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Resumen

Con el uso constante de fertilizantes quimicos
en la activad agricola se han producido
algunos problemas de contaminacion, dafios
en la salud humana, deterioro de suelos
y pérdida de la biota microbiana que se
encuentran en la tierra.

De ese modo, las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal son una via para el
desarrollo de biofertilizantes, debido a que
presentan caracteristicas como la fijacién
simbidtica de nitrégeno vy la solubilizacién
de fosfato. Por lo tanto logran disminuir
el consumo de fertilizantes quimicos vy
contribuyen al manejo sustentable de la
produccion agricola, mejorando la calidad del
suelo y el ciclado de nutrientes.

Por lo anterior; el objetivo de este estudio
es caracterizar las bacterias promotoras
del crecimiento vegetal aisladas en la finca
La Loma Verde Santa Lucia, ubicada en
Guasca Cundinamarca y determinar cudl es
su influencia en el desarrollo de lechuga v
acelga hasta estado de pléntula. Para ello, las

bacterias aisladas que presenten la propiedad
de fijar nitrégeno atmosférico y solubilizar
fosfatos serdn inoculadas en semillas de
lactuca sativa (lechuga) y beta vulgaris (acelga)
para evaluar el desarrollo de las plantulas. Se
espera entonces que las bacterias aisladas
y caracterizadas promuevan el crecimiento
vegetal de estas dos hortalizas, para que
en un futuro se pueda incentivar el uso de
dichas bacterias en técnicas de produccién
de cultivos en Guasca, Cundinamarca.

rizobacterias.

Palabras claves: hortalizas.

biofertilizantes.
Abstract

Promoting bacteria plant growth, they are a
way for the development of bio-fertilizers
because they have characteristics as
symbiotic nitrogen fixation and phosphate
solubilization, decreasing the consumption
of chemical fertilizers therefore can
contribute to the sustainable management
of production agriculture, improve soil
quality and nutrient cycling by microbial
action. The agricultural activad with
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constant use of chemical fertilizers has
brought pollution problems, damage to
human health, damage and loss of soil
microbial biota found there. The use
of bacteria with potential plant growth
represent an alternative use to replace
chemicals and help plant growth .For
above the goal of this study it is to
characterize the plant growth promoting
bacteria isolated in the La Loma Verde
Santa Lucia in Cundinamarca, Guasca
and determine their influence on the
development of lettuce and spinach until
seedling stage.

For this purpose, the isolated bacteria that
exhibit the property of fixing atmospheric
nitrogen and solubilization of phosphates
will be inoculated in the seeds of lactuca
sativa (lettuce) and beta vulgaris (beet)
to assess the development of seedlings.
Waiting resulting bacteria isolated and
characterized promote plant growth of
these two vegetables so that the future
can encourage the use of these bacteria
in techniques in crop production in
Cundinamarca, Guasca.

Keywords: Vegetables, PGPB, Biofertilizers.
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I. INTRODUCCION

El aumento de la produccién agricola y
el comercio exitoso de las hortalizas ha
requerido de la adicidon de fertilizantes
quimicos para garantizar el crecimiento,
el desarrollo vegetal vy la productividad
del cultivo. Esto debido al deterioro
del suelo, pérdida de la biodiversidad, la
agilidad en la venta y consumo de los
productos agrarios (Portnov, Safriel 2004.
Sdenz, 2006). Sin embargo, un 50% de
los fertilizantes quimicos aplicados son
tomados por la planta, mientras que el
restante queda en el suelo y son lixiviados
a cuerpos de agua, causando asf pérdidas
econdmicas y contaminacion ambiental
(Saikia y Vanita, 2007).

La urea es uno de los fertilizantes
nitrogenados mds utilizados en la zona
del municipio de Guasca, Cundinamarca.
Se obtiene por medio de la combinacion
del diéxido de carbono con el amonfaco.
Otro fertilizante utilizado es el triple 15
que permite tener una fuente éptima de
los tres macro nutrientes primarios: N-P-K
mientras que el 10-30-0 presenta una
proporcién de contenidos de nitrégeno y
fésforo N-P (Vega, 1985).

