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Introduccioén

El sector agropecuario ha sido uno de los principales motores del desarrollo
economico del pais (Proexport, 2011), con una superficie total agropecuaria estimada
en 50'900.000 hectareas, ocupando el renglén pecuario 39'100.000 hectéreas en su
mayoria dedicadas a la ganaderia, contribuyendo con 51% del PIB pecuario
(Fedegan, 2010). En el contexto nacional, la region Caribe reviste un papel importante
en el sector, con un inventario de 6,9 millones de cabezas, que generan el 38,7% de
la leche y el 38% de la carne que produce el pais, cifras que demuestran la amplia
participacién de la region y su notable contribucién a la economia nacional (Fedegan -
SENA, 2010).

No obstante, la explotaciébn ganadera ha sido manejada en sistemas de produccion
extensivos con pastoreo de bovinos en monocultivos de gramineas, lo cual afecta de forma
negativa la respuesta productiva de los animales y la calidad de las praderas, por la
reduccién de la capacidad de rebrote y el vigor de crecimiento de las especies forrajeras,
en razén del agotamiento de las reservas de nutrientes. En consecuencia, se favorece la
invasion de las praderas por malezas, la compactacion del suelo y exposicion del suelo a la
erosion (Corpoica, 2004). Generalmente no se cuenta con planes de fertilizacién en su
etapa productiva y, en algunos casos, solo se aplican fuentes de nitrégeno, siendo el
factor determinante que potencializa los rendimientos de la planta y su calidad
nutritiva (Cuesta-Mufioz, 2005).

Por el bajo costo y la abundancia de las especies forrajeras, es cada dia mas
relevante su uso en los sistemas ganaderos de esta region (Cuesta y Mila, 2003). Sin
embargo, debido a las limitaciones edafocliméaticas que caracterizan la microrregion del
Valle del Cesar la produccion de forraje es escasa e irregular durante el afio, con
reducciones en la produccion y calidad de forraje durante la época seca comprometiendo

la produccién de carne debido a la pérdida de peso de los animales.

El frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) es una de las principales leguminosas
forrajeras con potencial cultivable en la Regién Caribe (DNP, 2010). Este cultivo se
constituye como una excelente provision de forraje para los animales en temporadas
donde normalmente no existe ninguna otra fuente de alimento; a su vez, es una
fuente complementaria de la dieta, debido a que puede crecer sola o en asociacion con

otras gramineas 6 leguminosas (Calegari, 1995).
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Esta leguminosa fija el nitrégeno atmosférico en simbiosis mutualista con Rhizobium sp.
mediante la Fijacion Biologica del Nitrogeno (FBN). El cultivo se nutre del nitrégeno
aportado por la FBN y del disponible en el suelo. La FBN puede aportar entre 25 y 90% del
nitrdgeno necesario para el desarrollo del cultivo, pero esto sélo puede concretarse cuando
los factores ambientales no son limitantes (Gonzélez et al., 1997; Perticari et al., 2003;
Perticari, 2005). Las condiciones edafoclimaticas que caracterizan la Region de Valle del
Cesar enfrentan a esta leguminosa a diversos tipos de estrés, entre los que se destaca la
sequia, factor que determina la capacidad simbibtica de los rizobios. Se sabe que la
nodulacion y la fijacion del nitrégeno son procesos muy sensibles a factores

medioambientales (Ravindar y Chandra, 2008).

De esta forma, las estrategias que favorezcan el establecimiento de esta leguminosa
forrajera con capacidad de nodular vigorosamente y de fijar el nitrdbgeno eficientemente,
combinado con estrategias agronémicas, permitirdn obtener altos rendimientos y contribuir

con las reservas nitrogenadas del suelo (Perticari et al., 2003).

Debido a sus implicaciones agronémicas, las interacciones ecoldgicas entre los rizobios y
otras bacterias del suelo han sido de especial interés en los ultimos afios. Debido a una
interaccién positiva entre las especies de Rhizobium y bacterias diazotréficas del suelo,
como Azotobacter y Azospririllum, del Gallo y Fabbri (1991), Dardanelli et al. (2008) y
Benintende et al. (2010), entre otros autores, han reportado aumento de la nodulacién y

crecimiento éptimo de una amplia variedad de forrajes.

Azotobacter sp. (especialmente A. chroococcum) ha sido ampliamente reportado por
promover el crecimiento vegetal en condiciones edéficas de estrés por sequia. Especies de
este género se encuentran ampliamente distribuidos en suelos destinados a la agricultura,
predominante en regiones tropicales, y se pueden encontrar faciimente en asociacion con
cereales y en la rizosfera de leguminosas (Kole et al., 1988; Martinez-Toledo et al., 1991;
Gharib et al., 2009).

Por su capacidad para formar estructuras de resistencia en condiciones de sequia y de
mejorar significativamente el desarrollo vegetal, en Colombia Azotobacter sp. ha sido
ampliamente estudiada, entre otros cultivos, en algodon, sorgo, maiz, frijol, tomate, aji
y lechuga, disminuyendo costos y aplicacion de fertilizantes de sintesis quimica hasta
en un 50% (Bonilla et al.,, 2000; 2002; Bonilla y Morales 2007). Adicionalmente,
Bonilla y Morales (2007) evaluaron la respuesta a la inoculacion de este

microorganismo en especies leguminosas arboéreas, donde se obtuvo una
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disminucion del tiempo de germinacién y aumento de altura y produccién de masa

Seca.

Los efectos positivos de la inoculacion combinada con Rhizobium - Azotobacter y otras
rizobacterias estimuladoras del crecimiento han demostrado que aumentan
significativamente el nimero y peso de nodulos, mayor fijacion de nitrdgeno, aumento del
contenido de macronutrientes y micronutrientes, en comparacion con la inoculacion
individual de Rhizobium sp. (Yahalom et al., 1987; Rodelas et al., 2000). El agente
potenciador de estos beneficios ha sido correlacionado con la influencia positiva de la
bacterias promotoras de crecimiento no simbibticas, ya que se verifican aumentos
significativos en factores de rendimiento como la acumulacion de masa seca y el contenido

de nitrégeno en grano (Burns et al., 1981; Sarig et al., 1986; Rodelas et al., 2000).

Por lo anterior, la evaluacion de las coinoculaciones con bacterias nativas de
naturaleza simbibtica y asimbidtica a partir de leguminosas forrajeras permitird
determinar su potencial de promocién ante el efecto de la marcada estacionalidad en
las precipitaciones de la zona; permitiendo de esta forma la utilizacion de recursos
biol6gicos poco explorados y contribuyendo con tecnologias limpias que favorezcan y
mejoren las condiciones de especies forrajeras de interés en sistemas ganaderos de

la region.

El objetivo de la presente investigacion fue contribuir con el mejoramiento de la
calidad del frijol Caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) mediante la coinoculacién de
bacterias diazotrdéficas nativas de los géneros Rhizobium y Azotobacter en el

departamento del Cesar.
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Objetivos

Objetivo General

Contribuir con el mejoramiento de la calidad del frijol caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp) mediante la coinoculacion de bacterias diazotroficas de los géneros

Azotobacter y Rhizobium en el departamento del Cesar.

Objetivos especificos

1. Caracterizar y seleccionar microorganismos diazétrofos simbibticos y asimbidticos
nativos asociados al frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) en suelos del

departamento del Cesar.

2. Caracterizar y cuantificar la capacidad de promocién de crecimiento vegetal in vitro de los

microorganismos diazotrofos seleccionados.

3. Evaluar la respuesta del frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) en condiciones de
invernadero a la coinoculacién de bacterias diazotroficas de los géneros Azotobacter y

Rhizobium eficientes in vitro.
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Capitulo I. Marco Tebrico

1.1 Nitrégeno

El nitrdgeno molecular es el principal constituyente de la atmésfera. La concentracion
de nitrdgeno es resultado del balance entre la fijacién del nitrégeno atmosférico por
accion bacteriana, eléctrica y quimica, y su liberacién se realiza a través de la
descomposicibn de materias organicas por bacterias o por combustion. Es un
constituyente esencial de moléculas fundamentales de todos los seres vivos:
aminodcidos, proteinas, &cidos nucleicos, vitaminas, entre otros. En estado
combinado, el nitrégeno se presenta en diversas formas. Para que el nitrégeno pueda
ser asimilado, es necesario que sea reducido, los Unicos seres vivos capaces de
realizar esta reaccion son las Eubacteria y Archaea, por el proceso denominado

fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) (Baca et al., 2000).

1.1.1 Ciclo del nitrégeno

La atmosfera es el principal reservorio de nitrdgeno donde constituye hasta un 78%
de los gases. Sin embargo, como la mayoria de los seres vivos no pueden utilizar el
nitrégeno atmosférico para elaborar aminoacidos y otros compuestos nitrogenados,
dependen del nitrégeno presente en los minerales del suelo. Por lo tanto, a pesar de
la gran cantidad de nitr6geno en la atmésfera, la escasez de nitrégeno en el suelo

constituye un factor limitante para el crecimiento de los vegetales.
El ciclo del nitrégeno consta de las siguientes etapas:

Protedlisis: El nitrdgeno no esta disponible debido a su forma no asimilable por la
plantas; razén por la que los microorganismos desempefian un rol determinante como
degradadores del nitrdgeno organico para que pueda quedar libre y pueda ser
reutilizado. Este proceso se debe a que los microorganismos poseen la capacidad de
sintetizar proteinasas extracelulares que transforman las proteinas en unidades mas
simples (péptidos), los cuales son degradados obteniendo como producto final la
liberacion de aminoé&cidos individuales. El nitrégeno de las proteinas (y de los acidos
nucleicos) se debe considerar como el final de la linea de sintesis de compuestos

nitrogenados (Pelczar et al., 1993; Baca et al., 2000).

