodriguez, 2001).

Género Especie Caracteristicas fundamentales

Saccharum  S. Officinarum Son las llamadas cafias nobles. Originalmente se utilizaron
directamente como variedades comerciales. Sacarosa hasta
15%, fibra 10%. Mas susceptibles a factores adversos.

S. spontaneum Cafias silvestres o salvajes. Mayor resistencia. Alto contenido de
fibra (+30%%) y bajo contenido azucarero (4-8%).

S. robustum También llamada cafia de la India. Se usé hace cientos de anos.
Contenido azucarero bajo (<10%) y alto de fibra (20%).

S. sinense Cana de la China. Aceptable contenido de sacarosa (>12%) y
fibra alrededor de 12%.

Morfologicamente, las raices de cafia de azucar son de dos tipos; estaca original
o primordiales y las permanentes, las primeras son delgadas, muy ramificadas y
su periodo de vida llega hasta el momento en que aparecen las raices en los
nuevos brotes, lo cual ocurre entre los dos y tres meses de edad. Las segundas
brotan de los anillos de crecimiento radical de los nuevos brotes. Son numerosas,
gruesas, de rapido crecimiento y su proliferacién avanza con el desarrollo de la
planta. Cerca del 85% de las raices predominan en los primeros 60 cm de
profundidad y su distribucion horizontal en el suelo alcanza hasta dos metros
independiente de la edad, la variedad y el corte (Estévez et al., 1995).

Otra parte importante en la cafia es el tallo, en el cual se almacenan los azucares,
la cafia de azucar forma cepas constituidas por la aglomeracién de tallos, que se
originan de las yemas del material vegetativo de siembra y de las yemas de los
nuevos brotes subterrdneos. Los tallos estan formados por nudos que se
encuentran separados por entrenudos en los que se desarrollan las yemas y las
hojas (Estévez et al., 1995).
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Finalmente en las hojas es donde ocurren las transformaciones del agua, el CO, y
los nutrientes en carbohidratos, en presencia de luz solar; las funciones principales
de la hoja son. La fotosintesis y la traslocacion de nutrientes. La respiraciéon y la
transpiracion. Cada uno de estos procesos implica un intercambio de gases entre
el interior y el exterior de la planta, que es controlado por los estomas (Estévez et
al., 1995).

4.1.1 Fisiologia del cultivo

En cuanto a la fisiologia, La Fn (Fotosintesis neta) es méas alta en plantas jévenes
a niveles de luz superiores a 500 pmol/m?seg (en el valle geografico del rio
Cauca la luz al medio dia sin nubes es de 2200 umol/m?seg aprox).
Investigaciones de CENICANA confirmaron que en la zona azucarera de Colombia
la Fn méxima ocurre en plantas de tres meses de edad y luego decrece
notoriamente (Figura 1 a y b) (Estévez et al., 1995).

50

50

Radiacion fotosintética activa

Tasa de asimilacion de Co,(umolm?/seq)

a.

45

40

35

30

25

20

(um Quanta/m?/seg)
---------- Q2000

------ - Q1500
———— Q1000

Q500

Tasa de asimilacidn de CO, (umolim*/seg )

45 -

40 -

as -

30 =

25 -

20 -

Edad de la planta

Menorde 3 meses
———— Entre 4y Gmeses

= Mayor de 7 mesas

1 | 1 1
500 1000 1500 2000 2500

Radiacion fotosintética (pmol Quantaim®isag )

Figura 1. a Fluctuacion de la tasa de fotosintesis con la edad del cultivo de cafa de azicar b.
Relacién entre la tasa de asimilacion de CO2 (Fotosintesis)de la cafia y la disponibilidad de luz a
varias edades del cultivo.

Fuente: (Estévez et al., 1995).

Hart & Burr (1967) y Alexander (1973) citados por (Estévez et al., 1995),
demostraron que las deficiencias de nitrégeno, potasio y fosforo resultaron en un
menor valor de la Fn (Fotosintesis neta). A pesar de la falta de informacion, parece
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l6gico pensar que la Fn disminuye con las deficiencias de cualquier nutriente que
cause clorosis.

4.1.2 Distribucion de suelos

De acuerdo con los estudios detallados de suelos, realizados en el 2008, en las
227.748 ha (Informe anual CENICANA, 2012) hectareas areas de influencia de los
13 ingenios azucareros ubicados en al valle geogréafico del rio Cauca, solo en el
10% del area ocurre heterogeneidad textural a través de los horizontes del perfil,
en el 90% restante existe homogeneidad textural y predominio de la familias
texturales muy fina, fina, franca fina y franca gruesa. Asi mismo, el 47.8% del &rea
es ocupada por suelos del orden Mollisol; el 31% por Vertisoles; el 17.3% por
Inceptisoles, el 2,3 % por Alfisoles; el 0,8% por Entisoles, el 0,5% por Ultisoles y
menos del 0,01% por Histosoles (Quintero et al., 2008).

4.1.3 Fertilizacion

El suministro de nutrientes depende de la capacidad del suelo para suministrar el
nutriente (capacidad de intercambio cationico) y de la eficiencia de la planta para
absorber el nutriente disponible. Asi, para el nitrégeno, el suministro depende de
factores de suelo y clima que afectan la mineralizacion de la materia organica del
suelo y de los residuos de cosecha del ciclo anterior, para el fosforo y el potasio el
suministro depende de factores como la capacidad de fijacién, y de manejo, en
relacion con fertilizaciones previas y su acumulacion en los reservorios labiles y no
labiles (Palma et al., 2002).

El cultivo de cafia de azucar (Saccharum officinarum) requiere de 1.2 kg de N, 0.7
kg de P y 3.0 kg de K, por tonelada de cafia, por lo cual es considerado un cultivo
extractivo, con estas necesidades nutricionales la dosis de fertilizacion
recomendada es 120 Kg N, 60 Kg P y 60 kg de K por hectarea; sin embargo, esta
dosis es insuficiente para satisfacer los requerimientos; ademas, se ha detectado
gue so6lo 30% del N del fertilizante es utilizado por el cultivo de la cafia de azucar
(Arreola et al., 2004).

La urea (CO(NH,),) es la fuente nitrogenada que se emplea con mayor frecuencia
en el cultivo de la cafia. Posee cerca del 46% de N y es por lo general una de las
mas baratas por unidad de este elemento. La urea debe hidrolizarse primero como
amonio y luego nitrificarse mediante bacterias aerdbicas. Se ha investigado que
esta fuente de nitrégeno tiene una solubilidad relativamente alta y su efecto
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residual puede desaparecer en unos dos o tres meses, después de la aplicacion,
ademas, la mayor parte del nitrégeno aplicado es absorbido por las plantas en las
primeras cinco semanas posteriores a su aplicaciéon (Gomez & Sanchez, 1968).

El sulfato de amonio ((NH4).SO4-) es muy soluble en agua pero poco higroscopico
y no debe emplearse en suelos acidos; es un fertilizante en forma de cristales
blancos que posee 21% de Ny 23.7% de S.

El nitrato de amonio (NH4 NO3-) también fue usado como fuente nitrogenada, pero
es muy higroscopica, soluble y altamente explosiva. Se caracteriza por poseer
33.5% de N, en dos formas: nitrica (16.75%) y amoniacal (16.5%). Es la fuente
con mas rapida accién sin embargo, bajo condiciones de alta precipitacion se
lixivia de manera considerable (Aguero, 2009).

Debido a que las socas (rebrote de los tallos de cafia sembrados) se cosechan a
12 meses, la fertilizacion debe realizarse tres meses después del rebrote (maximo
ahijamiento), para que la planta disponga de seis 0 siete meses para absorber
este fertilizante; un exceso de N disponible en la época de cosecha es la principal
causa del bajo contenido de sacarosa y alto contenido de azlcares reductores,
glucosa y fructosa (Garcia et al., 2003). EI N aplicado en un periodo de 3 meses
después del corte, ocasiona incrementos en el contenido de sacarosa sin causar
ningun efecto negativo en la calidad de los jugos (Gomez & Sanchez, 1968).

Los ultimos estudios sugieren que el nitrégeno se acumula principalmente en las
hojas durante una buena parte del ciclo pero al final es transportado
mayoritariamente hacia los tallos; ademas se han detectado dos periodos criticos
de absorcién (Figura 2), el primero de los cuales abarca las etapas de
macollamiento y crecimiento en la fase vegetativa (93- 123 dias después del corte
ddc) y el segundo en la etapa de maduracién de la fase reproductiva (185 -214
ddc) (Rengel et al., 2011).

También se ha detectado que durante los cuatro primero meses del ciclo el cultivo
habia producido solamente el 16.5% de su biomasa seca, pero habia acumulado
entre 20 y 40% de los macronutrientes, lo cual sugiere la necesidad de su
suministro desde las primeras etapas de cultivo (Rengel et al., 2011) (Figura 2).

ElI N influye en el desarrollo de las cepas de la cafia principalmente por sus efectos
en el macollamiento y en el vigor de los tallos (Quintero, 1997). Altas aplicaciones
de N pueden aumentar el indice de area foliar, la tasa de crecimiento y el
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rendimiento de tallos, aunque en detrimento de la calidad del jugo (Wiedenfeld,
1997).
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41 G5 93 123 153 185 214 281 273 300
Dias despues del corte

Figura 2. Acumulacién de N en tallos y hojas de caifa de azucar var. RB 85-5035. Las barras
verticales del total indican el error estdndar (no visibles cuando son menores que el marcador)
Fuente: (Rengel et al., 2011).

4.2 El ambiente rizosferico

El termino rizésfera se refiere a la zona del suelo influenciada por el desarrollo de
raices, en donde se activa la proliferacion de microorganismos, gracias al
suministro de exudados radicales que contienen azucares, aminoacidos, vitaminas
y enzimas, ademas de sefiales que modulan la interaccidbn microorganismo —
planta (Avella, 2007). Las raices de las plantas leguminosas secretan varias
sustancias organicas que estimulan el desarrollo de una microflora en la rizosfera.
Este estimulo no esté restringido a los rizobios, sino que abarca muchas bacterias
diferentes de la rizésfera (Salazar, 2003).

Los microorganismos rizosfericos pueden clasificarse en: asociativas o de vida
libre, aerobias, anaerobias o aerobias facultativa. Las principales especies
bacterianas asociadas con gramineas son Azospirillum lipoferum, A. brasilense y
A. amazonense (DoObereiner et al.,, 1995.) Herbaspirillum seropedicae vy
Acetobacter diazotrophicus; Enterobacter agglomeran, E. cloacae, Bacillus
azotofixans, B. polymyxa y Alcaligenes faecalis, Klebsiella sp. y bacterias de los
géneros Azotobacter y Pseudomonas (Loredo et al., 2004) , en la Tabla 2 se
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presentan algunas cepas asiladas de cafia de azucar (Rodriguez, 2001, Rodriguez

C. et al., 2005).

Tabla 2. Cepas aisladas de cafia de aztcar en diferentes estudios(Rodriguez C. et al., 2005).

Cepas

Procedencia

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAI-5
(ATCC 49037) (cepa de referencia)

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa 1-05

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa 4-02

Bacillus licheniformis cepa5

Enterobacter agglomerans cepa 2

Aislados
10,13,14,100,102,104,105,109,12,19,101,
103,106,107,17, 18,15,16.

Aislados
23,26,202,27,21,25,201,203,206,207,20,22,28,29,
204,205,208, 24.

Aislados
39,305,33,34,35,38,302,304,31,32,36,37,303,30.

Aislada a partir de raices de cafia de azucar en Brasil
(Cavalcante y Dobereiner, 1998)

Aislada de tallos de la variedad de cafia de azUcar
Jaronu 60-5 (Heydrich y cols., 1998)

Aislada de tallos de la variedad de cafia de azUcar
Media Luna 318 (Heydrich y cols., 1998)

Aislada de tallos de la variedad de cafia de azUcar
Cuba 323-68 (Rojas y Cols.,2001)

Aislada de tallos de la variedad de cafia de azucar
Media Luna 318 (Rojas y cols., 2001)

Provenientes de tallos de la variedad de cafia de
azucar Cuba 1051-73, aisladas segiin metodologia de
Cavalcante y Dobereiner, 1988.

Provenientes de tallos de la variedad de cafia de
azUcar Cuba 323,68. aisladas segiin metodologia de
Cavalcante y Dobereiner, 1988.

Provenientes de tallos de la variedad de cafia de
azucar Cuba 86-12. aisladas segiin metodologia de
Cavalcante y Dobereiner, 1988.

La capacidad de algunos integrantes de la microbiota nativa de la cafia de azlcar
de producir fitohormonas, como las bacterias promotoras de crecimiento (PGRS) y
realizar la fijacién biol6gica del nitrégeno, como las bacterias fijadoras de nitrégeno
o diazotroficas, constituye un criterio de seleccion importante de especies que en
su relacién con la planta contribuyen a su desarrollo y productividad (Rodriguez C.

et al., 2005).

4.2.1 Bacterias promotoras de crecimiento (PGRS).

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal tienen la capacidad de bio-
sintetizar sustancias promotoras de crecimiento, como las auxinas, esta habilidad
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se manifiesta en medios suplementados con L-triptéfano, el principal precursor de
la biosintesis de Acido Indol Acético (AIA) (Brandl et al., 1996, Rodriguez C. et al.,
2005).

La promocion de crecimiento radical es uno de los principales factores por los
cuales se evalua el efecto benéfico de las distintas PGPR. En este sentido, la
produccion bacteriana de AIA y la alta sensibilidad de las raices a dicha hormona
seria fundamental en la respuesta a la inoculacién. Bacterias que secretan bajos
niveles de AIA (10 °a 10 * pg) estimularian la elongacion de raices, mientras que
bacterias altamente productoras de auxinas promoverian la formacién de raices
laterales o el desarrollo de pelos absorbentes (Schoebitz, 2006)

Segun (Rodriguez C. et al.,, 2005) los microorganismos en los que se detecto
produccion de AIA también mostraron actividad nitrogenasa. Estos resultados
apoyan la hipétesis propuesta por (Bashan & Levanony, 1990), en la que
sostienen que existen varios mecanismos involucrados en la asociacion planta-
microorganismo, que actlan simultaneamente, y cuya suma, bajo condiciones
ambientales favorables, deviene en los cambios observados en el crecimiento de
las plantas.

Finalmente dentro de las metodologias mas usadas para medir la producciéon de
AlA, segun (Bautista & Gallardo, 2008, Schoebitz, 2006, Rodriguez et al., 2005),
estd el método de Salkowski, el cual es eficaz y sencillo para la deteccion y
cuantificacion de AlA.