El uso de estos fertilizantes quimicos y
otros agroquimicos han impactado la
salud de los seres humanos (Castafieda,
1995), pues son causantes de algunas
enfermedades en los sistemas respiratorio,
inmunitario y endocrino, ademds de ser
causantes de dafios cerebrales; en el
sistema nervioso y en el higado. Producen
también defectos de nacimiento vy
esterilidad causados por el contacto o
inhalacion. (Mctainsh 1986; Ortega-Rubio
et al. 1998;Wang et al. 2004).
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Asi mismo, dichos fertilizantes ejercen
efectos nocivos en las aguas superficiales
y subterrdneas, en el suelo y el subsuelo;
en la flora y fauna. Por ejemplo causan
dafos en las plantas ocasionando que se
reduzca su crecimiento, generan pérdida
de la coloracidn natural de sus hojas y
flores y reducen la proliferacién de frutos.
Todo esto conlleva a que la produccion
de cultivo pierda su atractivo a la hora de
comercializarla (Freyre, 1997).

En cuanto a la biota microbiana que
se encuentra en el suelo, el uso de los
fertilizantes quimicos produce un cambio
en los ecosistemas, modificando las
poblaciones microbianas que en su mayorfa
presentan una asociacidon con la planta
ayuddndole en su crecimiento y desarrollo
(Echegaray A, 1995).

Dadas las consecuencias del uso de los
fertilizantes quimicos, el desarrollo de
la produccién agricola de la mano de
la biotecnologia, ha generado nuevas
practicas que mejoran la estructura y
la calidad del suelo. Técnicas asociadas
al rendimiento de la produccién de
cultivos basados en la biota microbiana
que tiene el suelo y la planta (Faz
[991). Las lineas de investigacion llevan
a analizar la biodiversidad de algunos
microorganismos y  se  encuentran
asociadas con el ciclado de nutrientes
del suelo y la accidén de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal
(Vega 1985). Asi mismo, las poblaciones
de artrépodos y anélidos ayudan a
la degradacién de materia orgdnica y
mantenimiento del suelo estable. Todo lo
anterior pretende mejorar las condiciones
necesarias para la produccién agricola y
dejar atrds el uso excesivo de insumos
quimicos. (Richardson, 2009).
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Por su parte, las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal tienen la capacidad
de estimular directamente el desarrollo
de las plantas, a través de diferentes
mecanismos como la fijacién bioldgica de
nitrégeno  atmosférico. También pueden
producir sustancias reguladoras de su
crecimiento, incrementar el volumen de
la raiz, tallo y otros drganos como flores
y hojas (Arshad y Frankenberger, 1998).
Las bacterias ayudan ademds a solubilizar
minerales como el fosfato e inhiben el
crecimiento de patdgenos en el suelo que
afectan las plantas (Utkhede et al, 1999) y
presentan interaccion sinérgica con otros
microorganismos del suelo (Bashan et al,
1996).

Las hortalizas en la produccién agricola
presentan un alto nivel de consumo en
la canasta familiar colombiana. En los
Ultimos tiempos se han visto beneficiadas
en los nuevos sistemas de agricultura
orgdnica como medio para proveer un
mejor alimento y un mejor producto al
consumidor (Payne, 1997). Este hecho
facilita la biodiversidad del suelo, lo cual
ayuda a mantener el equilibrio del agro
ecosistema (Ingham, 1997). Los productos
como la lechuga, acelga, perejil, remolacha,
repollo y zanahoria se producen en nuestro
pals a gran escala, ya que son productos de
consumo de la canasta familiar.

Asi, cada dia se incrementa el empleo de
microorganismos fijadores de nitrdgeno
simbidticos y que a la vez son productores
de sustancias promotoras de crecimiento
vegetal como inoculantes; las bacterias del
género azotobacter han demostrado un
aumento significativo en el rendimiento
de los cultivos de leguminosas y hortalizas,
lo cual permite el ahorro de fertilizantes
minerales 'y la contribuciéon con la

preservacion del medio ambiente (Singh,
2003).