Amonificacién: Los productos finales de la protedlisis son los aminoacidos. Estos
compuestos suelen ser degradados a compuestos simples por los organismos que
15



viven en el suelo (bacterias y hongos), los cuales utilizan las proteinas y aminoacidos
para formar las proteinas que necesitan y liberar el exceso de nitrdgeno como
amoniaco (NHs) o amonio (NH",). Este proceso se denomina amonificacion (Pelczar
et al., 1993; Baca et al., 2000).

Nitrificacion: Segun Pelczar et al. (1993), la oxidacion del amoniaco a nitritos se llama
nitrificacion. Una de las actividades de mayor importancia de algunas bacterias
autétrofas son las reacciones de oxidacibn que proporcionan a estos
microorganismos la energia requerida para procesos celulares. La nitrificacion se da
en los siguientes pasos: Un grupo de bacterias (Nitrosomonas sp. y Nitrococcus sp.)

oxidan el amoniaco a nitrito (NO>).
2NH3+30,%2N0O, +2H"+2H,0

Otro grupo de bacterias (Nitrobacter sp.) transforman el nitrito en nitrato, por este
motivo no se encuentra nitrito en el suelo, que ademas es téxico para las plantas.
Desde el punto de vista de la fertilidad del suelo, el producto de estas reacciones

(nitratos) es la forma mas accesible para las plantas.
2NO, +0,»2NO;"~

Desnitrificacion: Algunos microorganismos son capaces de transformar nitratos a
nitrégeno gaseoso u 6xidos nitrosos. Este proceso se denomina desnitrificacion y
conlleva a pérdidas de nitrégeno en el suelo. Algunos de los microorganismos
relacionados en la reaccion son Thiobacillus denitrificans (autétrofo), Micrococus
denitrificans (heterétrofo) y algunas especies de heter6trofos mas comunes
perteneciente a los géneros Serratia, Pseudomonas, y Achromobacter. La
desnitrificacion se disminuye en suelos bastante aireados, que tienen cantidades
moderadas de materia organica y nitratos; y sucede abundantemente en suelos
saturados de agua (anaerobios) y ricos en sustancias organicas (Pelczar et al., 1993
Baca et al., 2000).

1.2 Fijacién biolégica de nitrégeno (FBN)

La FBN es el proceso que transforma el nitrégeno atmosférico, que es inerte, en una
forma biolégicamente util siendo la principal forma de entrada en ecosistemas
desérticos (Zahran, 2001). Quimicamente, la fijacion de nitrogeno es similar al
proceso Haber-Bosch (N, + 2H, — 2NHj3;, 500°C y 350 atm), método comercial de la

produccion de amoniaco para fertilizantes nitrogenados, que consume una gran
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cantidad de energia. Se estima que se necesitan 1,5 kg de combustible por cada kg
de nitrogeno fijado (Mahecha, 2002).

El proceso de FBN es utilizado en la naturaleza por diferentes géneros bacterianos.
Las plantas se benefician de este proceso cuando las bacterias mueren y liberan el
nitrégeno al suelo o cuando las bacterias viven en estrecha asociacion con las plantas
(Willems, 2003). Si bien existe una amplia gama de organismos y asociaciones
vegetales que son capaces de fijar nitrégeno de la atmdsfera, la relacion simbibtica
entre rizobios y leguminosas es responsable de contribuir con la mayor cantidad de

nitrégeno fijado en especies agricolas (Peoples et al., 1995; Chianu et al., 2011).

La fijacién de nitrégeno en la biosfera se estima en unos 275 millones de toneladas
anuales, de los cuales 30 corresponden a causas naturales, 70 a fijacion industrial y
175 al proceso de fijacion biolégica (Burns y Hardy, 1975), por parte microorganismos
diazotréficos asimbidticos (de vida libre) y simbidticos (mutualistas obligados) (Marin
et al., 1999). Las entradas en los ecosistemas terrestres de FBN a partir de la relacion
simbiédtica entre leguminosas y sus rizobios es de 70.000.000 toneladas de N,/ha/afio
(Brockwell et al., 1995; Baca et al.,, 2000). Esta cantidad puede aumentarse en la
medida que la poblacion mundial se incremente y las fuentes naturales que suplen los

fertilizantes nitrogenados disminuyan.

1.2.1 Microorganismos diazotréficos asimbidticos

Las bacterias diazétrofas asimbibticas son aquellas que poseen capacidad de fijar
nitrdgeno atmosférico sin la necesidad de formar una simbiosis con plantas, debido a
gue estas disponen de diferentes mecanismos de proteccion del complejo
nitrogenasa. Ademas de fijar el nitrégeno atmosférico, estas bacterias favorecen el
desarrollo del sistema radical de la planta con la cual conviven, a través de la
produccion de reguladores de crecimiento u hormonas (Cassan et al.,, 2001),
favoreciendo una mayor absorcion de nutrientes por parte de la planta. Como
resultado de esta asociacion se han obtenido incrementos del orden de 5% a 30% en
los rendimientos de cafia de azUcar, maiz, arroz, trigo y gramineas forrajeras. Estas
bacterias se encuentran practicamente distribuidas en todos los habitats. Entre los
principales géneros que se encuentran en vida libre o enddfitos asociados a la
rizosfera se destacan: Azotobacter, Azotococcus, Azospirillum, Beijerinckia,

Azotomonas, Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Chromatium, Chlorobium,
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Desulfovibrio, Desulfomonas, Gluconacetobacter, Herbaspirilum y Klebsiella
(Rodriguez et al., 2003).

1.2.1.1 Género Azotobacter

Los microorganismos de este género presentan forma bacilar, Gram negativos y en
cultivos viejos como Gram variables, las células son ovoides y miden alrededor de 2 a
4um de diametro, siendo las de mayor tamafio las de A. chroococcum que llegan a
medir hasta 6um. Poseen estructuras de resistencia conocidas como quistes, son
aerobios pero algunos pueden vivir en tensiones bajas de oxigeno y méviles por
flagelos peritricos (Saribay, 2003). En medio libre de nitrégeno con glucosa como
Unica fuente de carbono, las células jovenes de diferentes especies muestran una
forma bacilar con extremos redondeados. Las células en cultivos viejos tienden a ser
elipsoidales y en ciertos casos es comun observar granulos sudanofilicos y

metacromaticos (Tejera et al., 2005; Segura y Espin, 1998).

Las colonias jévenes de estos microorganismos son generalmente lisas, opacas poco
convexas Yy viscosas. Bioguimicamente son catalasa y oxidasa positivas, reducen el
nitrato, producen sulfuro de hidrégeno e hidrolizan almidén, y producen hormonas
(giberelinas, auxinas y citoquininas); solubilizan fosfatos, realizan procesos de
biodegradacién de plaguicidas, tales como Endosulfan (Castillo et al., 2005). Son
fijadores de nitrégeno en vida libre, fijan alrededor de 10 mg de N, por gramo de
carbohidrato consumido (Holt, 2000). Para fijar nitrégeno requieren molibdeno, que

puede ser parcialmente sustituido por vanadio.

Azotobacter sp. es quimioheterétrofo, utiliza como fuente de carbono y energia una
gran variedad de acidos organicos, azlucares o sus derivados alcohdlicos como el
manitol, siendo el sustrato ideal para aislarlos y cultivarlos. Respecto a la fuente de
nitrégeno utilizan nitrato, sales de amonio y aminoacidos; adicionalmente, pueden
incorporar el nitrégeno del ambiente (Garzén et al., 2001). Para realizar la fijacion de
nitrégeno necesitan magnesio, potasio, calcio, hierro y fésforo. Su crecimiento es
optimo a pH de 7,0 a 7,5, temperatura de 30°C, con susceptibilidad a pH &cido
(Balandreau, 1986), altas concentraciones de NaCl y temperaturas mayores a 35°C
(Saribay, 2003).
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1.2.2 Microorganismos diazotroficos simbioticos

Las bacterias diazotroficas simbitticas son aquellas que son capaces de fijar
nitrégeno atmosférico en simbiosis con las raices de plantas leguminosas. Estas
raices presentan nédulos en cuyas ceélulas se alojan las bacterias fijadoras de
nitrégeno; toman &cidos orgénicos de las plantas y contribuyen con compuestos
nitrogenados como los ureidos y las amidas de reserva. Este tipo de fijacién de
nitrogeno es muy eficiente al recibir las plantas los compuestos nitrogenados
directamente de los microorganismos nitro-fijadores que viven en simbiosis (Espin,
2002). Se han descrito 40 especies en nueve géneros de bacterias que forman
nodulos en leguminosas, no obstante, existen bacterias simbibticas que pueden
colonizar otras plantas; por ejemplo, Rhizobium leguminosarum y cepas fotosintéticas
de Bradyrhizobium sp. encontradas en raices de arroz (Yanni et al., 2001); Rhizobium

ettli en raices de maiz (Gutierrez y Martinez, 2001).