4.2.2 Bacterias fijadoras de nitrdgeno o diazotroficas - Fijacion
Biol6gica de Nitrogeno(FBN).

La utilizacién del gas nitrdgeno (N2) como fuente de nitrégeno se denomina fijacion
de nitr6geno y es una propiedad que poseen sélo algunos microorganismos. La
fijacion biologica del N, es efectuada por las bacterias de vida libre o algas verde-
azules que hacen uso del N, por medios no simbidticos o por asociaciones
simbidticas compuestas por un microorganismo y una planta superior, tales como
la simbiosis rhizobium-leguminosa, importante desde el punto de vista agricola
(Salazar, 2003); también existen evidencias de una relacion evolutiva entre
bacterias y las plantas hospederas, las cuales establecen una interaccion menos
especifica que la simbiosis de leguminosas (Bashan & Levanony, 1990).

El proceso de fijacion bioldgica de nitrogeno requiere de un aporte considerable de
ATP que exige un consumo significativo de oxigeno (0,) durante la respiracion
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celular y es llevado a cabo por la accién del complejo enzimatico nitrogenasa
(Soto-Urzua & Baca, 2001). Esta enzima esta formada por dos proteinas, una que
contiene hierro (proteina-Fe) y otra que contiene molibdeno y hierro (proteina Mo-
Fe). La nitrogenasa que contiene Mo es la mas ampliamente distribuida (Aguero,
2009). Este complejo enzimatico nitrogenasa, responsable del proceso, es
inactivado por el 0, por lo que las bacterias diazotréficas han desarrollado una
serie de estrategias dependiendo de su estilo de vida para resolver esta aparente
paradoja y proteger a la nitrogenasa de su inactivacion irreversible, entre los
cuales esta:

e Evasion del 0, y desarrollo de ambientes anaerdbios,

e Generacion de barreras fisicas que impidan la difusion 0, hacia el complejo
enzimatico nitrogenasa.

e Eliminacién metabdlica del 0, que permite reducir su concentracién a
niveles aceptables cerca del complejo enzimético nitrogenasa.

¢ Modificacion conformacional del complejo enzimatico de un estado
protegido inactivo a uno activo.

¢ Sintesis de novo del complejo enzimatico nitrogenasa alterando el equilibrio
entre la sintesis y degradacion (Soto-Urzua & Baca, 2001) (Lee et al.,
2004).

Asi, dependiendo de las condiciones de crecimiento, en Azotobacter sp funcionan
al menos cuatro de los anteriores mecanismos para proteger el complejo
enzimatico nitrogenasa (Soto-Urzua & Baca, 2001).

4.3 Generalidades sobre Azotobacter spp

Fue descrito por primera vez por Beijerinck (1901) y en la actualidad incluye seis
especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A. nigricans, A. armeniacus
y A. paspali.

REINO: Bacteria
PHYLUM: Proteobacteria
CLASE: Gamma proteobacteria
ORDEN: Pseudomonadales
FAMILIA: Azotobacteraceae
GENERO: Azotobacter
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Las bacterias del género Azotobacter tienen un diametro celular de 1.5 a 2.0 um
por 3.0 - 7.0 um de longitud, son pleomorficas, variando su morfologia desde
bacilos hasta células en forma de cocos. Se les observa como células individuales,
como pares o formando agregados irregulares, y algunas veces formando
cadenas de tamafio variable. Se reproducen por fisidn binaria y se mueven por
flagelos peritricos (Echeverria & Koch, 2007).

Son bacterias aerobias de vida libre pero pueden crecer a bajas concentraciones
de oxigeno. Fijan nitrdgeno hasta en condiciones microaerobias (2% oxigeno). La
fijacion de nitrogeno depende de la presencia de Molibdeno, Vanadio o enzimas
nitrogenasas que contengan Fe. Pueden utilizar alcoholes, azlcares o sales de
acidos organicos como fuentes de carbono (Gallegos & Quispe, 2009).

Morfologicamente, las colonias son viscosas, convexas, lisas o0 arrugadas y
poseen pequefias inclusiones granulares, el color se presenta en diferente matices
de pardo, producen pigmentos que en ocasiones se difunden en el medio de
cultivo (Agar-Asbhy) selectivo para este género, pueden llegar a medir de 2 — 6
mm de diametro en 5 dias a una temperatura de 28 a 30° C (Figura 3) (Avella,
2007, Parra, 2000) son bacilos gran negativos grandes y cortos que crecen en un
pH minimo de 4,8 — 6,0 y a un maximo de 8,5, con un pH ideal de 7,0-7,5
(Gallegos & Quispe, 2009).

Figura 3. a. Aislamiento de Azotobacter spp en medio semi-solido b. microscopio 1000x (Aguero
M., 2009).

Para el caso de los aislamientos del género Azotobacter las pruebas bioquimicas
usuales son prueba de catalasa, oxidasa, utilizacion de azucares, produccion de
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pigmentos, formacién de quistes y motilidad (Brenner et al., 2005, Avella, 2007,
Borda M. et al., 2009) (Tabla 3).

Tabla 3. Movilidad, formaciéon de filamentos y pruebas bioquimicas utilizadas para la
caracterizacion del género Azotobacter spp (Avella, 2007).

Caracteristicas y A. A, A A A. A.
Test/Especie vinelandii beijerinckii paspali  armeniacus nigricans  chroococcum
Movilidad + - + + - -
Filamentos en -b -b + -b -b -b
cultivos jovenes
Oxidasa + D - D D D
Peroxidasa + + + D +
Nitrato-Nitrito + + + - +
Meso-inositol + D - D - -
Fructosa + + + + +
Glucosa + + + + + +
sSucrosa + + + + +
Malonato + + - - D D
Benzoato D + - - - +
Caproato + - - - - +
Caprilato + - - + - -
Maltosa + D - D +
Rafinosa D D - D D +
Glicerol + D - - - D
Sorbitol + D - + D +
Manitol + D - + D +
Ramnosa + - - - - -

- b: Estas especies podrian producir esporadicamente filamentos de diferente longitud
D: 11% - 89% de las cepas son positivas

+: 90% o mas de las cepas son positivas

- - 90% 0 mas de las cepas son negativas

Finalmente; en cafia de azlcar se ha reportado que para hacer aislamientos, lo
conveniente es realizar los muestreos después de los cinco meses, donde hay
suficiente humedad y el cultivo se encuentra en activo crecimiento, condiciones
para un 6ptimo desarrollo de los microorganismos en la rizésfera (Cracogna et al.,
2003).
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4.3.1 Medios de cultivo para bacterias diazotroficas como Azotobacter
Sp

Segun (Rodriguez C. et al., 2005) las fuentes carbonadas guarapo, sacarosa y
fructosa, presentes en el medio de cultivo, estimulan la actividad nitrogenasa de
los diazétrofos representativos del grupo; la actividad nitrogenasa fue mayor en
ausencia de nitrogeno, asi como con la adicion de KNO3 . Ademas la actividad
nitrogenasa de las cepas endofitas en estudio se favorece cuando estas se
cultivan a pH acido a neutro, entre 5y 7, y se inhibe a pH 3 y 8 (Bashan &
Levanony, 1990).

Lo anterior lo confirman (Korndofer et al., 2004), quienes explican que el aumento
de la actividad microbiana se debe al contenido de fuentes organicas provenientes
de la vinaza que proporcionan energia para los microorganismos, y a su vez
aumenta el crecimiento acelerado de la masa microbiana, a lo que (Garzon et al.,
2001) encontraron crecimiento de Azotobacter sp usando como caldo de cultivo 15
g/l de carbonato, 5 g/l de sacarosa, 0.1 g/l fosfato dipotasico, 5 g/l de sulfato de
calcio y 1 litro de vinaza con unos exponenciales de 10° UFC/ml. Finalmente
(CORPOICA, 2007), encontraron que a concentraciones de vinaza de 20 % v/v
Azotobacter chroococcum y Azotobacter vinelandii crecieron a un 57x 10% y 14x
108 respectivamente.

4.4 Métodos moleculares para identificar presencia de genes
fijadores de nitrégeno.

Los genes nif y el DNAr 16S han sido reportados para la caracterizacion de
diferentes géneros de bacterias diazotroficas , ya que son muy conservados y se
encuentran en todos microorganismos fijadores de nitrégeno (Avella, 2007).

La produccion y regulacién de la enzima nitrogenasa es codificada por los genes
nif, de estos, el gen nif H codifica la dinitrogenasa en las bacterias fijadoras de
nitrogeno. La diversidad de las bacterias diazotroficas asociadas a plantas es
directamente detectada usando fragmentos del gen nif H sin necesidad de usar
metodologias tradicionales de cultivo. (Thaweenut et al.,, 2011) encontraron
especies de Azoarcus sp usando secuencias de nucleotidos del gen nif H, usando
el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial de cepas nativas de Azotobacter spp como agente reductor de
urea en la fertilizacion del cultivo de cafia de azlucar (Saccharum spp) hasta la fase
macollamiento.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar cepas nativas de Azotobacter spp de un suelo Udic Haplustolls
serie SINAI (SK) cultivado con cafia de azucar.

e Establecer las mejores cepas mediante la evaluacion de sintesis de
compuestos indolicos - produccion de Acido Indol Acético (AIA) y fijacion de
nitrégeno.

o Determinar experimentalmente el efecto promotor de crecimiento de las
cepas y su relacion con la dosis de urea en plantas de cafia de azUcar
hasta la fase de macollamiento.
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6 METODOLOGIA

6.1 Aislamiento e identificacion de cepas nativas

6.1.1 Localizacion

La investigacion se llevo a cabo en el Departamento de Cauca, municipio de
Miranda, se muestreo un cultivo de cafia de azlcar, ubicado en las coordenadas
W 76° 20° 37" N 3 15’ 16”; a una altura de 1200 m.s.n.m., con una temperatura
media de 24°C., 81% de humedad relativa y una precipitacion de 1300 mm/afio
(Figura 4).

Figura 4. Esquema ubicacion espacial.

El orden de suelo corresponde a un Molisol (Quintero et al., 2008) (Tabla 4), el
cual segun Revelo et al., 1994, Quintero et al., 2008 representan el 47.8 % del
area cultivada con cafia de azlcar, La variedad de cafia seleccionada es la CC 85-

33



92 por ser la mas abundante en la region con un 66.4% (Palma et al., 2010)
(Informe anual CENICANA, 2012).

Tabla 4. Analisis fisicoquimico del suelo del cultivo; Laboratorio fisicoquimico de suelos
Ingenio Providencia S.A

Prof pH CE MO P P S Cationes Intercambiables
cm V:V dS/m W.B Bray Fijacion ppm Meq/100g CiC Ca/Mg  PSI Pwvgl
1:1 % 1] % Ca Mg K Na Al
Ppm

030 52 019 1,60 2362 035 2362 534 227 0116 018 022 1222 235 1,47 1858

Saturacion de bases (%) Micronutrientes ppm Textura Bouyoucos % Clasif
. " Text.
Ca Mg K Na Al B Cu Fe Mn Zn Arena Limos Arcillas
65,36 27,78 1,96 2,20 1,56 0,400 4,87 61,00 6,43 1,68 27,12 38,00 34,88 FAr

Fuente: Ingenio Providencia S.A IPSA.

6.1.2 Muestreo

El muestreo se realizdé en forma de sistematizada a lo largo del cultivo (Torres R.
et al., 2000), dejando una distancia de seis surcos entre el inicio de la parcela y el
primer surco de muestreo; y asi sucesivamente entre cada uno de estos hasta
completar un total de cinco surcos de muestreo a lo largo de la parcela. A lo ancho
de la parcela en cada uno de los surcos de muestreo se tomaron tres puntos, dos
de estos a una distancia aproximada de siete metros de cada borde de la parcela
y un punto central; para un total de 15 muestras (Figura 5) (CENICANA, 2009).

¢ [ ] $ 4
L [ ] ' ]
L | ’ | 0
7m F
M
eyt
6 surcos de Y
distancia Surcos Puntos de muestreo

Figura 5. Esquema muestreo de suelos (CENICANA 2009).
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La parcela seleccionada tuvo un é&rea de dos hectareas, sembradas con la
variedad CC 85-92 y una edad de siembra de ocho meses. En cada punto se
extrajo la plantula completa (Figura 6), con el fin de obtener muestras de hoja, tallo
y suelo rizosferico, estas muestras fueron tomadas con un barreno de media cafia,
previamente desinfectado con una solucion de yodo al 2%, y a una profundidad
entre 20-25 cm, para colectar la mayoria aerobias asociadas a las raices primarias
encargadas de absorber los nutrientes en la cafia de azucar (Estévez et al., 1995)
(Borda M. et al., 2009). Las muestras fueron colocadas en bolsas plasticas
previamente esterilizadas y trasportadas al laboratorio manteniendo una
temperatura de -9 °C.

Las muestras en el laboratorio fueron cortadas y separadas en raiz, tallo, y hojas,
posteriormente fueron lavadas con agua destilada y Tween 80® en una
concentracion 0,1M; con el fin de eliminar excesos de suelo y contaminantes de
las muestras (Gaviria, 2011).

Seguidamente se maceraron las hojas, tallo y suelo rizosférico por separado, en
una solucién compuesta por fosfato monopotasico (KH2POa), fosfato dipotasico
(K2HPOa4) y cloruro de sodio (NaCl) a un pH de 6,8 ; con el fin de proporcionar las
condiciones para el establecimiento de las bacterias (Aquilanti et al., 2004). Se
incubo a 28°C, permitiendo la recuperacion de las concentraciones bacterianas
presentes en las muestras tratadas. (Avella, 2007).

Figura 6. Obtencidn de bacterias presuntivas de Azotobacter sp.

6.1.3 Aislamiento primario

Para el aislamiento preliminar se uso la técnica de diluciones seriadas (Cardenas
et al., 2010), que consiste en tomar 1ml del macerado en la solucion de fosfatos e
inocularlo en 9 ml de agua peptona estéril, para obtener la dilucién 10*, y de esta
manera secuencialmente hasta conseguir la dilucién 10°.
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A partir de las diluciones 10%,10° y 10° se realizaron siembras en cajas de agar
Ashby- manitol (Anexo 1) por duplicado, las cuales fueron llevadas a incubacion
por 28°C por 18 dias; hasta observar colonias mucilaginosas (Avella, 2007) (Borda
M. et al., 2009).