Por lo anterior; el objetivo de este estudio
es:

Caracterizar las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal aisladas en la finca
La Loma Verde Santa Lucia en Guasca,
Cundinamarca y determinar su influencia
en el desarrollo de lechuga y acelga hasta
estado de plantula.

METODOLOGIA
Lugar de muestreo

El estudio se realizd en el municipio de
Guasca, Cundinamarca, en la finca La Loma,
vereda Santa Lucfa. La zona cuenta con
una temperatura media de [3°C. En una
parte de la finca se realizan actividades de
produccidn y comercializacion de plantas
ornamentales y en la otra, donde se llevd
cabo el muestreo de suelo, no se realizan
actividades productivas, es decir no se
llevan a cabo prdcticas agricolas. De ese
modo, se encuentra ocupado con cultivos
de especies  gramineas, leguminosas Yy
asterdceas.

Muestreo del suelo

Se realizd la extraccién de 5 de suelo a una
profundidad de 5 cm. en un drea de 60 m?
El muestreo se ejecutd en forma de zigzag,
segln la metodologfa de Martyniuk, (2002)
y Tejera (2005).

Las muestras compuestas tomadas se
empacaron en bolsas pldsticas, con cierre
hermético. Posteriormente se almacenaron
y transportaron en neveras de icopor a
temperatura ambiente (Torres, 2000).
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Procesamiento de las muestras y
aislamiento primario de bacterias

Una vez en el laboratorio, las muestras se
dividieron en sub-muestras, para su andlisis
fisicoquimico y microbioldgico.

Para aislar las bacterias de las muestras
tomadas en la finca La Loma, se pesé | gr
de suelo y se adiciond a un tubo de ensayo
con 9 mm de agua destilada estéril y se
realizaron diluciones seriadas para sembrar
en cajas de Petri con agar ashby. Los cultivos
se incubaron a 30° C por 5 dfas.

Aislamiento secundario de las bacterias

Se realizd el aislamiento secundario, a partir
de las colonias obtenidas en el aislamiento
primario. Para ello se realizd una siembra
por agotamiento de las colonias en agar
ashby y se incubaron durante 5 dias a
30°C. Posteriormente se determind la
morfologia macroscépicas de las colonias y
microscopicas de las células (Tejera, 2005).

Conservacion de los aislamientos

A Partir de las cepas aisladas y evaluadas,
se realizardn cultivos en agar nutritivo vy se
incubaran a 30°C por 2 dias.

Los cultivos se depositaran en tubos
estériles de Eppendorf de 1.5 ml con un
0% v/v de glicerol y se congelara a -70°
(C) para pruebas posteriores (Aquilantil L,
2004; Poutou R 1994).

Determinacion de bacterias
solubilizadoras de fosfato

Para la determinacién de las bacterias
que solubilizan fosfatos se sembrardn las
colonias de las cepas ya almacenadas vy
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caracterizadas por morfologfa microscépica,
en cajas de petri en un medio de SRS, el
cual contiene sales de fosfato de calcio v
purpura de bromocresol como indicador
de PH. Se encubardn 5 dias a 30° (C) v
se seleccionaran las colonias de bacterianas
que crecieron acidificando el medio de
cultivo y formando un halo transparente
alrededor de la colonia, indicando la
actividad  solubilizadora. La prueba se
realizard por triplicada de cada uno de
los aislamientos secundarios realizados,
escogiendo las cepas que mayor didmetro
presenten en los halos y en la solubilizacidn
del fosfato (Rigde E, Rovira A, 1971).

Bioensayos para la estimacion del crecimiento
de las plantulas de lechuga y acelga

Se seleccionardn las cepas que crezcan en
medio libre de nitrégeno y que solubilicen
fosfatos para ser inoculadas en semillas de
lechuga y acelga, determinando la influencia
de las bacterias seleccionadas para estimular
el crecimiento de las pldntulas.