1.2.2.1 Género Rhizobium

La taxonomia de los rizobios ha cambiado considerablemente en los Ultimos 20 afios; el
género Rhizobium, un miembro de o-Proteobacteria, ahora se divide en varios géneros.
Mediante el estudio de plantas promiscuas hospederas dispersas geograficamente se ha
constatado que son fuente de muchas especies nuevas. Recientemente, una serie de
aislamientos se han registrado en los nodulos de las leguminosas, con capacidad de
fijacion de nitrdgeno, pero filogenéticamente ubicados fuera de los grupos tradicionales de
rizobios en a-proteobacterias. Entre las nuevas lineas géneros simbiontes que presentan la
fijacion de nitrégeno en leguminosas se incluyen Blastobacter, Methylobacterium, Devosia,
Ochrobactrum y Phyllobacterium en a-proteobacterias Burkholderia, Herbaspirrillum,
Ralstonia y Cupriavidus en B--protecbacteria (Willems, 2003; Lindstrom y Martinez-
Romero, 2007).

De la filogenia del 16S rDNA esta claro que Rhizobium sp. y Agrobacterium sp. estan
fuertemente relacionadas y sus especies estan entrelazadas (Young et al., 2003). Esta
planteada la transferencia de todos estos taxones de Rhizobium sp. y unir a A. radiobacter
y A. tumefaciens en R. radiobacter; mientras que A. rhizogenes en R. rhizogenes (Young et
al., 2001). Por otra parte, A. rubi y A. vitis se transfieren a Rhizobium, como especies

distintas y A. larrymoorei como R. larrymoorei (Young, 2004; Young et al., 2006).

Desde la década de los 80, con la introduccion de caracteristicas genéticas (ADN-ADN y

las hibridaciones ADN-rARN, catalogos rARN y secuenciacion del rADN) fue descubierta
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una mayor diversidad entre los rizobios y se hizo evidente sus relaciones con otros grupos
de bacterias. Esto condujo a un aumento gradual en el nUmero de géneros. En paralelo,
también ha aumentado significativamente en el nimero de especies, con 48 rizobios

reconocidos (Willems, 2003).

Los rizobios son bacilos de 0,5 a 1,0 x 1,2 a 3,0 um, Gram negativos y moviles por flagelos
peritricos. Las colonias son usualmente blancas o beige, circulares convexas,
semitraslicidas u opacas, a veces mucoides, usualmente de 2 a 4 mm de diametro dentro
de 3 a 5 dias de incubacion en medio YMA (Vincent, 1970). El crecimiento en un medio de
carbohidratos es usualmente acompafado por abundante cantidad de exopolisacaridos
extracelulares. Desarrollan una pronunciada turbidez de 2 a 3 dias en caldo aireado o
agitado (Kuykendall et al., 2005). Son aerobios, su temperatura 6ptima de crecimiento se
encuentra entre 25 y 30 °C; algunas especies pueden crecer a temperaturas de 40 °C. El
pH 6ptimo de crecimiento esta entre 6,0 y 7,0; Sin embargo, pueden predominar entre
valores de 4,0 a 10,0. El tiempo de generacion de las cepas de Rhizobium sp. esta entre
1,5 a 5,0 horas (Kuykendall et al., 2005).

Es quimiorganoheterotrofo, utiliza un amplio rango de carbohidratos y sales de &cidos
organicos como Unica fuente de carbono, sin formacion de gas. No son capaces de
metabolizar celulosa, almidén, caseina, quitina y agar; mientras que la peptona es
pobremente utilizada. Las sales de amonio, de nitrato y la mayoria de los aminoacidos
pueden servir como fuente de nitrégeno. Algunas cepas requieren factores de crecimiento

como biotina, pantotenato o acido nicotinico (Kuykendall et al., 2005).

1.3 Importancia de lafijacion biolégica de nitrégeno (FBN) en leguminosas

El proceso de FBN es utilizado en la naturaleza por diferentes géneros bacterianos. Las
plantas se benefician de este proceso cuando las bacterias mueren y liberan el nitrégeno al
suelo o cuando las bacterias viven en estrecha asociacion con las plantas (Willems, 2006).
Esta asociacion simbidtica se presenta en leguminosas con microorganismos denominados
rizobios, que viven en los nddulos de las plantas fijando el nitrégeno en forma de amonio, el

cual es absorbido por las plantas (Herridge et al., 2008; Angelini et al., 2011).

Si bien existe una amplia gama de organismos y asociaciones vegetales que son capaces
de fijar nitrgeno de la atmdsfera, la relacion simbidtica entre rizobios y leguminosas es
responsable de contribuir con la mayor cantidad de nitrégeno fijado en especies agricolas
(Peoples et al., 1995; Chianu et al., 2011). Aproximadamente el 80% del nitrégeno fijado
biolégicamente en la agricultura proviene de la simbiosis entre las leguminosas y las
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especies de Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium y
Allorhizobium (Vance, 1998).

El empleo elevado e indiscriminado de fertilizantes nitrogenados representa una carga
medioambiental, que incluye contaminacion del aire, lluvia &cida, contaminacion del agua
por nitrato, eutrofizacion y reduccion de la biodiversidad (Socolow, 1999). Esto indica que la
fijacion biolégica del nitrdgeno de tipo simbidtico representa una alternativa econémica y
ecolégicamente viable, que contribuye a mitigar esta problemética de forma sustentable
(Sylvia et al., 2005).

Teniendo en cuenta que aproximadamente 11g de nitrdgeno se consumen por persona
cada dia (Frink et al., 1999), que las leguminosas aportan hasta el 80% de las necesidades
dietéticas en la mayor parte de los trépicos y subtrdpicos (Singh et al., 2003) y que para el
ano 2025 se espera que la poblacién mundial haya crecido hasta un 40% (Mannion, 1998),
se necesitaria para entonces un incremento desmesurado en la produccién agricola
mundial con el fin de disminuir la brecha del abastecimiento de proteina para la poblacién
humana (Siddhuraju et al., 1996; Rangel et al., 2004).

1.3.1 Frijol Caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp)

La familia Leguminosae es vital en la base nutricional actual, debido a que alimenta la
mayoria de la poblacion mundial (Lewis et al., 2005; Singh et al., 2003). El frijol caupi es
una leguminosa originaria de Africa, cultivado predominantemente en regiones tropicales y
subtropicales (Steele et al., 1985; Singh et al., 2003). Es uno de los cultivos mas adaptados,
versatiles y nutritivos con un alto contenido proteico, importante en la dieta alimenticia para

la poblacién de paises en via de desarrollo (Ramakrishnan et al., 2005).

Se adapta a una amplia gama de suelos arenosos Yy arcillosos, bien drenados, con una
preferencia por suelos ligeros que permiten un buen enraizamiento; crece también en
suelos de textura pesada fuertemente alcalinos. No tolera las inundaciones extendidas o la
salinidad y crece desde el nivel del mar hasta los 1500 msnm, dependiendo de la latitud
(Carvalho et al., 1998; Davis et al., 1991; Ehlers y Hall, 1997).

Esta especie tiene un alto potencial como abono verde, puede ser incorporado en el suelo
de 8 a 10 semanas después de la siembra proporcionando alrededor de 80 kg/ha de
nitrégeno para un cultivo posterior. Asi mismo, es un excelente ensilaje para la utilizacion

en cultivos mixtos de sorgo, frijol y forraje o mijo (Carvalho et al., 1998).
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Para mejorar la calidad y el rendimiento del frijol caupi, la inoculacién de rizobios
seleccionados con alta capacidad de nodulacion vy fijacién de nitrdgeno es una estrategia
importante (Kremer y Peterson, 1983; Zilli et al., 2004). En comparacion con otras especies,
el frijol caupi presenta un amplio rango de hospederos de especies de rizobios. El cultivo es
tolerante a la baja fertilidad, presentando altas tasas de fijacion de nitrégeno (Elowad y Hall,
1987).

1.3.2 Simbiosis rizobio - leguminosa

La simbiosis rizobio — leguminosa se inicia por los exudados de las raices de plantas que
permiten la interaccién con rizobios y la expresion de los genes de nodulacion. Los
flavonoides como luteolina, narigenina y genisteina son los principales exudados que
interactian con proteinas bacterianas “NodD” activando la expresiéon de los genes (hod)
(D'Haeze y Holsters, 2002). Estos genes estan constituidos por una estructura basica que
consiste en oligbmeros de N-acetilglucosamida, unidos por un enlace 8 1-4, que conducen
a la sintesis de un grupo de moléculas de sefializacion que inducen la morfogénesis de los
nédulos (Oldroyd et al., 2005).

En la simbiosis, la planta huésped tiene la informacion genética para la infeccién simbidtica
y la nodulacion. El papel de la bacteria es desencadenar este proceso que centra su
importancia en dos aspectos fundamentales de la relacién rizobio - planta: la preinfeccion o
atraccion quimiotactica de la bacteria por la planta, seguida de la induccién de cambios
estructurales en los pelos radicales, y la infeccion donde la bacteria entra en el pelo y forma

canales, recubiertos por nuevo material de pared celular (Olivares y Barea, 1995).