6.1.4 Aislamiento secundario

A partir de las colonias obtenidas se realizaron siembras por agotamiento en agar
Ashby- manitol y se incubaron a 28°C por quince (15) dias (Borda et al., 2009).
Estas colonias adquirieron una coloracion de pardo a oscuro; posteriormente se
realizaron observaciones morfolégicas y tincion de gran (CORPOICA, 2007).

6.1.5 Macroscopia y microscopia

Los aislados fueron repicados nuevamente e incubados en Agar Ashby- manitol
para obtener cultivos jovenes, posteriormente se realiz6 una caracterizacion
macroscopica (borde, consistencia, pigmentacion, superficie, entre otras) y
caracteristicas microscopicas de las colonias (morfologia celular) en un
microscopio Olympus CX21 (Figura 7), observandose bacterias de forma bacilar,
ovoides de gran tamafio, entre 1-2um, Gram negativas y en algunos casos se
determino formacién de quistes de resistencia para confirmar la morfologia tipica
de este género (Rodriguez et al., 2005).
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Figura 7. Macroscopia y Microscopia de los aislados.

6.1.6 Conservacion de los aislamientos

Las muestras presuntivas de Azotobacter sp se conservaron con glicerol en una
concentracion final de 50% (v/v) a -70°C (Borda et al., 2009). Esta técnica
consistié en que a partir de las cepas aisladas se realizara cultivos en erlenmeyer
de 100ml con 50ml de caldo nutritivo Merck ® (Anexo 2), el cual se incubo a 28°C
y 150 rpm. El cultivo fue puesto en tubos Ependorf de 1.5 ml con 50% (v/v) de
glicerol puro y estéril y almacenados a -70°C.

6.1.7 Pruebas bioquimicas

Se sembraron los aislados por estria en cajas con agar Ashby- benzoato para
evaluar la estabilidad de pigmentacion luego de tres pases sucesivos (Anexo 1);
esta técnica consiste en reemplazar la fuente de carbono para observar los
cambios de coloracion. Se incubo por 7 dias a 28°C (Avella, 2007) (Borda et al.,
2009).

Para la identificacion bioquimica se utilizd el test rapido BBL CRYSTAL
ENTEROBACTER® (Figura 8), donde e evaludé la reduccion de los siguientes
azucares: arabinosa, manosa, sacarosa, melibiosa, maltosa, sorbitol, manitol,
adonitol, galactosa. Ademas se usO una bateria de azucares al 1% (p/v) para
glucosa y benzoato en caldo base rojo de fenol (Anexo 3) (Tejera et al., 2005).
Acompafado de las pruebas de oxidasa y catalasa (Anexo 4). Todas las muestras
se incubaron por un periodo de 18-24 horas a una temperatura de 28°C para su
posterior lectura (Echeverria & Koch, 2007).
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Figura 8. Aislados en medio Ashby a. Presuntiva Azotobacter sp cinco dias de siembra b. aislado
con 15 dias de siembra c. observacién de halos de solubilizacién de calcio d. oscurecimiento de
aislados e. observacién de los aislados, bacilos Gram — cortos f. Kit de pruebas bioquimicas.

6.2 Seleccion de las cepas de Azotobacter spp eficientes

Para seleccionar las mejores cepas o las mas eficientes in vitro se tuvieron en
cuenta los siguientes criterios: velocidad de crecimiento y crecimiento en vinaza,
sintesis de compuestos inddlicos (AlA), actividad de reduccion de acetileno (ARA).

Ademas; se us6 como control positivo la cepa de Azotobacter vinelandii (NCIM
(8660). Debido a que por su capacidad metabdlica y genética ha sido y es objeto
de estudio en biodfertilizacion y biotecnologia como modelo; ya que incluye la
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fijacion de nitrdgeno en presencia de oxigeno por tres sistemas diferentes de
nitrogenasa; ademas posee mecanismos de proteccion de esta nitrogenasa; alta
capacidad respiratoria que bajo ciertas condiciones es hasta 10 veces mas alta
que la de E.coli; también tiene la capacidad de formacién de estructuras de
resistencia (quistes) y la produccién de polimeros de uso industrial (alginato y
polihidroxibutirato) (Soto-Urzua & Baca, 2001, Avella, 2007).

6.2.1 Velocidad de crecimiento

Se evaluo la cinética de crecimiento a las bacterias partiendo de un inoculo joven
de 24 horas con una concentracion celular de 3x10® cel/ml en fiolas con 200ml de
Caldo Tripticasa de Soya (TSB) (Anexo 5), a una temperatura de 28°C y 120 rpm
(Aquilanti et al., 2004). El crecimiento se monitoreo por turbidimetria registrando
absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro Genesys 20, cada tres horas
durante 21 horas (Borda et al., 2009).

De manera simultanea se efectuaron recuentos en cada tres horas, para esto se
tomo una muestra de 1 ml de cada cultivo y se realizaron diluciones seriadas,
sembrando a partir de las diluciones 10 10° y 10° Agar Tripticasa de Soya
(TSA) por duplicado, registrando los recuentos y posteriormente se analizaron los
resultados (Céardenas et al., 2010) (Figura 9).

AYeY N
Tml 9ml 9m gmmﬂ@ 9ml

10

10 °

DILUCIONES 10 * RECUENTO

Figura 9. Metodologia diluciones seriadas y recuento en placa

6.2.2 Crecimiento en vinaza

Esta prueba se realizo utilizando seis matraces con un volumen de 200 ml de una
solucion de vinaza al 20% (Figura 10); esta vinaza contenia solidos insolubles de
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12,2 g/l (Anexo 13), se esterilizaron bajo una temperatura de 120°C y 15 PSI de
presiobn por un tiempo de 20 minutos para garantizar la eliminacion de
microorganismos.

Figura 10. Medio de cultivo con vinaza para el crecimiento de microorganismos.

Por otra parte se preparé una solucion de cada microorganismo a evaluar (cinco
cepas nativas y una cepa referencia); usando el patron de turbidez (Madigan, et
al.; 2007); numero dos de McFarland; posteriormente se afiadio 1ml de la
suspension en el volumen de 200ml de Vinaza 20%; para evaluar el crecimiento
por conteo en placa segun (CORPOICA, 2007, Garzon et al.,, 2001) cada tres
horas durante nueve horas (Aguero, 2009).

6.2.3 Sintesis de compuestos inddélicos- produccion de acido
indolacético (AlA)

Se realiz6 una curva patron con reactivo de Salkowsky (Anexo 6) a base de acido
sulfarico (H2SO4 300 mL, FeCls 2,25 g, y agua destilada 200 mL); para lo cual se
preparé un patron de diferentes concentraciones (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35
ug/ml) de AIA comercial (sigma) y se sometié a reaccion en una proporcion de 2mi
de reactivo Salkowski por 1 ml de las diferentes concentraciones patron de AlA;
posteriormente se realizo la lectura a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotometro Génesis 20 (Bautista & Gallardo, 2008) (Céardenas et al., 2010).
Con los datos se realiz6 una curva y la ecuacion de la recta.

Se calculd la ecuacién de la recta y el valor de R? (coeficiente de correlacién),
(Figura 11). A partir de la ecuacion se calcularon las concentraciones de AlA en
cada microorganismo evaluado.
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Figura 11. Curva de calibracion produccidon de compuestos inddlicos.

Para la evaluacion de produccion de promotores de crecimiento (fitohormonas) se
tomaron las cinco cepas seleccionadas mas la cepa control y se sembraron 20 m|
de Caldo Triptéfano (Anexo 7), igualdndolo al patrén No. 2 McFarland en un
erlenmeyer de 50mL. Realizando lecturas cada 8 horas hasta las 40 horas.

Para la lectura se tomaron 10 ml del caldo en tubos de polipropileno de 15ml y se
centrifugo a 8000 rpm; en una centrifugadora 5810R Eppendorf 25°C durante 15
minutos, utilizando solo el sobrenadante. Luego se extrajo una alicuota de 1 ml del
sobrenadante final y se coloc6 en tubos, posteriormente se adicionaron 2 ml de
reactivo de Salkowsky, para luego colocarlos en oscuridad por 15 min, finalmente,
se realizé la medicion de cada muestra en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 530nm, utilizando un cultivo sin inocular como blanco (Gallegos & Quispe,
2009, Bautista & Gallardo, 2008).

6.2.4 Actividad y reduccion de acetileno (ARA).

Esta metodologia se basa en el principio de que el complejo de la nitrogenasa
propio de los organismos fijadores de nitrégeno es capaz de catalizar la reduccion
de nitrbgeno a amoniaco con la consecuente liberacion de hidrogeno; pero
también el complejo es capaz de reducir otros sustratos como el acetileno, por lo
que se convierte en una manera de cuantificar la capacidad de fijacion de
nitrogeno (Otero, 2011).
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Por lo anterior las bacterias se inocularon en tubos de 30 ml de capacidad con 12
ml del medio Ashby sin agar, se incubaron con tapon de algodon durante 24 horas
a 32°C, posteriormente se remplazé el 10% de la atmosfera del tubo de cultivo con
acetileno y se sustituyé el tapon de algodon por uno de caucho sellado
herméticamente (Orozco J. & Martinez, 2009). Se incub6 1 h a temperatura
ambiente segun la metodologia descrita por (Obando et al., 2010) (Otero, 2011).
La concentracion de etileno se midio inyectando 100 pl de la atmosfera del tubo de
cultivo en un cromatografo de gases SRI 8610C (Tabla 5). Para calcular la
actividad de reduccion de acetileno se realiz6 una curva de calibracion a partir de
diluciones seriadas de etileno en concentraciones de 1:50, 1:30 y 1:10 pl (Figura
12).

Tabla 5. Volumenes inyectados para curva de calibracién de etileno.

Mol
Vol Inj C2H4 Std Pk
(pL) Inj Ht
50 2.04E-09 470.6320
50 2.04E-09 471.9780
50 2.04E-09 460.5570
30 1.22E-09 285.1570
30 1.22E-09 289.6010
30 1.22E-09 295.1165
10 4.07E-10 104.3540
10 4.07E-10 95.8030
0 4.07E-10 98.1280

Curva de Calibracion de etileno

500

450 -

y = 2E+11x + 9.482
R2 = 0.998

400 A

350 A

300

250 A

Peak Height

200 A

150 4

100 -

50 4

0 5E-10 1E-09 1.5E-09 2E-09 2.5E-09
Moles C2H4 Inj

Figura 12. Curva de calibracion de etileno por cromatografia de gases.
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La actividad de reduccion de acetileno para cada aislamiento, se calculd segun la
altura del pico de etileno en el cromatograma extrapolando en la curva patrén
(Figura 13).

Figura 13. Lectura cromatdgrafo de gases. a. Cromatograma mostrando conversién de acetileno a
etileno. b. control (-) donde no se observa conversion de gases.

6.2.5 Identificaciéon molecular para el gen nifH; como prueba
confirmativa de la enzima nitrogenasa usando los primers
CVV e IGK.

Para la extraccion de ADN se uso el protocolo usando la técnica reportada por
(Moore E. et al., 2004). Las cepas aisladas fueron cultivadas en caldo de cultivo
Merck ® por 24 horas, después fueron mezcladas en tubos Eppendorf de 2 ml con
un volumen de 3 ml del cultivo se llevaron a microcentrifuga a 10000 RPM a 10
min.
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El pellet formado fue re suspendido en 564ul TE buffer y se realizd la extraccion
de ADN usando CTAB (ANEXO 14).

La pareja de iniciadores utilizada fue CVV(5"- GGT TGT GAC CCG AAA GCT GA -
3)yIGK (5"- GCG TAC ATG GCC ATC ATC TC -3"), para amplificar un fragmento
de aproximadamente 400 pb del gen nifH de las bacterias.

Las reacciones de PCR (por sus siglas en ingles de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) se realizaron en un volumen final de 25 pl e incluyeron un control
negativo de agua (No Template Control NTC) y DNA de las cepas referencia
Klebsiella pneumonia control (-), Azotobacter vinelandii control (+), Paenibacillus
sp control (+) obtenidas del Departamento de Microbiologia de la Universidad de
Georgia Tech (Atlanta).

Todas las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador Eppendorf ® y el
programa de PCR consisti6 de un paso de desnutricion a 95°C por 3 min,
desnaturalizacion a 95°C por 45 s, anillaje a 58°C por 30 s y extension a 72°C por
1min (40 ciclos) y una extension final de 10 min a 72°C.

6.3 Evaluacion del efecto promotor de las cepas seleccionadas y
su relacién con las dosis de urea en plantulas.

6.3.1 Preparacion del inoculo para pruebas en campo

Después de realizar la seleccion de las mejores cepas, teniendo en cuenta la
velocidad de crecimiento, capacidad de crecimiento en medio con vinaza,
produccion de hormonas de crecimiento y fijacién de nitrégeno, se determiné que
las dos cepas con valores altos en los anteriores criterios fueron la cepa
diecinueve y la cuatro.

Por lo anterior se prepararon inéculos de concentraciones de 10’cel/ml en Caldo
Tripticasa Soya (TSB) para evaluar su efecto promotor en pruebas de vivero; para
esto se usaron matraces de 3000 ml con un volumen efectivo de 1500 ml y un
10% de inoculo; las fiolas con cada una de las cepas fueron llevadas a una
agitacion continua de 100 rpm a una temperatura ambiente por 24 horas.
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6.3.2 Material vegetal

La inoculacion se llevd a cabo en condiciones de esterilidad para asegurar
Gnicamente la interaccion entre las semillas o yemas de cafa y la cepa de la
bacteria inoculada. Se cortaron semillas de cafia variedad CC 85-92, las cuales se
esterilizaron superficialmente con una solucién de hipoclorito de sodio al 30%,
seguido de tres lavados con agua estéril. La inoculacién de las yemas se realizé
sumergiendo las yemas por 10 min en la solucion con el inoculo a una
concentracion de 10° cel/ml (Bautista & Gallardo, 2008).

Las semillas fueron colocadas segun el tratamiento en materas con capacidad
para 30 Kg (Figura 14) a una profundidad de 1 cm. EIl tipo de sustrato base
utilizado fue un suelo molisol Udic Haplustolls serie SINAI (SK), tomado de la
hacienda Holanda Naranjo, ubicada en el municipio de Padilla, coordenadas W
76° 20’ 47" N3 12’ 35" al cual se le realiz6 analisis fisico-quimico (Tabla 6) y
posteriormente se esterilizdé por solarizacién. El conjunto de lo anterior constituy6
una unidad experimental.

B et [ o)

Figura 14. Método de siembra de las semillas de cafia de azucar.