Las semillas certificadas de lechuga vy
acelga se obtendrdn en un establecimiento
comercial. Posteriormente serdn lavadas
y desinfectadas, sumergiéndolas  en
hipoclorito de sodio al 0,8% y se agitardn
de forma constante durante |5 minutos.
A continuacion se lavardn 3 veces con
abundante agua destilada estéril.

En cajas de petri, cada una con papel filtro
se pondran por aparte 10 semillas de
lechuga y 10 de acelga, a una distancia de 2
cm entre cada semilla. De manera paralela
y como prueba control se probardn las
semillas de las mismas especies con el
fertilizante quimico 10-30 'y un control
negativo con agua destilada (Madigan et al,,
1998).
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Para la inoculacidn de las semillas de lechuga
y acelga se cultivardn las bacterias en caldo
nutritivo, se centrifugardn y se introducirdn
en solucidn salina. Posteriormente se
dejardn las semillas, por media hora en
la suspensidon. Las cajas se dispondran
a temperatura ambiente. Se realizard un
control diario de las semillas. Después, las
pldntulas se trasplantardn a unas cubetas con
tierra estéril para el crecimiento. Al cabo
de un mes se determinard el drea foliar; la
longitud de tallo y raiz, peso seco y fresco
de la plantulas para ser comparadas con
los tratamientos de control y determinar
la viabilidad del uso de las bacterias aisladas.

Analisis estadistico

Se realizard un disefio al azar con cuatro
repeticiones, con el fin de determinar el factor
de eficiencia de las bacterias que presentan
las caracteristicas de solubilizar fosfatos y fijar
nitrégeno.Asf mismo estas serdn comparadas
con los controles y finalmente se realizardn
pruebas de Tukey al 5% de significancia y asf
determinar el valor de comparacién.

RESULTADOS PRELIMINARES Y
DISCUSION

Se tomaron 5 muestras de suelo en La
finca Loma verde Santa Lucfa en Guasca,
Cundinamarca, las cuales fueron procesadas
para el aislamiento primario de las bacterias.
Después de 5 dias de incubacion se
clasificaron los aislamientos por morfotipos,
de acuerdo con la morfologla de las
colonias que se encontraban en cada caja.
En la figura | se observa que las muestras
[,2y 5 presentan los mayores nimeros de
morfotipos de bacterias.

En el primer aislamiento con la siembra
de los microrganismos en un medio libre

de nitrégeno (medio ashby) se obtuvo una
diversidad de bacterias con 29 morfotipos
dentro de las 5 muestras tomadas
(figura |). Para el aislamiento secundario
se mantuvo el mismo medio, lo cual
indica que las bacterias que crecieron
presentan la capacidad para fijar nitrdgeno
(Monteiro, 2008).

é

Figura |. nlmero de morfotipos aislados, tomados a
partir de las muestras de suelo, de la finca la
Loma verde de Santa Lucia en Guasca,
Cundinamarca.

. [T

numero de muestras

Estos resultados determinan que, dentro de
la biota microbiana que poseen las muestras
de suelo tomadas en la finca La Loma
se pueden encontrar microorganismos,
capaces de ayudar en el crecimiento vy
desarrollo de las plantas (D&bereiner y Day,
[975).

La zona donde se realizé el aislamiento de
las bacterias presentes en el suelo no ha
sido utilizada para la produccién agricola.
Inicialmente las pruebas para determinar el
efecto de las bacterias aislada se realizardn
en condiciones de laboratorio. Se espera
que en un futuro sea posible producir un
cultivo de hortalizas de lechuga y acelga
manejadas por medio de biofertilizantes,
producidos a partir de las bacterias aisladas
y caracterizadas en este estudio, ya que la
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zona del municipio de Guasca aun no ha
incursionado en el uso de biofertilizantes
(Benerjee 1999, Maroni et al. 1999).
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