El rizobio entra a la planta a través de los pelos radicales, formando una estructura llamada
hilo de infeccion (Masson-Boivin et al., 2009), que penetra las células corticales de la raiz.
Una vez en la célula, las bacterias se diferencian en bacteroides y comienza el proceso de

fijacion de nitrogeno (Giles et al., 2008).

Cuando se da la unién de los rizobios a los pelos radicales, se induce un cambio en la
direcciéon de crecimiento apical, generandose una deformacion y curvatura de los pelos
radicales o “curling” donde quedan atrapadas las bacterias. Se forma un canal de infeccion
por donde entran los rizobios al citoplasma de las células vegetales por un mecanismo
similar a la endocitosis, dando lugar a la infeccién y formacion del nédulo propiamente
dicho (Carlson et al., 1994).
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Dentro de los nodulos, los bacteroides estan rodeados por una membrana derivada del
huésped llamada membrana peribacteroidal (MPB), que controla el intercambio molecular
entre el bacteroide y las leguminosas (Panter et al., 2000). A estos grupos de bacteroides
rodeados por la MPB se les llama simbiosomas (Brewin, 2003).

La relacién entre el nitrégeno absorbido desde el suelo y el proveniente de la simbiosis
varia con la especie de leguminosa, las condiciones ambientales y las caracteristicas
genéticas del microsimbionte (Shabaev et al., 1996). En primera instancia, mientras se
genera el sistema nodular, la planta utiliza nitrdgeno del suelo, pero, si hay amplia
disponibilidad de nitrégeno en el ambiente de la raiz, el nimero de nodulos formados sera
menor (Gonzalez, 2002). Las plantas absorben el nitrdgeno del suelo en forma de nitrato o
amonio, donde el exceso de nitrdgeno en el suelo en forma de nitratos tiene un efecto
inhibitorio sobre la simbiosis en todos los pasos: infeccidn, formacion del nédulo y la fijacién
de nitrégeno (Fernandez, 2003). Asi, el aporte global por la FBN para las leguminosas es
menor en suelos bien provistos de nitrégeno que en aquellos donde el nutriente es limitante
(Gonzélez, 2002; Pietrarelli et al., 2008).

La simbiosis rizobio - leguminosa tiene importancia ecolégica y agrondémica significativa y
constituye una fuente importante de nitrégeno; por lo tanto, desempefia un papel esencial

en la estructura de los ecosistemas y la agricultura sostenible (Lindstrom et al., 2010).

1.4 Coinoculaciones

Las inoculaciones mixtas de bacterias promotoras de crecimiento vegetal han sido
reportadas desde hace mas de 30 afios. Sin embargo, en Colombia no existen evidencias
cientificas sobre investigaciones en este campo, razoén por la cual es de gran relevancia
evaluar herramientas biol6gicas de facil acceso, con soportes cientificos reproducibles en

nuestro pais.

Jauhri et al. (1979) observaron que la respuesta de Vigna radiata, Glycine max y Pisum
sativum con una inoculacién doble de Azotobacter sp. y Rhizobium sp. presentaron los
mejores rendimientos en comparacion con la inoculacién individual de Rhizobium sp.
Rodelas et al. (1999) estudiaron la inoculacion mixta de Vicia faba L. con cuatro diferentes
combinaciones de Rhizobium - Azospirillum y Rhizobium - Azotobacter. Los resultados
evidenciaron que las coinoculaciones dieron lugar a cambios en el contenido total,
concentracion y distribucion de K, P, Ca, Mg, Fe, B, Mn, Zn y Cu, en comparacion con las

plantas inoculadas s6lo con Rhizobium.
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Molla et al. (2001) evaluaron el potencial de crecimiento de las raices y la nodulacion en
soya con la aplicacion de Azospirillum brasilense y A. lipoferum coinoculados con dos
cepas de Bradyrhizobium japonicum. Observaron estimulacion significativa del crecimiento
de la raiz y mejora en la nodulacion en los tratamientos con coinoculacion con
Bradyrhizobium. ElI nimero total de raices y su longitud, la masa seca de la raiz, el
desarrollo de pelos radicales y el ndmero y peso fresco de nddulos aumentaron
significativamente en los tratamientos en mezclas. Destacandose el tratamiento
Azospirillum brasilense - Bradyrhizobium japonicum con respecto a los resultados
obtenidos con la mezcla con A. lipoferum en la mayoria de los parAmetros agronémicos

evaluados.

Dardanelli et al. (2008) evidenciaron el efecto promotor de Azospirillum brasilense - Cd y
Rhizobium sp. en el crecimiento de plantas de frijol, la nodulacién, la produccion de
flavonoides y de lipoquitooligosacaridos en un sistema de cultivo en hidroponia. Esta
inoculacion mixta ademas promovié la elongacion de la raiz, la ramificacion de las mismas
y el aumento de la secrecion de genes Nod. Los resultados también demostraron que la
asociacion de bacterias asimbiéticas con Rhizobium sp. permiten una exudacion mas

persistente de flavonoides.

Cassan et al. (2009) encontraron que la coinoculacion con Az39 (Azospirillum sp.) y E109
(Bradyrhizobium sp.) en el cultivo de soja incremento el nimero de nédulos por plantas y el

porcentaje de plantas noduladas comparadas con la simple inoculacion con E109.

Gharib et al. (2009) estudiaron durante los veranos de 2007 y 2008 el efecto de la
inoculaciéon mixta en frijol. Se evalu6 una cepa de Rhizobium leguminosarum, dos cepas de
Azotobacter chroococcum (AZ1) y una cepa de Bacillus cereus var megaterium
phosphaticium (BM3). Los resultados indicaron que la inoculacién mixta tuvo un
efecto estadisticamente significativo sobre el crecimiento rapido, nodulacion, fijacion

de nitrégeno y actividad de reduccién de acetileno.
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Capitulo Il. Caracterizacién y potencial de Azotobacter sp. en leguminosas

forrajeras.

Resumen

Las leguminosas forrajeras del trépico representan una alternativa para la
alimentacion del ganado en épocas de sequia. En este sentido, los rizobios
desempefian un papel importante para el proceso de fijacién bioldégica de nitrégeno
(FBN) mediante la simbiosis microrganismo - planta. No obstante, las condiciones
edafoclimaticas limitan los procesos de FBN por diversos factores como el estrés
hidrico. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia y la capacidad de
promocién de crecimiento vegetal de cepas nativas de Azotobacter sp. asociadas al
frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) como coadyuvante de los procesos
biolégicos que desempefia la FBN bajo las condiciones del Caribe seco Colombiano.
Para esto, se realiz6 el aislamiento y seleccién de cepas presuntivas de Azotobacter
sp. a partir de suelo rizosférico del frijol caupi. Se obtuvieron 15 cepas que fueron
caracterizadas por sus mecanismos de promocion de crecimiento vegetal in vitro
(fijacion de nitrogeno, produccion de compuestos inddlicos, solubilizacion de fosfatos
y produccion de sideréforos). Se realiz6 un ensayo a nivel de invernadero inoculando
las semillas del frijol caupi y realizando la germinaciébn en turba estéril, se
trasplantaron a bolsas plasticas con una mezcla de arena y vermiculita estéril (2:1)
durante 50 dias. Posteriormente se evalud el contenido de biomasa y longitud en
planta, contenido de clorofila; y proteinas y carbohidratos totales. Las cepas que
favorecieron significativamente el crecimiento y desarrollo vegetal fueron identificadas
molecularmente mediante deteccién y secuenciacién del primer del gen nifH. De
acuerdo al analisis multivariado de componentes principales, los tratamientos
inoculados con las cepas GV23 y GV18 presentaron diferencias significativas (p <
0.05) en comparacion con los demas tratamientos en cuanto a la promociéon del
crecimiento vegetal del frijol caupi expresado en el contenido de biomasa, proteinas y
longitud radical, lo cual evidencia que las dos cepas podrian representar una
importante herramienta para complementar y estimular el desemperio de los procesos
de FBN simbittico bajo condiciones de estrés de sequia en el Caribe seco

Colombiano.

Palabras clave: Frijol caupi, Promocion de crecimiento vegetal, Azotobacter sp.
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Abstract

The tropical legumes represent an alternative for feeding livestock in times of drought.
In this sense, the rhizobia play an important role in the process of biological nitrogen
fixation (BNF). However, the soil and climate processes FBN limited by several factors
such as water stress. The objective of this research was to determine the presence
and capacity to promote plant growth of native strains of Azotobacter sp. associated
with cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) as an adjunct of the biological processes
that BNF plays under dry conditions Colombian Caribbean. For this, we performed the
isolation and selection of presumptive strains of Azotobacter sp. from rhizosphere soil
of cowpea beans. Fifteen strains were obtained which were characterized by their
mechanisms of plant growth promoting in vitro (nitrogen fixation, production of indole
compounds, phosphates and solubilization of siderophore production). A trial was
conducted at the greenhouse by inoculating the seeds of cowpea beans and making
sterile peat germination, were transplanted to plastic bags with a mixture of sterile
sand and vermiculite (2:1) for 50 days. Subsequently, we evaluated the content and
length in plant biomass, chlorophyll content, and total protein and carbohydrates.
Strains significantly favored plant growth and development were identified by
molecular detection and sequencing of nifH gene first. According to multivariate
principal component analysis, the treatments inoculated with strains GV23 and GV18
significant differences (p <0.05) in terms of promoting plant growth of cowpea beans
expressed in the contents of biomass, protein and root length, the which shows that
the two strains may represent an important tool to complement and stimulate the
performance of symbiotic BNF process under drought stress conditions in the
Colombian Caribbean dry.