Tabla 6. Analisis de suelos Laboratorio de suelos del Ingenio Providencia S.A

pH CE MO P P S N Cationes Intercambiables
V:V dS/m W.B Bray Fijacion ppm Kjeldahl Meq/100g CIC Ca/Mg PSI  PMgl
1:1 % I % Ca Mg K Na
ppm

6,6 2,98 1,35 91,19 2,19 Trazas 0,06 9,25 4,71 0,21 0,15 19,29 1,96 0,76 24,42

Saturacion de bases (%) Elementos menores ppm Textura Bouyoucos % Clasif

Text.

Ca Mg K Na B Cu Fe Mn Zn Arena Limos Arcillas
64,61 32,90 1,47 1,03 0,28 4,84 102,25 14,15 2,44 35,12 38,00 26,88 F

Fuente: Ingenio Providencia S.A IPSA.
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6.3.3 Determinacion de la fertilizacion nitrogenada

Se empleo un disefio factorial 3 x 4; para dos niveles de fertilizacion biologica
(Presuntiva Azotobacter spp 1 (cepa 4), Presuntiva Azotobacter spp 2 (cepa 19) y
control sin aplicacion y 4 dosis de urea (100,75, 50, 0%). Cada tratamiento tuvo
tres repeticiones. Para un total de 36 unidades experimentales (Tabla 7). La
fertilizacion se realizdé en forma escalonada a partir de los 30 dias después de la
siembra, y los tratamientos de fertilizacién se establecieron segun el modelo:

Xije= bt a; + 5; + (af); T ey

Ecuacién 2
Donde:
X jk= Es una observacion representativa.
k=1,23. i=2 j=4
H = Media General
& = Efecto del factor Azotobacter sp (cepas 19 y 4)
J'El = Efecto del factor dosis de urea (100,75, 50 y 0%)
[txﬁ] — Efecto de la interaccioén de los factores af3
€ii — Representa el error experimental (Wayne, 1993).
Tabla 7. Resumen disefio del experimento.
Unidad Factor 1 Niveles factor 1 Factor 2 Niveles factor 2
experimental
Materas Aplicacion e Bacteria 1cepa 4 Aplicacion de e 100 % urea
de e Bacteria 2 cepa 19 fertilizante e 75% urea
bacterias e Sin bacteria control (-) nitrogenado e 50% urea
e 0% urea

La distribucion de los tratamientos se realizo al azar y las variables se tomaron en
una estructura de medidas repetidas con cuatro evaluaciones en el tiempo (antes
de la fertilizacién y a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra) (Wayne, 1993).
El experimento se mantuvo bajo condiciones de invernadero por tres meses

temperatura promedio de 24° C y humedad de 83%.
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6.3.3.1 Hipotesis

Ha= No todas las g; son iguales
Ha = Al menos un par de poblaciones no tienen medias iguales, por lo
tanto uno de los tratamientos presenta diferencias en el desarrollo
fisiolégico de la cafia de azucar.

6.3.3.2 Medicién de variables de crecimiento

La evaluacion agronomica de la incorporacion del producto bio-fertilizante, se
cuantifico a través de la respuesta del cultivo en las siguientes variables de
respuesta fisiologicas:

e Altura de brotes
e Peso fresco raices, tallos y hojas

e Nitrodgeno Foliar (por el método de Kjeldahl)

También se us6 como variables explicatorias las mediciones de nitrogeno del
suelo (por el método de Kjeldahl) (Gémez, 2008).

6.3.3.3 Altura de brotes

Para las mediciones se tomaron por cada unidad experimental la altura desde el
suelo hasta la primera ligula visible, cada 30, 60 y 90 dias después de la siembra y
se contaron el numero de macollos obtenidos (Figura 15). Se procedié a realizar
las mediciones con regla.
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Figura 15. Acomodacién de las unidades experimentales en condiciones de vivero.

6.3.3.4 Mediciones del peso fresco y seco de las raices.

Después de los tres meses, época en la que se llega al macollamiento, se
realizaron mediciones de peso seco por cada unidad experimental usando una
balanza; para esto se realizO un proceso de secado durante 48h a 105°C,
separando las partes aéreas, los tallos y las raices de las plantas.

6.3.3.5 Nitrégeno foliar

El nitrégeno fue medido a los 90 dias; las muestras de material vegetal fueron
molidas y mezcladas para obtener muestras compuestas por cada tratamiento y
se procedio a la determinacion de nitrdgeno por el método de KJELDHAL (1982) a
partir de tres alicuotas de 200 mg en el laboratorio de analisis fisicoquimico del
ingenio Providencia S.A.

6.3.4 Eleccion de la mejor combinacion de factores.
Los datos obtenidos fueron llevados a una matriz de datos en el programa
estadistico MINITAB, con el nombre del tratamiento, edad y fecha de muestreo.

Estos resultados se sometieron a un analisis para comprobar la normalidad de los
datos (Tabla 8), para esto se empled la prueba de Shapiro — Wilk, en la cual se
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prueba la normalidad de los residuales para la cual las todas las variables tuvieron
un valor de p > 0.05 lo que sugiere que tiene una distribucion normal.

La Ho = para esta prueba indica que los residuales tiene distribucion normal con
media cero y varianza constante. Como todos los p>0.05 no hay evidencia para
rechazar la Ho, acepto la Ho; por lo tanto todos los datos se comportan como una
normal.

Tabla 8. Resumen normalidad de los datos; usando la prueba de Shapiro-Wilk.

Supuesto de Normalidad Estadistico P - valor
w Pr<w
Altura 0.981166 0.1299
Raiz 0.958332 0.1909
Tallo 0.959114 0.2018
Hoja 0.985453 0.9075
Nitrogeno Foliar 0.956238 0.1642

Posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto
de los tratamientos sobre el desarrollo de las plantas.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Aislamiento e identificacién de cepas nativas.

7.1.1 Muestreo de suelos y aislamiento primario.

De las 15 muestras de plantas de cafia de azucar se obtuvieron 25 aislamientos
ubicados en hojas, tallo y raices (Figura 16). Después de un periodo de incubacion
de 15 dias.

Numero de aislamientos encontrados
segun ubicacion en la planta

W Ubicacionen la planta

10

Hojas Raiz Tallo

Figura 16. Niumero de aislamientos encontrados por ubicacién en la planta.

Algunas colonias presentaron textura trasparente y brillantes con forma irregular y
después presentaron un oscurecimiento caracteristico del género (Avella, 2007).
Mediante el método de macerado de raiz con suelo rizosférico, tallo y hojas, se
lograron asilar cepas presuntivas de Azotobacter sp ; similares a las encontradas
por (Borda et al., 2009); segun (Rives et al., 2007) existen diferentes métodos de
aislamiento; en la actualidad se usa el aislamiento directamente del suelo o la raiz
y los lugares mas factibles son: el suelo rizosférico, la superficie y los tejidos de la
raiz; muy consecuente con lo encontrado en esta investigacion.

El mayor nimero de aislados se encontré en los macerados de tallos con diez
cepas (Figura 10), resultados similares a los encontrados por (Cracogna et al.,
2003) con nueve cepas a los ocho meses de edad del cultivo; segun (Loredo et al.,
2004) la cantidad de cepas aisladas es un parametro que se encuentran
relacionado con las propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas del suelo
(Fischer et al.,, 2011). Ademas de las caracteristicas de la variedad y la
disponibilidad de nutrimentos en la rizosfera; en el caso de la cafia de azucar, se
ha demostrado una compatibilidad planta- bacteria; las raices pueden seleccionar
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a subpoblaciones especificas de la microbiota del suelo; esta seleccion se
relaciona con la edad y el genotipo de la planta (Lemanceau et al., 1995, Dos Reis
J., 2000).

También se puede observar que la materia organica del suelo donde se extrajeron
las muestras (Tabla 5), se encontraba en baja (1.60 %), al igual que el pH (5.2) lo
gue no favorece el desarrollo de la especie Azotobacter sp (Korndofer et al., 2004,
Avella, 2007). También la conductividad eléctrica es baja (0.19 dS/m) lo que indica
gue no se tienen problemas de salinidad (Borda et al., 2009) que puedan afectar
el crecimiento de microorganismos.

Los niveles de fésforo (2.19) y potasio son bajos (1.47); lo que puede afectar el
desarrollo del cultivo y de los microorganismos, debido a que estos elementos
catalizan procesos importantes como la respiracion, la fotosintesis, la formacion de
clorofila y regulacion del contenido de agua en la hojas; asi mismo esta ligado al
transporte y acumulacion de azucares dentro de la planta (Otero, 2011).En cuanto
al calcio (9.25), se observa que son altos y estan asociados a bajos contenidos de
magnesio (4.71) y potasio (0.21), lo que ocasiona un desbalance y por ende baja
disponibilidad para las plantas. Con respecto a los elementos menores como
manganeso, zinc y boro, se encuentran en concentraciones normales.

A pesar de las caracteristicas de suelo, se obtuvieron 25 aislamientos (Tabla 5)
que presentaron morfologias claras, medianas, irregulares y brillantes, morfologia
reportada para bacterias del género Azotobacter (Aguero M., 2009) (Borda et al.,
2009); sin embargo, segun (Avella, 2007), algunas colonias pequefias traslucidas
y brillantes, muy similares a las reportadas para Azotobacter, pueden también
presentarse en otros géneros fijadores de nitrégeno asimbidticos como
Beijerinckia. También se conoce que en suelos tropicales como los del Valle del
Cauca, con pH mas o menos neutros o ligeramente acidos, los géneros Derxia y
Beinjerinckia son mas representativos que Azotobacter.

7.1.2 Aislamiento secundario, Macroscopia y Microscopia.

Los 25 aislamientos purificados obtuvieron los siguientes resultados en morfologia
y tincion de Gram (Tabla 9). Segun las observaciones macro y microscopicas se
determinaron cinco cepas como presuntivas del genero Azotobacter sp. Las cepas
cuatro, once y diecinueve fueron obtenidas de tallos, por el contario la cepa cinco
fue obtenida de raiz y la veinte de hojas.
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De los aislamientos primarios en medio Ashby se pudieron caracterizar cinco
cepas similares a las halladas por (Torriente, 2010) definidas como colonias lisas,
grandes y ligeramente convexas, primeramente brillantes y trasllcidas, tornandose
mas tarde opacas cremosas y de color beige a carmelita, con un halo difuso
alrededor de la colonia, que segun (Borda et al., 2009) es consecuencia de la
solubilizacion del carbonato de calcio (Figura 9).

Estas colonias también mostraron pigmentacion lo que concuerda con lo
encontrado por (Avella, 2007, Borda et al., 2009), donde sostiene que el género
Azotobacter tiene la capacidad de producir pigmentos solubles, en medio Ashby —
benzoato, debido a que el benzoato es tomado como fuente de carbono y
metabolizado por medio de la via B- cetoadipato, que genera succinato que es
introducido a la cadena respiratoria mediante el sistema dependiente de flavina, el
cual esta relacionado con la pigmentacién del medio.

Tabla 9. Macroscopia y microscopias de aislamientos encontrados por ubicacién en la planta.

CcODIGO MORFOLOGIA BORDE CONSISTENCIA PIGMENTACION SUPERFICIE GRAM FORMA 1000X
1 PUNTIFORME ENTERO MEMBRANOSA CREMA RUGOSA POSITIVO COCOos
2 RIZOIDE FILAMENTOSO MEMBRANOSA CREMA FILAMENTOSA POSITIVO cocos
3 IRREGULAR LOBULADO MEMBRANOSA TRASPARENTE LISA NEGATIVO ESPIRILOS
4 CIRCULAR ENTERO CREMOSA PARDO LISA NEGATIVO BACILOS
5 CIRCULAR ENTERO CREMOSA PARDO LISA NEGATIVO BACILOS
6 IRREGULAR ENTERO CREMOSA AMARILLO RUGOSA NEGATIVO BASTONES
7 PUNTIFORME ENTERO CREMOSA BLANCAS LISA NEGATIVO BASTONES
8 PUNTIFORME LOBULADO CREMOSA TRASPARENTE RUGOSA POSITIVO COoCos
9 RIZOIDE FILAMENTOSO MEMBRANOSA BLANCAS FILAMENTOSA POSITIVO COoCos
10 IRREGULAR LOBULADO CREMOSAS AMARILLO LISA NEGATIVO ESPIRILOS
11 CIRCULAR ENTERO CREMOSA PARDO LISA NEGATIVO BACILOS
12 REDONDA REGULAR CREMOSAS AMARILLO RUGOSA NEGATIVO ESPIRILOS
13 REDONDA ONDULADO CREMOSAS CREMA LISA NEGATIVO ESPIRILOS
14 PUNTIFORME REGULAR MEMBRANOSA TRASPARENTE LISA POSITIVO COCOos
15 IRREGULAR LOBULADO MEMBRANOSA BLANCAS RUGOSA NEGATIVO Ccocos
16 IRREGULAR LOBULADO MEMBRANOSA AMARILLO RUGOSA POSITIVO CADENETAS
17 RIZOIDE FILAMENTOSO MEMBRANOSA BLANCAS FILAMENTOSA NEGATIVO COCos
18 PUNTIFORME LOBULADO MEMBRANOSA TRASPARENTE LISA NEGATIVO ESPIRILOS
19 CIRCULAR ENTERO CREMOSA PARDO LISA NEGATIVO BACILOS
20 CIRCULAR ENTERO CREMOSA PARDO LISA NEGATIVO BACILOS
21 CIRCULAR REGULAR CREMOSA AMARILLO LISA NEGATIVO CADENETAS
22 RIZOIDE FILAMENTOSO MEMBRANOSA TRASPARENTE FILAMENTOSA POSITIVO COoCos
23 RIZOIDE FILAMENTOSO CREMOSA BLANCAS FILAMENTOSA POSITIVO COCOos
24 IRREGULAR ONDULADO MEMBRANOSA TRASPARENTE RUGOSA POSITIVO CADENETAS
25 IRREGULAR ENTERO MEMBRANOSA AMARILLO RUGOSA NEGATIVO COCOos

7.1.3 Pruebas Bioquimicas.

Los cinco aislamientos purificados obtuvieron los siguientes (Tabla 10) resultados
en las pruebas bioquimicas. Estas cinco cepas presentaron resultados
bioquimicos similares a los encontrados por (Gonzales & Barraquio, 2000, Avella,
2007); y exactos a los reportados por las cepas de referencia NCIM 8660 (Tabla
6); las cepas cuatro, cinco, diecinueve y veinte fueron negativas para benzoato;
sin embargo A. paspali, A. armeniacus y A. nigricans también son negativas en
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esta prueba. Para la prueba de Oxidasa las cepas cuatro, once y veinte fueron
negativas, no obstante se ha reportado que especies como A. beijerinckii; A.
armeniacus; A. nigricans y A.chroococcum un 11% de las especies puede ser
negativo para oxidasa (Aquilanti et al., 2004).