Keywords: Cowpea Bean, Plant growth promotion, Azotobacter sp.

2.1 Introduccioén

El frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) es una leguminosa de ciclo corto que se
utiliza principalmente como abono orgénico y en rotacion de cultivos, su forraje es de
elevado valor nutritivo, constituyendo una opcién importante en sistemas de
integracion agricolas - ganaderos (Calegari, 1995). El agente potenciador de estos
beneficios es dependiente de la capacidad de fijacién biologica de nitrégeno (FBN),
en la cual los rizobios representan la estrategia efectiva al desempefar procesos

simbidticos que favorecen la nutricion vegetal (Prinyawiwatkul et al., 1996). No
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obstante, en la microrregién del Valle del Cesar, la produccién de forrajes es escasa e
irregular durante el afio, debido a limitaciones edafocliméticas que caracterizan a los
agroecosistemas del trépico bajo. Durante la época seca la produccion de forraje se
reduce considerablemente y su calidad sufre un notable deterioro, comprometiendo la
produccion de carne debido a la pérdida de peso de los animales (Bonilla et al.,
2000).

Durante las ultimas décadas el uso de biofertilizantes mixtos que incluyen bacterias
simbidticas y asimbidticas se ha convertido en una manera de generar procesos de
origen bioldgico, consumo de poca energia no renovable y disminucién en la

contaminacion del medioambiente.

Por lo anterior, la evaluacion de las respuestas de leguminosas forrajeras a la
inoculacion con bacterias asimbiéticas de vida libre permitira determinar su potencial
de promocién ante el efecto de la marcada estacionalidad en las precipitaciones de la
zona, permitiendo la utilizacion de recursos bioldgicos poco explorados vy
contribuyendo con tecnologias limpias que favorezcan y mejoren las condiciones de
especies forrajeras de interés en sistemas de ganaderia de la region (Sarig et al.,
1986; Rodelas et al., 1996). El objetivo de esta investigacion fue aislar y evaluar la
capacidad de Azotobacter sp. para promover el crecimiento del frijol caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp) en ausencia de bacterias nodulantes tipo Rhizobium sp. en

condiciones semicontroladas de invernadero.

2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Material Vegetal y Localizacion

El frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) fue el material vegetal utilizado para el
ensayo realizado en invernadero en el Centro de Biotecnologia y Bioindustria (CBB)
de Corpoica, ubicado en el Municipio de Mosquera (Cundinamarca) (4° 42' Latitud
Norte y 74° 12' Longitud Oeste) Temperatura media: 13.1°C; clima frio seco ; 2516

m.s.n.m).

2.2.2 Seleccion y caracterizacion de Azotobacter sp.
2.2.2.1 Toma de Muestra y Aislamiento

El muestreo se llevo a cabo a 20 cm de profundidad tomando 200 g por submuestra

de suelo rizosférico del frijol caupi. Posteriormente, las submuestras se
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homogenizaron y se transportaron refrigeradas al Laboratorio de Microbiologia de

Suelos del CBB de Corpoica.

El aislamiento de Azotobacter sp. se realizé a partir de suelo rizosférico, mediante la
técnica de granulos de suelo en placas de petri con medio Ashby, las cuales se
incubaron durante siete dias a 30 + 2°C. Para la caracterizacion se evaluaron las
caracteristicas morfologicas y de crecimiento de las colonias en medio de cultivo
sélido semiespecifico Ashby y Ashby-benzoato (produccién de polimeros y pigmentos
difusibles) de acuerdo a los protocolos descritos por Ddbereiner et al.,, 1995 y
Fenglerowa, 1965; y la forma bacteriana, el tamafio y el tipo de agregacion se

determinaron por medio de la coloracion de Gram (Débereiner et al., 1995).

2.2.2.2 Caracterizacion bioquimicay promocién de crecimiento vegetal

Las pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa se llevaron a cabo de acuerdo con el
protoclo descrito por Holt y Krieg (1994) y Holt et al. (2000). Para la prueba de
Catalasa, con asa de siembra se recogi6 el centro de una colonia pura de 24 a 48 h
de incubacién y se extendi6é sobre un portaobjetos, luego se agreg6 una gota de H,0O,
al 30%. La formacion de burbujas indica la liberacion de O, caracteristico de un
resultado positivo. La prueba de Oxidasa se realizé de acuerdo con el protocolo del kit
de prueba bioquimico para la deteccién de citocromo-oxidasa en microorganismos
Bactident-Merck®.

Los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal como la fijacion biolégica de
nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos, la produccién de hormonas inddlicas y la

produccion de sideréforos, se evaluaron como sigue:

La actividad nitrogenasa indicadora de FBN se estimé por medio de la técnica de
reduccion de acetileno, para lo cual el microorganismo se inocul6 en 5 mL de medio
semisolido Ashby y se incub6 a 30°C por 48 h. La FBN fue cuantificada mediante
cromatografia de gases (Perkin Elmer, USA) con detector de ionizacion de llama y
una columna Poropak N 200/300 mesh de 6 pies y 3 mm de didmetro (Eckert et al.,
2001).

El método cuantitativo de fosfomolibdato fue empleado para determinar la
solubilizacion de fosfatos. Para esto, cada cepa fue cultivada en medio SRS (Sundara

y Sinha, 1963) sin indicador e incubada por 120 h a 150 rpm; posteriormente, se
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tomaron aliquotas de 1 mL y se centrifugé a 10.000 rpm; empleando para el andlisis
500 uL del sobrenadante (Fiske y Subbarow, 1925).

Produccion de Hormonas Inddlicas. A partir de la fermentacion liquida de cada cepa
se tomaron 4 mL de cultivo y se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 min; luego, se
tomé 1mL del sobrenadante y se llevd a reaccion con 1mL del reactivo de Salkowsky
modificado; la reaccion se incub6 por 30 min en oscuridad y por triplicado.
Posteriormente se determiné la absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm y se
reemplazaron los datos en la ecuacién de la recta de la curva patrén de Salkowsky

para determinar la produccion de indoles totales (Carrefio et al., 2000).

La produccién de sideréforos se determind mediante el ensayo de cromo azurol
sulfonato en agar soélido (CAS, Sigma—Aldrich, USA), conforme a lo descrito en
Schwyn y Neilands (1987).

2.2.3 Ensayo en invernadero

Para este ensayo semillas de frijol caupi, suministradas por el banco de semillas de
Corpoica, fueron mantenidas en camara de crecimiento a 28°C, con humedad relativa
del 40% y en oscuridad hasta germinacioén; posteriormente, se inocularon 40 mL de

cada cepa bacteriana a una concentracién de 10° UFC/mL.

Longitud y biomasa. Se determin6 a los 45 d.d.s: Longitud de la parte aérea (LPA),
longitud de raiz (LR), peso seco de la parte aérea (PSA), peso seco raiz (PSR),
diametro del tallo (DT), nimero de hojas (NH) y area foliar (AF).

Determinacion de carbohidratos totales y de proteinas. Estas determinaciones se

realizaron en tejidos de parte aérea y raiz.

La determinacion de carbohidratos (CH) se realiz6 de acuerdo con la metodologia
descrita por Dubois (1985). A 500 pL de muestra se adicionaron 250 pL de fenol al
5% y 1250 pL de acido sulfurico concentrado; esta mezcla se llevé al vortex y se dejé
reposar por 10 min, luego se dispuso en bafo termostatado a 30°C por 15 min. La
absorbancia se leyo a 492 nm en espectrofotdbmetro y se ajusté la informacion en la

ecuacion de la recta de la curva de calibracion.

La determinacion de proteinas se realizd de acuerdo con la metodologia descrita por
Bradford (1987). A 100 pL de la muestra se adicionaron 100 yL de NaOH 1M,
disponiéndola en bafio termostatado 5min a 90°C y se dejo enfriar. Posteriormente,
se agregaron 200 pL de HCI 0,5M y 800 uL del reactivo de Bradford. La absorbancia
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se leyo a 595 nm en espectrofotdbmetro y se ajusté la informacion en la ecuacion de la

recta de la curva de calibracion

Determinacion de Clorofila total. EI contenido de clorofilas a y b del tejido foliar del
frijol caupi se estimé por el método de Hiscox e Israelstam (1979), empleando las
ecuaciones descritas por Wellburn (1994); se utiliz6 como solvente el Dimetilsulfoxido
(DMSO).

2.2.4 ldentificacion Molecular

El gDNA fue extraido empleando el DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Germany),
siguiendo las instrucciones fabricante, y cuantificado en Nanodrop (Thermo
Corporation, USA). EI gDNA fue diluido en agua Milli-Q hasta alcanzar una
concentracion de aproximadamente 50 ng/uL antes de realizar la PCR, realizada
empleando los primers universales siguiendo el protocolo sugerido por Birgmann et
al. (2004). El tamafio del amplicén (370 pb) fue confirmado usando electroforesis en

gel de 1.0% agarosa en buffer TAE conteniendo 1 ug/mL de bromuro de etidio.

2.2.5 Anadlisis Estadistico

Para el analisis y procesamiento de la informacion de las capacidades de promocién
de crecimiento vegetal in vitro, se utilizd el andlisis de varianza univariante
(UNIANOVA) y la comparacion de medias se realizd por el Test de Tukey al 5% de
probabilidad utilizando el software SAS 9.0 para Windows. La evaluacién de la
capacidad de promocion de crecimiento vegetal se realizé por 50 dias mediante un
disefio completamente al azar con 16 tratamientos (15 cepas presuntivas de
Azotobacter sp. y el testigo absoluto) y 5 repeticiones. Para el analisis de la
informacion de la respuesta agrondmica en invernadero se realizd6 el analisis
multivariado mediante el analisis de componentes principales (ACP), utilizando el
software XLSTAT 2011.
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2.3 Resultados

2.3.1 Seleccidén y descripcién de las capacidades de promocién de crecimiento

de las cepas.

Fueron seleccionadas las cepas presuntivas con caracteristicas fenotipicas descritos
para Azotobacter sp. (Novo, 1993). Se obtuvieron 15 cepas con morfologia bacilar,
moétiles, aerdbicas, Gram negativas, con presencia de quistes y pigmentacion difusible
(Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de las capacidades de promocién de crecimiento vegetal in vitro de las cepas seleccionadas de
Azotobacter sp.

Prueba de Reduccién Produccién de

Solubilizaciéon de

Cepa (ﬁ;ﬁlcgill_e'zn(/)r;ﬁlzﬁ) Com pu(eusgt/?nlf)délicos Fésforo (ug POs-/mL) Sideroéforos
GV1 128,80 = 0,32ef 0,71+ 0,6de 61,18+ 9,28c -
GV2 129,71 + 0,85cd 0,69+0,02cd 44,86+ 5,73c -
GV5 132 +1,68bc 0,25+ 0,87cd 710,64+ 1,38a -
GV6 125,82 + 0,56gh 1,91+1,58b 6,41+ 7,03c -

GV1i 121,24 + 0,85hi 2,47+ 0,04ef 391,57+ 2,17b -

GV12 126,97 +1,71fg 0,84 +0,03b 64,41 + 8,74c -

GV17 132,46 + 2,26bc 0,81+ 0,59de 61,46 = 3,95¢c -

GVv18 120,33 * 2,44hi 2,69 +£0,11f 44,12 + 13,44c -

GV22 117,58 +1,12i 2,14 + 0,34de 7,04 +147a -

GVv23 128,80 + 0,32ef 2,29 £ 0,15ef 382,22 + 7,79b -

GVv28 126,05 + 1,16gh 27,49+ 1,67a 46,97 + 2,01c +

GV33 141,85+ 1,41a 0,25+ 0,37cd 38,96 + 7,66C -

GV34 133,15+ 1,16b 2,01+0,22b 9,08 + 6,49c -

GV39 127,65 + 1,16ef 2,62 +£0,03f 48,22 + 2,67c -

GVv43 119,41 £2,87hi 2,14 £ 0,27de 41,14 + 1,49c¢ -

+ Desviacién estandar - Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas en relacién a cada variable evaluada de acuerdo al
test de Tukey HSD.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las 15 cepas seleccionadas presentaron
capacidad para promover el crecimiento vegetal in vitro; revistiendo importancia que
todas las cepas demostraron eficiencia para fijar nitrégeno. La cepa GV28 es eficiente

en la produccion de compuestos indélicos y produccion de sideroforos, mientras que
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GV5, GV11 y GV23 mostraron la capacidad de solubilizar eficientemente fosfatos. De
acuerdo a lo anterior, los resultados evidenciaron que las cepas son eficientes por
diversos mecanismos bajo condiciones controladas. No obstante, fue necesario
establecer las capacidades en planta, bajo condiciones semicontroladas en

invernadero.

2.3.2 Evaluacion de las capacidades de promocién de crecimiento vegetal en

condiciones de invernadero.

Los resultados obtenidos mediante el andlisis multivariado de componentes
principales revelan que las tres primeras componentes explican un 69,87% de la
variabilidad del experimento; el 38,20% de la variacion se describié por la primera
componente principal (PC1), el 17,91% por la segunda componente (PC2) y 13,76%
por la tercera componente principal (PC3). De aqui la informacién contenida en las
nueve variables originales pudo ser resumida en tres, las cuales recolectaron la
mayor informacién. De esta forma se describid la contribucion de cada una de las

componentes y su correlacion en el plano de componentes principales (Figuras 1).

Tabla 2. Descripcion del porcentaje de variacion acumulada del experimento en el analisis de componentes principales y la

contribucién de la carga factorial para cada parametro evaluado.

Componente

Estadistica PC1 PC2 PC3
Variabilidad (%) 38,201 17,915 13,755
% acumulado 38,201 56,115 69,870

Carga factorial

Variables

LPA 0,873 -0,040 -0,326
LR 0,838 0,135 -0,125
PSA 0,626 -0,447 -0,006
PSR 0,416 -0,630 -0,387
DT 0,898 -0,023 -0,074
NH 0,813 0,015 -0,071
AF 0,807 -0,346 0,089
CLOROFILA A 0,514 0,742 0,085
CLOROFILA B 0,449 0,827 0,035
Proteina Hojas 0,394 0,133 0,783
Proteina Raices 0,352 -0,412 0,630
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CH HOJAS 0,197 0,072 0,518
CH RAICES 0,190 0,406 -0,458

Los tratamientos con inoculacion de las cepas GV23, GV18 y GV34 presentaron las
mejores respuestas en la promocion de crecimiento vegetal del frijol caupi en los 3
componentes principales analizados; Se observa que cuando la componente principal 1
(PC1) se encuentra al lado positivo del eje indica un aumento en el tamafio de la planta
(parte aérea y raiz) cuando se realizé inoculacion con las cepas GV23, GV18 'y GV34. En el
caso de (PC2) cuando los tratamientos se encuentran al lado positivo del eje indican un
aumento en el contenido de clorofila total en las hojas siendo inversamente proporcional al
peso seco radical, es decir, el resultado mas representativo lo representa el tratamiento
inoculado con la cepa GV23 . Con respecto a (PC3), cuando esta en el lado positivo implica
gue en la planta hay una mayor translocacion de asimilados hacia la parte aérea desde las
raices, en donde el tratamiento GV23 presenta diferencias significativas en esta

componente en comparacion con los demas tratamientos evaluados.
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Figura 1. Andlisis de componentes principales de los tratamientos con las cepas (A) Diagrama de dispersion del
andlisis del experimento en invernadero con las componentes PC1 y PC2; (B) Diagrama de dispersion del analisis del
experimento en invernadero con las componentes PC1 y PC3; y (C) Diagrama de dispersion del andlisis del
experimento en invernadero con las componentes PC2 y PC3. Tratamientos y relacion de simbolos: testigo absoluto
(®), testigo bioldgico (@), cepa GV22 (A), cepa GV2 (O),cepa GV6 (W),cepa GV33 (A), cepa GV23 (¢), cepa GV11
(©),cepa GV1 (O), cepa GV12 (+),cepa GV39 (@), cepa GV5 (V), cepa GV28 (V), cepa GV34 (&), cepa GV17 (x),
cepa GV 18 (%), cepa GV43 (i). Cada simbolo es el promedio de tres mediciones.
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2.3.3 Identificacibn mediante determinaciéon y secuenciacién del grupo

especifico nifH

De acuerdo al analisis multivariado fueron seleccionadas por su capacidad eficiente
para mejorar la respuesta fisioldgica del frijol caupi en condiciones de invernadero,
las cepas GV18, GV23 y GV34. El andlisis comparativo de las secuencias del
fragmento de nifH obtenidas con las registradas en la base de datos del NCBI mostr6
gue las 3 cepas se acercaron en un porcentaje del 98% de identidad con la secuencia

de Azotobacter sp. (Figura 2).

Control
Positivo GV34 GV23 GVis

L s e

Figura 2. Determinacion del grupo especifico nifH para las cepas GV18, GV23y GV34

2.4 Discusion

2.4.1 Seleccién y descripcion de las capacidades de promocion de crecimiento de

las cepas.

Los resultados evidenciaron que las cepas son eficientes por diversos mecanismos
bajo condiciones controladas. La capacidad del Azotobacter sp. de mantener una
eficiencia en la fijacion de nitrogeno depende de las condiciones de crecimiento y
disponibilidad de nutrientes. En Azotobacter sp. se dispone al menos de cuatro
mecanismos para proteger la nitrogenasa, considerandose como los mas importantes
el mecanismo de autoproteccién y la proteccion conformacional (Soto y Baca, 2001).
En la prueba de fijacion de nitrdgeno, todas las cepas presentaron eficiencia, con una

produccion entre 117,58 - 141,85 nmol C,H, mL*h. Estos resultados coinciden con
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los reportados por Lu et al. (2009) quienes obtuvieron cepas de Azotobacter sp. que
alcanzaron una maxima produccién de 139,79 C,H, mL™*h. Adicionalmente, estos
valores son superiores a los registrados por mdultiples autores con respecto a la
produccion de otras cepas diazotroficas de vida libre como A. beijerinckii (Ravikumar
et al.,, 2004), A. lipoferum (Mascarua-Esparza et al.,1988), A. lipoferum (Mehnaz y
Lazarovits, 2006), entre otros.