Tabla 10. Pruebas bioquimicas para las cepas presuntivas.

Control
20 (A.vinelandii

NCIM 8660 )
+

Pruebas
Bioquimicas

D
(9]
[N
[N
[N
(o]

Arabinosa
Manosa
Sacarosa
Melibiosa
Maltosa
Sorbitol
Manitol
Adonitol
Galactosa
Glucosa
Benzoato -
Catalasa +
Oxidasa -

+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + o+

+
+
+
+
+ 4+ + + + + + + + + +

<+
[

+
[

7.2 Discriminacion de las cepas de Azotobacter spp eficientes
para el proceso.

7.2.1 Crecimiento bacteriano.

Los promedios de los resultados de las lecturas por triplicado de las absorbancias
para cada cepa, se muestran en la siguiente figura (Figura 17).
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Figura 17. Crecimiento por absorbancia.

El mayor crecimiento se observl para las cepas diecinueve (1.986 ABS), cuatro
(1.991 ABS) y veinte (2.007 ABS) (Figura 17). Lo que indica que los
microorganismos nativos tuvieron un desarrollo mas acelerado que la cepa control
de A. vinelandii. Lo que indica la posibilidad de usar este tipo de microorganismos
para una produccion industrial; dado su rapidez en alcanzar la fase exponencial
del cultivo.

Los resultados obtenidos en el proceso de crecimiento en placa se registran en la
figura 18, los valores de recuento se presentan en logaritmo para obtener un
comportamiento lineal de los datos.
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LOG recuento en placa UFC/ml

4,0
0 5 10 15 20
Horas
—4—A. vinelandii (R2= 0.811) —il—Cepa 4 (R2= 0.960) Cepa 5 (R2= 0.958)
=—=Cepa 11 (R2=0.919) === Cepa 19 (R2= 0.888) Cepa 20 (R2= 0.865)

Figura 18. Crecimiento por recuento en placa.

Los resultados de las curvas de crecimiento de las bacterias seleccionadas
mostraron que a las nueve horas se presentd una desaceleraciéon en el
crecimiento de las cinco cepas bacterianas estudiadas (Figura 18), lo que indica,
segun (Gaitan, 1998), que las bacterias ya no se encontraban en su optimo de
actividad metabdlica; siendo el aumento de concentracion de biomasa
despreciable comparado con el tiempo y la energia.

La cepa 19 fue la que alcanzd la mayor concentracién bacteriana (1.30E+08
UFC/I) a las nueve horas de seguimiento (Figura 18), seguida por el aislado 11
(1.00E+08) muy similar a lo encontrado por (Echeverria & Koch, 2007) y (Aguero
M., 2009) 1.00E+08 como concentracion minima requerida para obtener un
inoculante bioldgico. Segun el Comité Estatal de Normalizacion de Cuba (1992), la
concentracion minima de Azotobacter que se debe inocular al suelo para que
actue como biofertilizante es 1.00E+08 células/ml.

El control con A. vinelandii presenté el menor crecimiento con 2.90E+06 a las
nueve horas; solo hasta las 21 horas alcanz6 un crecimiento similar a las cepas
nativas con un recuento de 2.40E+09. Las cepas con mayor crecimiento a las 21
horas en ese orden fueron la cepa 19 (7.80E+09), cepa 20 (2.0E+09), cepa 5
(1.90E+09), cepa 4 (1.0E+09), por ultimo la cepa 11 (9.50E+08). Se puede notar
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gue son valores altos si se comparan con los encontrados por (Borda et al., 2009,
Aguero M., 2009) 6,0E+08 células/mL para Azotobacter; a las 32 horas.

7.2.2 Crecimiento en vinaza
Se realiz6 con una mezcla directa de las cepas nativas y de las cepa referencia a

la vinaza, en la figura 19 se observan los resultados de la prueba indican la
capacidad de las cepas de resistir a la concentracion del 20% de vinaza.
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Figura 19. Resistencia y crecimiento vinaza.

En la figura 12 se pude observar que la cepa 11 presenté el menor crecimiento
(9.8E+03), seguido por el control con A. vinelandii con 7.30E+04, continuando con
las cepas veinte y cinco (1.60E+05 y 1.80E+05), las de mejor crecimiento fueron
las cepa diecinueve y cuatro con 4.70E+05 y 5.30E+05. Aunque sus crecimientos
no cumplen con los requerimientos de un bioinéculo (Bashan et al., 1996) sostiene
qgue el nivel optimo en semillas y plantulas de cultivo comerciales, es de alrededor
de 1.0E+05-1.0E+06 UFC/ml.

Se puede notar un decrecimiento al comparar los recuentos de las bacterias en el
medio de cultivo TSA contra el medio de cultivo con vinaza al 20%, esto puede ser
debido a que la vinaza constituye un medio hostil dado que tiene una alta
conductividad electica (0.71 ds/m) y un pH bajo (4.33); segun (Rodriguez et al.,
2005) el pH y las fuentes nutricionales del medio de cultivo influyen sobre la
actividad nitrogenasa de las cepas representativas de la comunidad enddfita.

Sin embargo; se puede notar que las bacterias nativas presentan mayor

crecimiento y resistencia a las condiciones de la vinaza en comparacion con el
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control, esto es debido a que estos suelos ya han recibido aplicaciones de vinaza
(8000L /ha). Lo que indica que estas bacterias nativas pueden estar desarrollando
adaptaciones y estar usando como fuente de carbono algunos compuestos
presentes en la vinaza; lo que puede ser materia de estudios posteriores(Carbono
Orgénico 9.30%)(Resende et al., 2006).

Este subproducto de la industria del alcohol tiene altos contenidos de carbono
organico y algunos azucares reducidos (Korndofer et al., 2004), segun (Rodriguez
C. et al., 2005) la fructosa es el azucar que mas favorece la actividad
nitrogenasa.; también la sacarosa, el guarapo y la glucosa constituyen fuentes
carbonadas que favorecen esta actividad enzimatica, pero existen diferencias
entre cepas (Garzon et al., 2001, Aguero, 2009); esto pudiera explicarse por el
rendimiento de ATP obtenido por molécula de carbohidrato utilizada, por lo que un
mayor rendimiento favorece tanto el crecimiento como la actividad nitrogenasa de
los diazotrofos estudiados. Ademas, la fructosa y la sacarosa son los azucares
gue se encuentran en mayor proporcion en el jugo de la cafia de azucar, habitat
natural de estos endofitos, por lo que ellos poseen las enzimas necesarias para su
degradacion (Echeverria & Koch, 2007, Gémez, 2008).

7.2.3 Sintesis de compuestos indélicos- produccion de acido
indolacético (AlA).

Las fitohormonas contribuyen al funcionamiento de diversos procesos bioldgicos
en las plantas, incluyendo la regulacion de la quiescencia y germinacion de
semillas, la formacion de raices. A su vez, incrementan la resistencia de las
plantas a factores ambientales y pueden inducir o suprimir la expresion de genesy
la sintesis de enzimas, pigmentos y metabolitos. EI mecanismo de accién directo
de las PGPRs por excelencia es la produccion de reguladores de crecimiento
vegetal (Tsavkelova, et al., 2006) citado por (Lee et al., 2004, Gallegos & Quispe,
2009)

El mecanismo analizado con mayor amplitud es la produccion de auxinas,
especialmente la del acido 3-indolacético (AlIA) (Fuentes R. et al., 1993, Bautista &
Gallardo, 2008), El triptéfano es considerado el precursor del AlA, ya que cuando
se aflade a los cultivos bacterianos aumenta su produccién; por esto, las vias de
sintesis dependientes de tript6fano son las mas estudiadas. Dentro de estas se
encuentran: la via acido indol-3-piravico, la via indol-3-acetamida y la via Indol- 3-
acetonitrilo (Torres R. et al., 2000, Rives et al., 2007).
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Se encontrd una ecuacién con un indice de correlacion del 0.99 (Figura 11). Las
dos mejores cepas productoras de AlA y otros compuestos inddlicos y metabolitos
relacionados, fueron la cepa cuatro y la diecinueve, con 0.90 y 0.98 ug/ ml de AIA
a las 40 horas de lectura (Figura 20), superiores al control (A. Vinelandii) con 0.35
png/ ml; lo que indica el potencial de estas cepas nativas para su uso en
bioinoculantes que estimulen el crecimiento en el cultivo de la cafia de azlcar.
Estos resultados son similares a lo encontrado por (Borda M. et al., 2009), donde
encontraron una produccion de AIA promedio de 38,4 mg/ml a las 150 horas.
También (Bautista & Gallardo, 2008) obtuvieron concentraciones de AIA
aproximadamente de 60 pg/ml en el medio BT y 72 pug/ml en el medio TSB, en el
sexto dia de cultivo.

Por otra parte (Rodriguez C. et al., 2005) encontraron en el aislado 17, asilado 30
y aislado 305 de bacterias endofitas de cafia de azucar, capacidad de producir AIA
con valores entre 1,7 y 2,5 ug /mL a las 72 horas. Los valores de AlA obtenidos,
son similares a lo informados por (Fuentes R. et al., 1993), los cuales estimaron
por HPLC que la cepas de Gluconacetobacter diazotrophicu producen entre 0.14 y
2.42 pg/mL de AIA. También (Rodriguez C. et al., 2005) encontraron cuantificacion
de AIA en sobrenadantes de cultivos bacterianos mediante el método de
Salkowski entre 1.7 y 2.5 pg/mL de AlA.

La cepa control de A. Vinelandii obtuvo 0.35 pg/ml, sin embargo mediante la
técnica de Salkowsky (Bautista & Gallardo, 2008) encontraron en A. vinelandii y
A. brasilense un comportamiento lineal en aumento en funcion del tiempo, para A.
vinelandii se reporto 80 pug/ml de AIA comparado con A. brasilense que produjo
menos de 10 pg/ml después de 72 horas.

Sintesis de Compuestos inddlicos
(AIA)

M Producciéon 40 horas

0,9795
0,8981

0,7499
0,4526
0,3488

A. vinelandii Cepad Cepas Cepa 19 Cepall Cepa 20

Figura 20. Sintesis de compuestos indélicos en ug/ml de las cepas evaluadas.
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7.2.4 Actividad de reduccion de acetileno por cromatografia de gases
(ARA).

La fijacion biologica de nitrogeno (FBN) es la reduccion enzimética de nitrégeno
atmosférico (N2) a amonio (NH4). Este proceso es exclusivo de algunas bacterias
(Loredo et al., 2004), denominadas bacterias diazotroficas.

Los resultados de la actividad nitrogenasa para las cinco cepas evaluadas,
muestran que las cepas 19, 20, 4 y 5 tienen mayor produccién de etileno que el
control con Azotobacter vinelandii (Figura 21) ; con valores de 1090.33, 797.92,
770.03, 386.17 nmol/l/h respectivamente y 180.11 nmol/l’/h para el control.
Inferiores a los obtenidos por (Otero, 2011) donde obtuvieron para la bacteria BFN
25 y Azotobacter Chroococcum, valores de 3151,8 y 2601,5 nmol/hora
respectivamente, pero superiores a los encontrados por (Orozco J. & Martinez N.,
2009) donde Azotobacter chroococcum, Bacillus macerans, Enterobacter
agglomerans y Pseudomonas sp ; obtuvieron valores maximos de reduccion de
acetileno de 120, 18, 7 y 100 nmol etileno/hora, respectivamente.

Los valores deben sus diferencias a variaciones en la actividad de los
microorganismos diazotroficos, dependiendo de la bacteria y de las condiciones
del ensayo de reduccién de acetileno, principalmente pH, presion de oxigeno,
fuente de carbono y concentracion de nitrogeno combinado, segun (Orozco J. &
Martinez N., 2009).

Por otra parte los valores bajos para la cepa 11 (86.04 nmol/l/h) muy por debajo de
Azotobacter vinelandii usada como control (+) 180.11 nmol/l/h pueden ser debidos
a que segun (Loredo et al., 2004) la Fijacion Biolégica de Nitrégeno (FBN)
depende del estado en el cual se encuentra el nitrégeno en el suelo donde se aislo
la bacteria y su relacién con el estado y contenido de materia organica; este suelo
presentaba valores bajos en nitrégeno 0.06% y materia organica 1.35%. También
tiene una fuerte influencia las variaciones genéticas de cada bacteria aislada. (Dos
Reis J., 2000).

Para las cinco cepas seleccionadas la lectura de ARA se realiz6 a los dos dias de
crecimiento, esto debido a que la fase exponencial de estas bacterias se
alcanzaba antes de las 24 horas (Figura 21).
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Figura 21. Conversion de acetileno a etileno y tasa de nitrégeno fijado por hora.

7.2.5 Identificacion molecular para gen nifH; como prueba
confirmativa de la enzima nitrogenasa usando los primers CVV e
IGK.

El marcador molecular mas empleado en la deteccibn de microorganismos
fijadores de nitrégeno molecular, es el gen nifH (Thaweenut et al., 2011). Este gen
codifica para la nitrogenasa y ha evolucionado a la par con los genes 16S rRNA,
por lo tanto también se utiliza como marcador molecular en estudios de filogenia
(Otero, 2011, Fischer et al., 2011).

Los resultados muestran que cuatro de las cinco cepas evaluadas tienen la
amplificacion del gen. En la figura 22, se puede visualizar una banda
correspondiente al fragmento con un tamafio esperado de 378 pb, en las cepas
cuatro, 11, 19y 20, excepto en la cepa 5 que no presenta banda.
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zotobacter vinelandii

Paenibacillus

Control{+)
Control({-)

<

Figura 22. Amplificacién del gen nif H en los aislamientos.

La amplificacion de estos genes, es de gran importancia debido a que la presencia
de microorganismos capaces de fijar nitrbgeno no siempre es detectable por
medio de cultivos, En la Figura 22 se puede notar que cuatro de las cinco cepas
aisladas presentan amplificacion para el gen nif H, lo que indica segin (Otero,
2011) que estas bacterias fijan nitrdgeno; sin embargo es de aclarar que la
presencia del gen nif H no indica la fijacion activa de nitrogeno (Thaweenut et al.,
2011), puesto que esta enzima presenta regulacion pre y postranscripcional y su
funcionamiento depende de las condiciones del medio ambiente (Otero, 2011).