En cuanto a la produccion de reguladores de crecimiento vegetal Azotobacter sp. junto
con Azospirillum sp. y Pseudomonas sp. han sido reportados como sintetizadores de este
tipo de compuestos (Patten y Glick 1996, Gonzalez et al., 1986). La cepa GV28 presentd
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a las 15 cepas en evaluacion en cuanto a
la produccion de compuestos inddlicos (27,49 pg/mL). Ravikumar et al. (2004) reportaron
cepas aisladas de Azotobacter chroococcum con una producciébn de acido
indolacético de 18,5 pg/mL, seguido por A. beijerinckii con 16,5 ug mL y A. vinelandii
13,8 yg/mL; Torres et al. (2000), realizaron el asilamiento de 18 cepas del género
Azotobacter sp. en 20 cultivos de arroz en el Tolima (Colombia) y encontraron
importantes producciones de hormonas inddlicas tipo acido indolacético (AIA),
incluyendo a A. vinelandii con 32,22 ug/mL y A. chroococcum con 30,07 ug/mL de
AlA.

La solubilizacion de los fosfatos insolubles en la rizosfera es uno de los mecanismos
mas comunes de la accién de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(BPCV), lo cual permite mejorar la disponibilidad de nutrientes para las plantas
(Richardson et al., 2001; Rodriguez et al., 2006). En esta prueba, GV5 (710,64 ug
PO,*/mL), GV11 (391,57 ug PO,*/mL) y GV23 (382,22 ug PO,*/mL) mostraron la

capacidad de solubilizar eficientemente fosfatos.

Yi et al. (2007) reportaron resultados similares por cepas de Enterobacter sp. — EnHy-
401 (632,6 ug PO,>/mL), Artrhobacter sp. — ArHy-505 (428,90 ug PO,*/mL) y
Azotobacter sp. - AzHy — 510 (229,03 ug PO,*>/mL), lo cual permite inferir que las
cepas con valores similares en este estudio tienen gran habilidad de solubilizar
fosfato tricélcico; Chaiharn et al. (2011) reportaron valores de produccion de 216
cepas, destacandose Acinetobacter cepa CR 1,8, la cual tuvo el mayor valor de
solubilizacion (334 + 0,4 ug PO,>/mL). Asi mismo, Anandham et al. (2007) reportaron
la eficiencia en solubilicacion de fosfato tricalcico en medio liquido Pikovskaya por
Burkholderia sp. — CBPB-HOD (359,27 ug PO,*/mL) a las 48 horas de incubacion.
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No obstante, la produccion de sider6foros por Azotobacter sp. en esta investigacion
fue positiva sélo por la cepa GV28. Con respecto a esta capacidad, numerosos
resultados demuestran que la produccion de sideroforos esta reportado para los
géneros promotores de crecimiento vegetal como Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus
y Azotobacter (Bachhawaat, 1987; Cornelis y Matthisj, 2007; Crowley 2006; Glick et
al., 1999; Shah et al., 1992; Tortora et al., 2011).

2.4.2 Evaluacion de las capacidades de promocion de crecimiento vegetal en

condiciones de invernadero.

El aumento en el tamafio de la planta (parte aérea y raiz) cuando se realiz6 inoculacion con
las cepas GV23, GV18 y GV34, evidencia el efecto positivo que ejercen sobre el frijol caupi
(PC1). Lo que permite inferir que la inoculacion con estos microrganismos estimula la
eficiencia de las plantas en la acumulacién de reservas y transporte efectivo de asimilados
hacia los vertederos en posteriores estadios como floracion y llenado de grano (Radford,
1967; Hunt, 1990; Borrego et al., 2000).

En el caso de PC2 cuando los tratamientos se encuentran al lado positivo del eje indican un
aumento en el contenido de clorofila total, siendo inversamente proporcional al peso seco
radical, es decir, el resultado mas representativo esta reflejado en el comportamiento del
tratamiento inoculado con GV23. De otra parte, la disminucion de la biomasa seca en
raices probablemente esta relacionada a las condiciones particulares en las que se realizé

este estudio.

Estudios de inoculaciones de bacterias no simbitticas asociadas al frijol caupi en
condiciones de invernadero han sido muy limitados; esta respuesta permite inferir que de
alguna forma la planta entr6 en condiciones de estrés por la busqueda de mecanismos
para la fijacion eficiente del nitrdgeno en ausencia de bacterias nodulantes o rizobios.
Como lo mencionan Freiberg et al. (1997), quienes afirman que la deficiencia de
nitrégeno mineral frecuentemente limitan la planta en relacién al crecimiento y toma
recursos de la interaccion simbidtica que han desarrollado entre las plantas y una variedad
de organismos fijadores de nitrdgeno. De acuerdo a lo anterior se puede inferir que la
limitacion de nitrogeno (mineral o de naturaleza simbidtica) indujo a la planta a tomar

nutrientes en mayor escala por via fotosintética para la obtencion de fotoasimilados.

Adicionalmente, se ha descrito que bajo condiciones de estrés la planta invierte sus
recursos de forma diferente entre los 6rganos en funcién de captacion de luz y asimilacion

de di6xido de carbono y fotosintatos (hojas), captacion de agua y nutrientes minerales
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(raices) (Poorter y Nagel, 2000). Existe por tanto, un compromiso para la planta en una
mayor asignacion de biomasa a las hojas para garantizar una eficiente captacion de
asimilados (Castro-Diez, 2002; Poorter y Nagel, 2000).

Con respecto a (PC3), cuando esté en el lado positivo implica que en la planta hay una
mayor translocacion de asimilados hacia la parte aérea desde las raices. Esta asignacion y
translocacién de fotoasimilados desde la raiz puede explicar los bajos gradientes entre los

fotoasimilados de la raiz y su aumento en la parte aérea (Cruz et al., 2005).

Correlacionando las respuestas observadas en (PC2) y (PC3), se puede inferir que la
planta, en ausencia de poblacion rizobiana y sin formacion de n6dulos maximizé el trabajo
fotosintético y la acumulacion de reservas, debido a que el carbono requerido para el
llenado de las semillas deriva de reservas que dependen de la disponibilidad de la fuente

fotosintética durante este proceso (Peoples et al., 1995).

Por esta razén el aumento de la clorofila total junto con la inoculacidon de Azotobacter sp.
podrian deducir una eficiencia en la captacién de asimilados, como medida alternativa a la
fijacion simbidtica de nitrégeno simbidtica. Aungue en este estudio se infieren condiciones
de estrés por las respuestas observadas en PC2 y PC3 también se observo que todos los
tratamientos con inoculacién superaron al testigo en todos los componentes en estudio, lo
cual evidencia que Azotobacter sp. es un factor benéfico que favorece y mejora el
desarrollo del frijol caupi por diferentes mecanismos. El efecto promotor de crecimiento
vegetal de Azotobacter sp. no sélo se ha relacionado con fijacion de nitrdgeno como
recursos disponibles proporcionado a la planta, también se ha demostrado que estan
involucrados en el crecimiento vegetal por la produccion de reguladores de
crecimiento, tales como fitohormonas y vitaminas, siendo ampliamente reportadas
(Gonzalez et al., 1986;Martinez - Toledo et al., 1991; Arshad y Frankenberger, 1991;
Obando et al., 2010).

Ademas, el efecto potenciador de la absorcion de nutrientes y el crecimiento vegetal
se ha correlacionado con otras capacidades como solubilizacion de minerales y
produccion de sideréforos (Crowley et al., 1991; 2006), incremento en el volumen de
la raiz (Bowen y Rovira, 1999), induccion de resistencia sistémica a patdgenos (Van
Peer et al., 1991), inhibicidén del crecimiento de organismos antagdnicos e interaccion
sinérgica con otros microorganismos del suelo (Bashan et al., 1996); siendo estos
factores activadores de procesos metabdlicos de compuestos orgénicos en las
plantas que a su vez estimulan el crecimiento vegetal, ejerciendo un efecto directo en

factores de nutricion y rendimiento (El-Seifi et al.,2004).
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2.4.3 lIdentificacion mediante determinacién y secuenciacién del grupo

especifico nifH

La caracterizacion molecular de bacterias diazotroficas puede determinarse a partir
de varios genes presentes en estos microorganismos que codifiquen para funciones
especificas, como los nif para la nitrogenasa (Roesch et al., 2006). El andlisis
comparativo de las secuencias del fragmento de nifH determiné que las cepas GV18,
GV23 y GV34 se acercaron en un porcentaje del 98% de identidad con la secuencia

de Azotobacter sp.