Las bandas menores de 100pb corresponden a dimeros del cebador (Primer
dimers) los cuales constan de moléculas que se han adherido (hibridado) entre si
a causa de las cadenas de complementarias de bases de los cebadores (Primers)
(Ando et al.,, 2005). Como resultado, la ADN-polimerasa amplifica el dimero
cebador primer, que conduce a la competencia por los reactivos de la PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa); se ven tipicamente como una base de
par de bandas (pb) o mancha de moderada a alta intensidad y distinguible de la
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banda de la secuencia diana, que es tipicamente mas largo que 50 pb 30-50. Un
dimero Primer (PD) es un potencial de subproductos en la PCR.

7.3 Evaluacion del efecto promotor de las cepas seleccionadas y
su relacién con las dosis de urea en semillas de cafia.

7.3.1 Altura de brotes.

Los resultados para altura de los brotes a los 30, 60 y 90 dias después de la
siembra se muestran en las figuras 23 hasta la 27.

Alturas 30 dias después de la siembra

30,0
223 22,7
25,0 20,7
18,6
= 20,0
€ 14, 16,0 160 144 1;5’7 137143
® 15,0 E z 20 am
3
=
< 10,0 T2
IE
5,0
0,0
100% 75% 50% 0%

Dosis de fertilizante nitrogenado (Urea)

Figura 23. Altura 30 dias después de la siembra (DDS) por tratamiento.

A los 30 dias después de la siembra (DDS), se pudieron establecer diferencias
significativas entre tratamientos p<.0001 (Figura 23), favoreciendo el tratamiento
con la bacteria dos (Anexo 8), y el 50% de fertilizacién nitrogenada p<.0001. Se
puede notar que la bacteria uno, fue inferior a la bacteria dos, esto puede ser
debido a diversos factores que influyen en la supervivencia de los
microorganismos del suelo, tales como el antagonismo microbiano y la
competencia, (Loredo et al., 2004); para el tratamiento control (T3) no se pudieron
determinar diferencias significativas entre sus dosis de urea (Anexo 8).
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Altura 60 dias después de la siembra

40,0
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100% 75% 50% 0%

Dosis de fertilizante nitrogenado (Urea)

Figura 24. Altura 60 dias después de la siembra por tratamiento.

A los 60 (Figura 24) dias después de la siembra no se pudieron establecer
diferencias significativas para la bacteria uno entre dosificaciones, esto puede
deberse, también, a que la bacteria uno puede ser mas susceptible que la bacteria
dos, a factores como la humedad del suelo, el régimen de temperatura, el pH, la
textura, el O, y la disponibilidad de nutrimentos; también para el control no se
detecto diferencias entre dosificaciones de urea, el mejor tratamiento fue con la
bacteria dos p<.0001, mostrando alturas superiores hasta de nueve centimetros
en el tratamiento de 50% de urea.

Altura 90 dias después de la siembra
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Dosis de fertilizante nitrogenado (Urea)

Figura 25. Altura 90 dias después de la siembra por tratamiento.
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A los noventa dias después de la siembra (Figura 25), se tienen un desarrollo
radicular que permite genera exudados para el establecimiento de las bacterias y
el acceso de nutrientes hacia la planta (Kloepper et al., 1991), en esta etapa el
consumo de nitrégeno es alto y los efectos sobre la altura son mas evidentes.
Con el 100% de las dosis de urea se puede observar que no hay diferencias
significativas entre tratamientos; esto puede deberse a que con altas dosis de
nitrdgeno, la actividad de las bacterias es disminuida.

Control Differences with Dunnett Adjustment
With 95% Decision Limits
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Control Differences with Dunnett Adjustment
With 85% Decision Limits
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Figura 26. a. Diferencias significativas entre tratamientos favoreciendo la bacteria 2. b.
Diferencias significativas entre dosis de urea siendo mejor 50% de la dosis.
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Figura 27. Inoculacion de la bacteria dos en plantas de cafia de azucar.

Con la dosis de urea a un 75%,se observa que hay un aumento en la altura para
todos los tratamientos con respecto al tratamiento anterior, de tres centimetros
para la bacteria uno, seis centimetros para la bacteria dos y solo 1.2 cm para el
control. Estos aumentos pueden deberse a un mayor desarrollo de las bacterias
con dosis mas bajas de nitrégeno. También, se nota una diferencia significativa
para la bacteria dos de 5.7 cm con respecto a la bacteria uno y de 7.7 cm con
respecto al control.

Para el tratamiento con el 50% de urea, se pudo indicar que no hay un incremento
en altura para los tratamientos, indicando que en el cultivo puede llegar a
fertilizarse con la mitad de la dosis y obtenerse los mismos rendimientos (Figura
25); por otra parte la bacteria dos continua mostrando diferencias significativas
entre la bacteria uno (3.1 cm) y el control (9.3 cm).

Para el tratamiento sin dosis de nitrégeno se puedo evidenciar que no hubo
diferencias significativas, esto puede deberse a que el suelo tenia 0.06% de
nitrdgeno que pudo ser usado por las bacterias para su desarrollo; lo que se vio
reflejado en el bajo crecimiento (Figura 27).

Finalmente en la Figura 26 se observan los resultados generados por el programa
estadistico donde en la figura a. se destaca la bacteria dos como la de mejores
promedios, superior a la bacteria 1; en la figura 2 se indican las diferencias
significativas entre las diferentes dosificaciones de urea, favoreciendo al
tratamiento con el 50%.
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7.3.2 Pesos Secos

Como se observa en la Figura 28, no se determinaron diferencias significativas
entre los tratamientos expuestos al 100% de la dosis de nitrégeno y los
tratamientos con 0% nitrogeno (p>0.898), esto puede deberse a que segun
(Loredo et al.,, 2004) la incapacidad de diversos inoculantes para mejorar el
rendimiento de los cultivos, con frecuencia, se atribuye a la ineficiencia de estas
bacterias para colonizar consistentemente la rizosfera. Si el inoculo es aplicado a
la semilla, las poblaciones bacterianas se desarrollan mas en la porcion superior
del sistema radical, sin colonizar abundantemente las porciones media y baja
(Reyes & Valery, 2007).

Peso seco raiz
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100% 75% 50% 0%

Dosis de fertilizante nitrogenado {(urea)

Figura 28. Peso seco de la raiz 90 dias después de la siembra por tratamiento.
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LS-Means for fertili Control Differences with Dunnett Adjustment
With 5% Confidence Limits With 95% Decision Limits
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Figura 29. Diferencias significativas por tratamiento.

Sin embargo, cuando disminuye la dosis de nitrdgeno a un 75% se pueden
observar aumentos en el peso seco de las raices para la bacteria uno aumento un
17,67%; para la bacteria dos aumento un 30.64% y solo un 8.5% para el control
sin inoculacion de bacterias. Ademas se pudieron establecer diferencias
significativas favoreciendo el tratamiento con la bacteria dos (p<0.0020) (Figura
29) (Anexo 9); favoreciendo lo dicho por (Bashan & Levanony, 1990) donde
sostienen que al disminuir las dosis de nitrégeno se benefician los efectos de las
bacterias (Fuentes et al., 1999)(Figura 30).

-£5% N ‘ ‘. i i e
Wi y . ! e v '
ST - ,5‘ : h -‘“:\,

NG

0% Urea

. . af TR
— '} mh&; L) ”'_ﬂ W el S R
- 75% Urea
. y;";' "\
o /.‘M .‘ AN

]

SarHE

Figura 30. Observacion de las plantas inoculadas con la bacteria dos, detalle de crecimiento
radicular.
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Es importante anotar que debido a que las bacterias se inocularon en condiciones
asépticas, no tienen competencia, por lo cual la densidad de su poblacién en la
rizosfera probablemente est4 determinada solo por la disponibilidad de carbono de
los exudados (Loredo et al., 2004). Sin embargo; la cantidad, la longitud y la edad
de las raices permanentes dependen de las variedades; sin embargo existen
factores ambientales como el tipo de suelo y la humedad que influyen en estas
caracteristicas (Estévez et al., 1995) (Palma &, 2002).

Se conoce que algunos géneros de Azospirillum y Azotobacter penetran la corteza
de la raiz y producen fitohormonas como giberelinas, auxinas (acido indolacético),
citocininas, acido absicico y fijan N, (Vargas et al.,, 2001), lo que estimula el
crecimiento, la produccion de raices laterales y pelos radicales que, a su vez,
favorecen la absorcion de nutrimentos (De Freitas & Germida., 1992) e
incrementan el rendimiento en gramineas (Bashan et al., 1993.).
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Figura 31. Peso seco tallos 90 dias después de la siembra por tratamiento.

En la Figura 31, se observa que los pesos secos de los tallos presentan
diferencias significativas con la dosis de urea, esto puede deberse que una alta
concentracion de nitrogeno es limitante para las bacterias y para la formacion de
nodulos y también inhiben el funcionamiento de la nitrogenasa. Estas bacterias
secretan hormonas de crecimiento como giberelinas, auxinas y citoquininas
(Aquilanti et al., 2004) que con la fertilizacion nitrogenada en exceso pueden
inhibirse (Avella, 2007).
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Con la dosis de 75% de nitrégeno se observaron diferencias significativas
(p<.0001) favoreciendo la bacteria dos (Anexo 10), lo que es consecuente con lo
encontrado en las alturas a los 90 dias después de la siembra. Observandose una
diferencia de 11 gramos con respecto a la bacteria uno y 11.8 g con respecto al
control. No hubo aumentos en peso para la bacteria uno y el control con respecto
al tratamiento con el 100% de urea; sin embargo para la bacteria dos se presento
un aumento del 20.37%.
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Figura 32. Diferencias significativas por tratamiento.

Con el 50% de urea se noto un incremento del 25.85% para la bacteria uno,
19.42% para la bacteria dos y solo 3.98% para el control. Finalmente sin adicion
de nitrogeno no se pudieron determinar diferencias significativas entre
tratamientos (Figura 32).

Ademas Azotobacter sp. es capaz de producir sustancias fungistaticas que, al
inhibir el crecimiento de los hongos fitopatdgenos del suelo, promueven
indirectamente el desarrollo de las plantas, especificamente en las etapas
tempranas del cultivo. Estos compuestos tienen accion sobre hongos
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pertenecientes al los géneros Fusarium, Alternaria, Penicillium y Rhizoctonia
(Mayea et al., 1998, Rodelas, 2001).
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Figura 33. Peso Seco de las hojas 90 dias después de la siembra por tratamiento.

En la Figura 33 se observan que los pesos secos de hojas después de 90 dias,
siguen manteniendo la misma tendencia de los pesos de raices y tallos, similar a
los resultados encontrados por (Kloepper et al., 1991) donde sostiene que el
desarrollo de las raices, mejorado por efecto de la inoculacion de las bacterias, se
revela directamente en mayor crecimiento de la parte aérea del cultivo; las
bacterias promotoras de crecimiento, se caracterizan por incrementar el desarrollo
radical, lo que repercute directamente en el rendimiento del cultivo.
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LS-Means for nbacter Control Differences with Dunnett Adjustment
With 95% Confidence Limits With 95% Decision Limits
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Figura 34. Diferencias significativas por tratamiento.

En el tratamiento con 100% de urea no se registraron diferencias significativas tras
la adicion de las bacterias (Anexo 11); pero en el tratamiento con el 75% de urea
se nota un aumento del 39% para la bacteria uno y del 46.1% para la bacteria dos.
Con el 50 % de la urea se incrementé el peso de las hojas en 12.21y 21.77% para
la bacteria uno y dos respectivamente, encontrandose diferencias significativas
entre tratamientos favoreciendo a la bacteria dos. En el tratamiento sin adicion de
nitrégeno se encontraron diferencias significativas (p <0.0001) con la adicion de
bacterias (Figura 34), lo que puede demostrar que no se deben prescindir del
fertilizante debido a que este nutriente es importante también para iniciar los
procesos metabolicos de los microorganismos y las plantas involucradas en esta
asociacion.

También se notd que las variables agrondmicas evaluadas en la parte aérea y en
la raiz del cultivo, se correlacionaron debido a que las bacterias promueven el
crecimiento de raices lo que conlleva a un aumento en la concentracion de materia
seca (Borda M. et al., 2009); es importante anotar que la tasa de crecimiento de la
cafia se mide en términos de materia seca (MS) (Estévez et al., 1995).
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7.3.3 Nitrégeno foliar

Dos factores basicos que contribuyen a la complejidad de la respuesta de la planta
a la inoculacion con bacterias son: la variedad de la planta cultivada, ya que cada
una responde distinto a la inoculacion y el nivel de fertilizaciébn con nitrégeno (de
Carvalho et al., 2011). Los rendimientos mas altos se han obtenido con niveles de
fertilizacion de nitrdgeno mas bajos de lo normal (75% de la cantidad de fertilizante
nitrogenado utilizado normalmente (Bashan et al., 1996, Talulé et al., 2011).
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Figura 35. Porcentaje de nitrégeno en hojas 90 dias después de la siembra por tratamiento.

Lo que se puede notar en Figura 35, donde el valor méas alto de %N en hojas lo
obtuvo la bacteria uno con 75% de la dosis; esto puede ser debido a que segun
(Rodriguez et al.,, 2005); la actividad nitrogenasa es mayor en ausencia de
nitrdgeno, asi como con la adicion de KNO:s.

Con la dosis no se observan diferencias significativas p> 0.0256 (Figura 36)
(Anexo 12), con excepcion del tratamiento con 100% y 0% que evidencio una
diferencia significativa p< 0.0034; sin embargo, con el 75% de la dosis de
fertilizante nitrogenado se nota una diferencia en el porcentaje de nitrégeno foliar
de 0,46% para la bacteria dos y 0.12% para la bacteria uno. Con el 50% de la
dosis de urea no se encuentran diferencias significativas entre tratamientos; lo que
indica que se puede obtener los mismos niveles de nitrogeno en hojas con la
mitad de la dosis de fertilizante quimico (Boddey et al., 2003).
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Para el tratamiento sin fertilizacion se puede notar una disminucion en los niveles
de nitrdgeno en hojas para el control, sin embargo para las bacterias uno y dos los
niveles continlan manteniéndose, lo que demuestra el efecto de la fijacion de
nitrégeno en las plantas de cafia de azucar (Talulé et al., 2011).

Para el nitrogeno, el suministro depende de factores de suelo y clima que afectan
la mineralizacion de la materia organica del suelo y de los residuos de cosecha del
ciclo anterior (Palma et al., 2002). El suministro de nitrégeno no es
adecuadamente medido mediante indices quimicos, mas bien es funcién de los
residuos de cosecha y las raices incorporadas, y del nitrdgeno inmovilizado de la
fertilizacion del ciclo anterior (Palma et al., 2002) (Gallegos & Quispe, 2009).
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Figura 36. Diferencias significativas por tratamiento.
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8 CONCLUSIONES

Esta investigacion permitié obtener cinco cepas nativas de un Mollisol,
usando técnicas microbiologicas y bioquimicas tradicionales, con las cuales
se probo su eficiencia experimentalmente en la produccion de sustancias
reguladoras de crecimiento, fijacion de nitrégeno y resistencia a la vinaza.
Esto demuestra la importancia de aplicar productos biolégicos en beneficio
de una agricultura sostenible.

La cepa 19 y la cepa 4 presentan tiempos de generacion cortos, resistencia
a la vinaza con recuentos de 4.70E+05 y 5.30E+05, después de 9 horas de
inoculacion, altas producciones de AIA y otros compuestos inddlicos con
0.90 y 0.98 pg.ml?, y capacidad de fijacion de nitrégeno, lo que las
convierte en microorganismos promisorios con caracteristicas de interés
para la produccién de biofertilizantes.

Con la aplicacion de las bacterias en plantas de cafia de azucar se pudo
determinar el beneficio promotor de crecimiento y la fijacidbn de nitrégeno
sobre el desarrollo de las plantas, especificamente usando la cepa 19 en
combinacion con el 50% de la dosis de fertilizante nitrogenado.

Estos resultados corroboran el valor que tienen las bacterias de este género
en procesos bioldgicos fundamentales como la fijacién del nitrégeno y como
consecuencia de ello la potencialidad para ser empleadas como
biofertilizantes que pueden actuar como agentes reductores de urea en el
cultivo de la cafa de azlcar.
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9 RECOMENDACIONES

Es importante resaltar que en condiciones naturales, la competencia por los
exudados entre los microorganismos es intensa. Por tanto se deben hacer
investigaciones en condiciones naturales, con inoculacion de poblaciones
bacterianas altas que permitan que las bacterias del bioindculo estén
presentes en un mayor numero de raices vecinas y tengan mayor
disponibilidad de exudados que aquéllas con baja densidad.

También se deben promover ensayos en mezcla de bacterias autoctonas,
dado que se ha comprobado que estos microorganismos benéficos actian
en sinergismo.

Acompafar o complementar estos estudios con técnicas moleculares que
permitan optimizar el estudio de las rutas metabdlicas involucradas en el
ciclo del nitrégeno y la identificacion de las bacterias que participan en el
proceso.
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11 ANEXOS

ANEXO 1. MEDIO AGAR ASHBY (POR COMPONENTES).

COMPOSICION g/L
Sacarosa/Manitol o Benzoato 5
KH,PO,4 1
MgSO4 7H,0 0,2
FeSO,. 7H,0 0,005
NaCl 0,2
CaCl,. 2H, O 0,2

15
Agar

pH 7.0 (+/- 0.2) Fuente : Avella, 2007

ANEXO 2. CALDO NUTRITIVO MERCK ©.

COMPOSICION g/L
Extracto de carne 3,0
Extracto de peptona 5,0

pH 7.0 (+/- 0.2) Fuente : Avella, 2007

ANEXO 3. PREPARACION DE AZUCARES MERCK ©.

COMPOSICION g/L
Base rojo fenol caldo 15
Azucar (Maltosa, Manitol, Glucosa, 1

Ramnosa)*

*para la preparacion del Benzoato se agrega 1g/L de medio Fuente: Avella, 2007

ANEXO 4. PRUEBA DE OXIDASA Y CATALASA.

Prueba Oxidasa: Coloque sobre una tira de papel filtro varias gotas del reactivo de tetrametil p-
fenilendiamina al 1% en agua destilada estéril con un palillo tome una colonia del microorganismo
y frétela sobre el papel humedo. Una prueba positiva de oxidasas se determina por el cambio de
color azul a purpura después de diez segundos de poner al microorganismo con el reactivo.

Prueba catalasa: Esta se lleva a cabo con el fin de comprobar la presencia de la enzima catalasa. Se
toma con un asa una colonia pura de 18 a 24 h de incubacién y se extiende sobre un portaobjetos,
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posteriormente se agrega una gota de HO; al 3%. La formacién de burbujas indica la liberacién de
O, caracteristico de un resultado positivo (Avella, 2007).

ANEXO 5. CALDO TRIPTICASA SOYA (TSB) MERCK ©.

COMPOSICION g/L
Glucosa 2,5
Peptona de caseina 17
Peptona de soya 3
NacCl >
KoHPO, 2,5

Fuente: Bautista, 2008

ANEXO 6. REACTIVO DE SALKOWSKY.

COMPOSICION

FeCl, 40mM
H,S0, 7,9mM

Con un volumen de reaccion de 1ml AIA/ 2ml del reactivo de Salkowsky Fuente: Bautista, 2008

ANEXO 7. CALDO TRIPTOFANO.

COMPOSICION g/L

Peptona de caseina
NaCl

Extracto de levadura
Extracto de carne
L-triptéfano

N = W U1

Fuente: Torres — Rubio et al., 2000
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ANEXO 8. ANOVA PARA ALTURA DE BROTES.

nbacter fertili eval | Estimador Error estandar DF Valort Pr=H| T
1} 1} 1 14.0333 1.3984 646 10.04  =0001 nbacter  fei WdllEﬂill‘ladlll Enor estandar DF Valort P> i
0 0 2 23,4000 13984 B5.6 16,73 =000 50 3 32.6333 13984 656 2334 <0001
0 0 5 96 4393 13984 B5E 10 =00m 75 1 20,6867 13984 656 1478 <0001
75 2 23.0000 13984 656 1645 <0001
1} a0 1 16,6667 1.3884 646 11.92  =.0001
75 3 30.5667 13984 656 2186 <0001
1} a0 2 24.0000 1.3984 646 1716 =.0001
100 1 14.8000 1.3984 656 1058 <0001
1} a0 3 26,3667 1.3984 646 18.86 =.0001 100 2 21.7000 13984 656 1552 <0001
1} 75 1 16.0000 1.3884 646 11.44  =0001 100 3 27.6333 1.3984 656 1976 <.0001
0 75 2 703333 13984 B56 1454  =0001 0 1 14.4867 13984 656 1035 <0001
i - 3 F— 1 | 6aG e 0 2 20,1333 13984 656 1440 <0001
0 3 26.2000 13984 656 1874 <0001
1} 100 1 16.0000 1.3984 646 11.44  =0001
50 1 22,6667 13984 656 1621 <0001
v iy 2 ZEIEEE 13865 | B2l EAR | < 50 2 33.3667 13984 B56 2386 <0001
1} 100 3 274333 1.3884 646 19.62  =.0001 50 3 35 6667 13984 656 2551 <0001
1 il 1 13.7333 13984 B56 987 <0001 75 1 22.3000 13984 656 1595 <0001
y a 2 20,7000 13984 B56 1480 =0007 75 2 27.3333 13984 656 19.55 <0001
75 3 36.2667 13984 656 2594 <0001
1 1} 3 24,3333 1.3984 646 17.40  =0001
100 1 18.6000 13984 656 1330 <0001
1 a0 1 14.4000 1.3984 646 1030 =.0007
100 2 26.3333 13984 B56 1883 <0001
1 50 2 277867 13884 B56  19.86 <0001 — e e
LS-Means for nbacter*fertili*eval
35
30
]
o
1
=
B 54
]
-
3
=
[
20
15 4

01

02 03

S01 S0 2 S03 751 T 753
fertili eval
[nbacter —e—0 —+— 1 —x— 2]

1001

1002

1003
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ANEXO 9. ANOVA PARA PESO DE RAICES.

Tipo lll Tests de efectos fijos
Efecto Num DF Den DF F-Valor Pr=>F
nbacter 2 24 7.21 00035
fertili 3 24 1635 <0001
nbacter*fertili 6 24 277 00341

nbacterMedias de minimos cuadrados

nbacter | Estimador Error estandar DF Valort Pr> [t|

0 250417 1.0006
1 28.5250 1.0006
2 30.3250 1.0006

24 2503  =0001
24 2851 <0001
24 3031 <0001

Diferencias de nbacter medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones multiples: Dunnett

nhacter _nbacter | Estimate Error estandar DF

Valort Pr=[t AdjP

1 0

2 0

3.4833 14151 24

5.2833 14151 24

246 0.0214 0.0394

373  0.0010 0.0020

praiz LS-Mean

Control Differences with Dunnett Adjustment

With 85% Decision Limits

30 o

28

26

24

22 4

Control =0, Mean = 25.0417

upL

LDL

nbacter
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Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones miiltiples: Dunnett
fertili _fertili | Estimate Error estindar DF VWalort Pr=|tff AdjP
a0 1] 9.7111 1.6341 24 5.94 <0001 =.0001
75 1] 44444 1.6341 24 272 00119 D.0314
100 1] -0.2111 1.6341 24 -0.13  0.8983 0.9984
Control Differences with Dunnett Adjustment
With 95% Decision Limits
325 4
3004
= uDL
2
0 275 4
-
N
[
= 250
225+
LDL
Eily Control =0, Mean = 24 4778
T T T
50 75 100
fertili
Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados
fertili _fentili | Estimate Error estandar DF Valort Pr=[t| Alpha Inferior Superior
0 Al -9.7111 16341 24 -5.94 =000 0.08 -13.0836 -6.3386
0 Ta -4 4444 16341 24 =272 0D.0118 005  -7.8170 -1.0719
0 100 02111 16341 24 013 0.8983 0.0a  -31614 35836
a0 Ta 52667 16341 24 322 D.0036 0.04 1.8942 86352
a0 100 Q9332 16341 24 607 =.0001 0.04 65457 13.2947
78 100 4 6556 16341 24 284 0.00849 0.04 1.2830 8.0281
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nhacterfertiliMedias de minimos cuadrados
nbhacter fertili | Estimador Error estandar DF Valort Pr= |t
1] 1] 24 9667 20013 24 1248 =0001
1] a0 262667 20013 24 1312 =.0001
1] 78 9 4667 20013 24 1273 =.0001
1] 100 234667 20013 24 11.73  =.0001
1 1] 240333 20013 24 12.01 =.0001
1 a0 26.6000 20013 24 18.29 =.0001
1 75 23.9000 20013 24 14.44 =0001
1 100 4 A6RT 20013 24 1228 =.0001
2 0 24 4333 20013 24 12.21 =.0001
2 a0 39,7000 20013 24 19.84 =.0001
2 75 32,4000 20013 24 16.19 =.0001
2 100 24 TEGT 20013 24 1238 =.0001
LS-Means for nbacter*fertili
40 e
o
,/
35 - s
= '/"
] e
= g
Jf __;{
. P B
4 p )
n s .-
o R -
E 30 // e
L e
a/./ - - i
L7 ] )
_F/" B -
-
27 G__———————_____ I s ——
- — B
o~ —
T T T
0 1 2
nbacter
[fertili —e—0 —+— 50 —x— 75 —a— 100]
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ANEXO 10. ANOVA PARA PESO DE TALLOS.

Tipo Il Tests de efectos fijos
Efecto Num DF Den DF FValor Pr=F
nhacter 2 24 4553 =.0001
fertili 3 24 50.20 =.0001
nhacterfertili i 24 1854 =.0001

nhacterMedias de minimos cuadrados

nhacter | Estimador Error estandar DF  Valort  Pr= [{
0 41.2833 D.E187 324 6672 =.0001
1 437833 n6187 24 o076 =0001
2 45,4333 06187 24 7989  =0001

Diferencias de nbacter medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones miltiples: Dunnett

nhacter _nbacter | Estimate Error estandar DF Valort Pr=[tf AdjP

1 1] 2.4000 0.87a0 24 286 0.0087 00163
2 0 8.1600 0.8750 24 931  =0001 =.0001
Control Differences with Dunnett Adjustment
With 85% Decision Limits

50 4 Control =0, Mean = 41 2833

48
= 46
']
=
"
-l
2 444
2]
5 ubL

42 -

40 —

LDL
T T
1 2
nbaeter




Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones miultiples: Dunnett

fertili _fertili | Estimate Error estandar DF Valort Pr=[t| AdjP

a0 0 12.0444 1.0104 24 1192  =0001 <0001
75 0 45778 1.0104 24 453 00001 0.0004
100 0 3.5656 1.0104 24 3452 00012 00048

Control Differences with Dunnett Adjustment
With 85% Decision Limits

Control =0, Mean = 39.7889

50

=

[

=

@ 45

-

=

s

= uUDL

40 —
LDL
T T T
50 75 100
fertili
Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados

fertili _fertili | Estimate Error estandar DF Valort Pr=|tff Alpha Inferior Superior
i a0 -12.0444 1.0104 24 -11.92  =.0001 0.05 -14.1298 -9.9591
i 75 -4 5778 1.0104 24 -4.53  0.0001 0.05 -B.6632 -2.4924
i 100 -3.58556 1.0104 24 -352 00018 0.05 -5.6409 -1.4702
a0 75 74667 1.0104 24 739  =.0001 0.05 5.32813 95520
a0 100 84889 1.0104 24 840 =.0001 0.05 B 4035 105743
7h 100 1.0222 1.0104 24 101 03218 0.05 -1.0632 31076

89



nhacterfertiliMedias de minimos cuadrados

nbhacter fertili | Estimador Error estandar DF Valort Pr= [t
0 0 37.5333 12376 24 3033 =.0001
0 a0 41.8333 1.2375 24 33.80  =.0001
0 75 401667 1.2375 24 3246  =0001
0 100 45,6000 12375 24 36.85 =.0001
1 0 41.3333 12375 24 3340  =.0001
1 &0 81 8667 12376 24 4167 =.0001
1 7a 40,9667 1.2376 24 3310  =.0001
1 100 41,2667 12375 24 3335 =000
2 0 40,5000 12375 24 3273 =0001
2 &0 £2.1000 12376 24 a0.18 <0001
2 75 51 9667 1.2375 24 4199 <0001
2 100 431667 1.2375 24 3488 =000
LS-Means for nbacter*fertili
A
- -~ ’
50 7
- -
-
-~ -
55 - o
e
= P
[ ] -
50 ool -
L) - -
— -
[ -~ ~
i
= - -
54 T~ T
e -
-7 — -~
— )  __a
L Il -~ I— —
- ~— T —
—_— - — — - _T—"__-i__ e ————
a0 w—-—-—-" -9
—
T T T
0 1 2
nbacter
[fertili —=—0 —+— 50 —x— 75 —a— 100
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ANEXO 11. ANOVA PARA PESO DE HOIJAS.

Tipo lll Tests de efectos fijos
Efecto Num DF Den DF F\Valor Pr=F
nhacter 2 24 40.54 =.0001
fertili 3 24 190.38 =.0001
nhacterfertili 6 24 40.85 =.0001

nhacterMedias de minimos cuadrados

nbacter

nhacter | Estimador Error estandar DF  Valort Pr= |t
1] 41,3333 05676 24 7282 =00M
1 458250 05676 24 8073 =.0001
2 48 4833 05676 24 2541 =.0001
Diferencias de nbacter medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones miltiples: Dunnett
nbacter _nbacter | Estimate Error estandar DF Valort Pr=[tf AdjP
1 1] 4497 08027 24 860 =0001 =0001
2 1} 71500 0.8027 24 891 =.0001 =.0001
Control Differences with Dunnett Adjustment
With 5% Decision Limits
Control =0, Mean = 413333
48 -
46 |
=
[
a
=
w444
.“
3 upL
=
o
42
40 -
LDL
T
1 2
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Diferencias de fertili medias de minimos cuadrades
Ajuste para comparaciones multiples: Dunnett
fertili _fertili | Estimate Error estandar DF Valort Pr=|tf AdjP
a0 0 20,0111 09269 24 21589 =0001 =.0001
7a 0 13.3222 09269 24 1437 =0001 =0001
100 0 4.0111 09369 24 433 00002 00007
Control Differences with Dunnett Adjustment
With 95% Decision Limits
Control=0, Mean= 358778
55
50+
[ =
o
-}
=
0 45
-l
(2]
o
=
-5
40
upL
35
LDL
T T T
S0 75 100
fertili
Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados
fertili _fertili | Estimate Error estandar DF WValort Pr=|[t| Alpha Inferior Superior
0 50 -20.0111 08269 24  -21538 =0001 005 -215242 -18.0880
0 75 -13.3222 08269 24 -14.37 =.0001 005 -152353 -11.4091
0 100 -4.0111 08269 24 -4.33  0D.0002 005  -58242 -2.0980
a0 75 G.6889 08269 24 722 =.0001 0.05 47758 8.6020
a0 100 16.0000 09269 24 17.26 =.0001 005 14,0869 179131
75 100 9.3111 09269 24 10,05 =.0001 0.04 7.3980 11.2242
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nhacterfertiliMedias de minimos cuadrados
nhacter fertili | Estimador Ermror estandar DF  Valort Pr= |t
0 i] 36,4667 11353 24 3212 =000
0 an 42,9333 11353 24 ar.e: =000
0 7a 41.0000 11353 24 3612 =000
0 100 44,9333 11353 24 wA3 =000
1 0 34 5333 11353 24 N4z =0001
1 a0 a8.76RT 11353 24 51.77  =.0001
1 78 A2.4000 11353 24 4616 =.0001
1 100 A7 6000 11353 24 3312 =.0001
2 i] 36,6333 11353 24 3227 =000
2 an G8.9667 11353 24 aa.11 =000
2 7a 54,2000 11353 24 4774 =000
2 100 r1333 11353 24 3271 =000
LS-Means for nbacter*fertili
o+
60 .
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o
= //'J e — =X
o p I
E. -~ g _,X - B
% 50 7 L
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- - -
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T T T
0 1 2
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[fertili —e—0 —+— 50 —x— 75 —=a— 100
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ANEXO 12. ANOVA PARA NITROGENO FOLIAR.

Tipo lll Tests de efectos fijos
Efecto Num DF Den DF FMaler Pr=F
nhacter 2 24 223 01230
fertili 3 24 370 0.0255
nbacterfertili B 24 1.01 04410
nhacterMedias de minimos cuadrados
nbacter | Estimador Error estandar DF Valort Pr= |t
0 15617 008354 24 18.68  =0001
1 1.8108 0.08354 24 21,68 =.0001
2 1.7233 0.08354 24 20063 =.0001

Diferencias de nbacter medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones multiples: Dunnett

nhacter _nbacter | Estimate Error estandar DF Valort Pr=|tff AdjP
1 0 0.2482 o181 24 211 00456 0.0819
2 0 01617 o181 24 1.37 01839 03064

nfol LS-Mean

Control Differences with Dunnett Adjustment

With 85% Decision Limits

18 4

16

141

Control=0, Mean = 158167

nbacter

T
2

upL

LDL
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Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados
Ajuste para comparaciones multiples: Dunnett

fertili _fertili || Estimate Error estandar DF Valort Pr=[tf AdjP

a0 0 0.2622 01364 24 1.92 0.0665 01600

75 0 0.3067 01364 24 225 0.0340 00855

100 0 0.4433 01364 24 325 0.0034 00093

Control Differences with Dunnett Adjustment
With 85% Decision Limits
Control =0, Mean = 1.44356
1.8 uDL
c 164
m
']
=
(")
|
2
E 144
12
LDL
T T T
50 75 100
fertili
Diferencias de fertili medias de minimos cuadrados

fertili _fertili | Estimate Error estandar DF Valort Pr=|[t| Alpha Inferior Superior
1] a0 -0.2622 01364 24 -1.82  0.0665 005 -0.45438 0.01934
1] 7a -0.3087 01364 24 -2.25  0.0340 005 -05882 -0.02511
1] 100 -0.4433 01364 24 -3.25  0.0034 0o0s  -0.72449 -01618
a0 7a -0.04444 01364 24 -0.33 0.7474 005 -0.3260 0.2371
4l 100 -0.1811 01364 24 -1.33 01968 005  -0.4627 01004
75 100 -0.1367 01364 24 -1.00  0.3264 0o0s  -0.4182 01448

95



nhacter*fertiliMedias de minimos cuadrados
nhacter fertili | Estimador Error estandar DF  Valort Pr= |t
0 1] 1.1067 01671 24 B.62  =.0001
0 a0 1.7400 01671 24 1041  =.0001
0 75 1.5633 01671 24 936 =.0001
0 100 1.8367 01671 24 10,89  =.0001
1 a 1.5800 01671 24 946 <0001
1 a0 1.7433 01671 24 1043  =.0001
1 75 20167 01671 24 12.07 =.0001
1 100 1.9033 01671 24 11.39 =.0001
2 1] 1.6400 01671 24 9.88 <=.0001
2 a0 1.6400 01671 24 9.82 <0001
2 75 16767 01671 24 10,04 =.0001
2 100 1.9267 01671 24 11.53  =.0001

nfol LS-Mean

LS-Means for nbacter*fertili
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ANEXO 13. ANALISIS FISICOQUIMICO DE VINAZA.

Calla T9 B No.70 - 16 Bogeti D.C
AG RI LA B Teddfon 2231999
Taolafax: 22340

234087
&.mail: agrilabiaethnst.co

Pagina 1 de 1

Laboratorio de Andlisis Quimicos
Insumos Agricolas
Registrado ante el ICA segun Resolucion 000584

Remitente INCAUCA S.A. [ Ing. Isabel Cristina Ospina
Identificacion suministrada Mtra. 113 VINAZA
Descripcion Liquido Café No. Laboratorio MO 15022
Fecha de Ingreso 12-abr-13 Fecha de Entrega  |24-abr-13
CARACTERIZACION Y COMPOSICION DE MATERIAL ORGANICC LIQUIDO
PARAMETRO RESULTADO UNIDADES METODO ANALITICO
Carbono Organico Oxidable Total 123 g/l WALKLEY-BLACK(NTC 5167)
pH 4 35 POTENCIOMETRICO
Densidad (20°C) 1,18 glc.c. GRAVIMETRICO (NTC 5167)
Conductividad Eléctrica (1:200) 0,84 dS/m COMDUCTIMETRO
Sdlidos Insolubles 12,2 g/l GRAVIMETRICO (NTC 5167)
Nitrogeno (Norg+MN-NH4+N-NH2) 8,03 g/l MICRC-KJELDHAL (NTC 5167)
Nitrégeno Organico (NOrg) 6,37 g/l MICRC-KJELDHAL (NTC 5167)
Nitrogeno Amoniacal (N-NH4) 1,66 g/l VOLUMETRICO (NTC 5167)
Nitrégeno Nitrico (N-NO3) N.D. g/l COLORIMETRICO (NTC 5167)
Nitritos (NO2) N.D. g/l POTENCIOMETRICO
Fasforo Soluble en Agua (P205) 042 g/l COLORIMETRICO (NTC 5167)
Potasio Soluble en agua (K20) 427 g/l ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Calcio Soluble en Agua (Ca0) 101 g/l ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Magnesio Soluble en Agua (MgQ) 579 g/l ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Azufre Soluble en Agua(S-504) 1.1 g/l TURBIDIMETRICO (WTC 5167)
Hiemo Soluble en Agua 0,19 g/l ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Manganeso Soluble en Agua 26 p.p.m ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Cobre Soluble en Agua 47 p.p.m ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Zinc Soluble en Agua 3.0 p.p.m ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Boro Soluble en Agua 1.7 p.p.m COLORIMETRICO (NTC 5167)
Sodio Soluble en Agua 0,69 g/l EMISION DE LLAMA (NTC 5167)
Silice Soluble Si02 10,6 g/l ABS. ATOMICA (NTC 5167)
ADICIOMALES
Carbonatos (CO3=) N.D. gll VOLUMETRICO (NTC 5167)
Bicarbonatos (HCO3- ) N.D. g/l VOLUMETRICO (NTC 5167)
Cloruros (Cl- ) N.D. gll VOLUMETRICO (NTC 5167)
Aluminio N.D. gll ABS. ATOMICA (NTC 5167)
Molibdeno N.D. gll ABS. ATOMICA (NTC 5167)
OBSERVACIONES:

1. Siusted tiene alguna inquietud, queja o reclamo sobre sus resultados, por favor comunigquese con el Director técnico o con el Coordinador de
area.

2. El alcance de la responsabilidad de AGRILAB en el presente informe, se limita a la realizacion de los analisis de laboratorio relacionados y
descritos anteriormente, mas NO A GARANTIZAR los productos en su concepcion, disefio, calidad y eficiencia.

3. Los ltados an consignados en el p te informe corresponden exclusivamente a la muestra enviada por el cliente y no a otro(s)
materiales de la misma procedencia.

4. La contramuestra de la muestra analizada se almacenara por un periodo de tiempo de 6 meses, luego serd desechada.

ATENTAMENTE,
MYRIAM BENDECK LUGO OSCAR J. PARRA CORTES .
Quimica Director Técnico PQ-1168 Quimico Industrial Coordinador De Area

CIENCIA ¥ TECHOLOGIA AL SERWICH DEL SECTOR AGRICOLA
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ANEXO 14. PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN.

Steps in the protocol
1. Resuspend the cell pellet (approximately 0.1 g) completely with 564 | TE buffer (use a sterile

toothpick to mix the pellet and ensure complete resuspension).

2. Add approximately 10 u g lysozyme (crystalline) to the cell suspension (from this point, do not
vortex!). Mix thoroughly by inverting the Eppendorf tube several times. Incubate 10-60 minutes at
37 -C. Add 6 p | Proteinase K (10 mg/ml), and 30 u| SDS (10-20%). Mix thoroughly (do not
vortex!). Incubate at 37 -C until the suspension becomes relatively clear and viscous.

3. Add 100 x| NaCl (5 M) and mix thoroughly (do not vortex!). Incubate suspension at 65 -C, 2
minutes. Add 80 . | CTAB/NaCI solution (preheated at 65 -C, use a pipette tip with the tip cut off to

pipette the viscous CTAB/NaCl solution) and mix thoroughly (do not vortex!). Incubate suspension
at 65 -C, 10 minutes.

4. Extract suspension with an equal volume (approximately 800 . I) chloroform/isoamyl alcohol
(24:1) solution. Centrifuge (10,000 x g, 5 minutes) Transfer the upper (aqueous) phase
(Supernatant 1), containing the nucleic acids, into a separate 2.0 ml Eppendorf tube.

5. Extract Supernatant 1 with an equal volume (approximately 800 u I) of phenol/chloroform/isoamyl
alcohol (25:24:1) solution. Centrifuge (15,000 x g, 5 minutes). Transfer the upper (aqueous) phase
(Supernatant 2), containing the nucleic acids, into a separate 2.0 ml Eppendorf tube.

6. Extract Supernatant 2 with an equal volume (approximately 800 u I) chloroform:isoamyl alcohol
(24:1) solution. Centrifuge (10,000 x g, 5 minutes). Transfer the upper (aqueous) phase
(Supernatant 3), containing the nucleic acids, into a separate 2.0 ml Eppendorf tube.

7. Add 0.7 volumes (approximately 560) isopropanol to precipitate nucleic acids. Mix gently by
inverting the tube several times — the DNA should appear as a white, viscous, precipitate. Let sit at
room temperature for 5 minutes to 1 hour. Centrifuge (12,000-15,000x g 15-30 minutes) at room
temperature. The DNA should be visible as a pellet on the side of the Eppendorf tube. Remove the
isopropanol carefully, so as to avoid disturbing the pellet.

8. Wash the pellet with 500 . | EtOH (70%) by inverting the tube several times. Centrifuge 12,000-
15,000 % g, 15-30 minutes at room temperature. Carefully remove the EtOH and blot the rim of the
tube with a paper towel to get rid of excess liquid.

9. Briefly (not more than 5 minutes) dry pellet in a speed-vac.

10. Resuspend each pellet in 50-60 x| TE Buffer. Let sit at 37 -C to allow the DNA to be
resuspended completely.

11. Estimate the concentration of DNA in suspension by spectrophotometric measurement at 260
nm. For double-stranded DNA suspensions, at a wavelength of 260 nm and using a cuvette with a 1

cm light path, an OD of 1.0 is equal to a concentration of 50 Mg/ml. The quality of the DNA can be
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estimated by measure ments of the A260,/A280 and the A260,/A230 ratios. The size of the DNA can be
estimated by agarose gel (0.5%, w/v) electrophoresis, subsequent staining with ethidium bromide
and visualization by U.V. illumination. DNA of uniform size (approximately 20 kb) indicates that the
DNA has been extracted without excessive shearing. DNA which has been sheared or degraded by
nucleases will appear as a broad smear, of smaller molecular weight

products.
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