Los miembros de este género son bacterias de vida libre, aerdbicos diazétrofos
heter6trofos que se encuentran en ambientes de suelos y de agua dulce. Son
especialmente interesantes desde el punto de vista de la fijacion de Nitrdgeno ya que
dependiendo de la especie, poseen dos o tres sistemas de nitrogenasa genéticamente
distintas, cuya expresion esta determinada por la disponibilidad de metales como el Hierro y
Molibdeno (Bishop y Joerger, 1990). nifH junto con nifD y nifK codifican en su orden para
el complejo Fe-proteina y las subunidades alfa y beta codifican para el complejo MoFe-
proteina; que en su conjunto forman el complejo de enzima nitrogenasa (Evans et al.,
1988).

De acuerdo a esto, la identificacion de este fragmento sumado a la caracterizacion
fenotipica y bioquimica, reconfirman la presencia de tres cepas estrechamente
relacionadas con Azotobacter sp. con capacidades de fijacion de nitrégeno y descrita
ampliamente por su capacidad de promocién de crecimiento vegetal en diversas

especies de interés agricola en el mundo (Mehnaz y Lazarovits, 2006).

Conclusiones

Bajo las condiciones en las cuales se realizé el presente estudio se concluye que las
cepas GV18, GV23 y GV34 promovieron capacidades de crecimiento vegetal del frijol
caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), incrementando el aumento en el tamafio de la
planta (parte aérea y raiz), contenido de clorofila y aumento en la translocacion de
asimilados hacia las estructuras foliares presentes en el proceso del llenado posterior
del fruto (grano). De acuerdo a lo anterior, Azotobacter sp. es eficiente en la
promocién del crecimiento de esta especie en ausencia de bacterias nodulantes tipo
Rhizobium sp. en condiciones semicontroladas de invernadero, lo cual permite inferir
gue podria utilizarse en coindculos mixtos sin afectar parametros de rendimiento
agronémico.

39



Capitulo I1ll. Efectos de la coinoculacion Rhizobium - Azotobacter sobre la
nodulacién, el crecimiento, y el valor nutricional del frijol caupi (Vigna

unguiculata (L.) Walp) en condiciones de invernadero.

Resumen

En esta investigacion se estudio la respuesta fisiologica del frijol caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp) a la coinoculacion de Rhizobium sp. y Azotobacter sp. en
condiciones de invernadero en la estacién experimental Motilonia en el municipio de
Agustin Codazzi (Cesar). El trabajo se realizé con las cepas nativas GV23 y GV18 de
Azotobacter sp. previamente evaluadas y caracterizadas, y las cepas nativas G56 y
G58 de Rhizobium sp., las cuales mediante la aplicacion de la técnica de
caracterizacion molecular 16S rDNA revel6 en un 99% de similitud en su identidad. Las
semillas del frijol caupi se coinocularon y sembraron en suelo estéril de la zona de
estudio; las observaciones se realizaron hasta la floracién. Se determiné el porcentaje
de germinacién y pardmetros agrondémicos de crecimiento a los 15, 30 y 45 dias
después de la siembra (d.d.s). El tratamiento que presentd los mejores resultados en
las plantas fue replicado en condiciones gnobioticas in vitro para determinar la
colonizacién rizosférica de los microorganismos evaluados mediante microscopia
electrénica de barrido-SEM. El andlisis de varianza mostré6 diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) del tratamiento T6, en las variables de
longitud y acumulaciébn de biomasa en las diferentes etapas de evaluacion, en
comparacion con los demas tratamientos; mediante el andlisis multivariado de
componentes principales, los tratamientos T6 y T9 presentaron diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos en cuanto a la promocion del
crecimiento vegetal del frijol caupi expresado en el contenido de biomasa, nimero y
peso de nodulos y longitud radical. Se infiere que la colonizacion de los
microorganismos del tratamiento T6 en los nddulos y sistema radical del frijol caupi
esta asociado al mejoramiento de los indicadores de crecimiento y rendimiento de la

planta con el coin6culo empleado.

Palabras clave: Frijol caupi, Promocién de crecimiento vegetal, Coinoculaciones,

Azotobacter sp.
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Abstract

In this research we studied the physiological response of cowpea (Vigha unguiculata
(L.) Walp) to co-inoculation of Rhizobium sp. and Azotobacter sp. in the greenhouse at
the E.E Motilonia, Agustin Codazzi (Cesar). The work was performed with the native
strains GV23 and GV18 of Azotobacter sp. previously tested and characterized, and
the native strains G56 and G58 of Rhizobium sp., which by applying the technique of
16S rDNA molecular characterization revealed 99% similarity in their identity. The
seeds of bean and cowpea planted co - inoculated in sterile soil in the area of study,
observations were made until flowering. We determined the percentage of germination
and agronomic parameters of growth at 15, 30 and 45 days after sowing. The
treatment presented the best results in the plants was replicated in vitro gnobiotics
able to determine rhizosphere colonization of microorganisms assessed by scanning
electron microscopy - SEM. Analysis of variance showed statistically significant
differences (p <0.05) T6 treatment, the variables of length and biomass accumulation
in different stages of evaluation, compared with other treatments, by multivariate
principal component analysis, treatments T6 and T9 showed significant differences
compared to other treatments in promoting plant growth expressed in cowpea
biomass content, number and weight of nodules and root length. It is inferred that the
colonization of microorganisms in the lymph T6 treatment and cowpea bean root
system is associated with improved indicators of growth and yield of the plant with the

coinoculated.

Keywords: Cowpea bean, Plant growth promotion, Mixed culture, Azotobacter sp.

3.1 Introduccioén

El frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) es una de las principales leguminosas
forrajeras con potencial cultivable en la Region Caribe Colombiana, que ocupa un
area sembrada de 4.600 hectareas (DNP, 2010). Este cultivo se constituye como una
excelente provision de forraje para los animales en temporadas donde normalmente
no existe ninguna otra fuente de alimento; a su vez es un recurso complementario de
la dieta, debido a que puede crecer sola 0 en asociacibn con otras gramineas o
leguminosas (Calegari, 1995). Sin embargo, su oferta es muy baja en proporcion a los
requerimientos para consumo animal y humano, por lo que actualmente se promueve
la siembra de esta especie en regiones tropicales (DNP, 2010).
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Debido a las limitaciones edafoclimaticas que caracterizan los agroecosistemas del
tropico bajo, en la microrregion del Valle del Cesar la produccion de forraje es escasa
e irregular durante el afio. Durante la época seca, la produccién de forraje se reduce
considerablemente y su calidad se deteriora comprometiendo la produccion de carne
debido a la pérdida de peso de los animales. Estas limitaciones pueden atribuirse a la
disminucion en la activacion del proceso simbiético, la formacion de nddulos y por
ende en la poca efectividad en la fijacion biolégica de nitrégeno, los cuales son

sensibles estrés ambiental (Hungria et al., 2000).

De otra parte, debido a sus implicaciones agrondmicas, las interacciones ecoldgicas entre
los rizobios y otras bacterias del suelo han sido de especial interés en los Ultimos afos. Se
han registrado evidencias de interacciones positivas entre las especies de Rhizobium y
bacterias diazotréficas del suelo, como Azotobacter y Azospririllum, del Gallo y Fabbri
(1991) Dardanelli et al. (2008) y Benintende et al. (2010), entre otros autores, han reportado

aumento de la nodulacion y crecimiento éptimo de una amplia variedad de forrajes.

Azotobacter sp. (especialmente A. chroococcum) ha sido ampliamente reportado por
promover el crecimiento vegetal en condiciones edaficas de estrés por sequia. Este género
se encuentra ampliamente distribuido en suelos destinados a la agricultura, predominante
en regiones tropicales y se pueden encontrar facilmente en asociacion con cereales y en la
rizosfera de leguminosas (Kole et al., 1988; Martinez-Toledo et al., 1991; Gharib et al.,
20009).

Los efectos positivos de la inoculacion combinada con Rhizobium - Azotobacter y otras
rizobacterias estimuladoras del crecimiento han demostrado que aumentan
significativamente el nimero y peso de nddulos, mayor fijacion de nitrogeno, aumento del
contenido de macronutrientes y micronutrientes, en comparacion con la inoculacion
individual de Rhizobium sp. (Yahalom et al., 1987; Rodelas et al., 2000). El agente
potenciador de estos beneficios ha sido corelacionado con la influencia positiva de la
bacterias promotoras de crecimiento no simbidticas, ya que se verifican aumentos
significativos en factores de rendimiento como la acumulacién de masa seca y el contenido

de nitrégeno en grano (Burns et al., 1981, Sarig et al., 1986; Rodelas et al., 2000).

En Colombia no ha sido explorado el estudio de coinoculaciones con rizobios y bacterias de
vida libre en leguminosas; su evaluacion permitira determinar su potencial de promocién
del crecimiento de las plantas ante el efecto de la marcada estacionalidad en las
precipitaciones del Caribe seco, permitiendo de esta forma la utilizacién de recursos

biol6gicos poco explorados y contribuyendo con tecnologias limpias que favorecen y
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mejoran las condiciones de especies forrajeras de interés en sistemas de ganaderia

de la region.

La presente investigacion tuvo como objetivo de esta investigacion fue estudiar bajo
condiciones semicontroladas la influencia de la coinoculacion con Rhizobium y
Azotobacter sobre la nodulacion, crecimiento y calidad nutricional del frijol caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp) en el Municipio de Agustin Codazzi (Cesar).

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Identificacion molecular de las cepas G56 y G58 mediante la amplificacion
del fragmento 16S rDNA

Extraccion de ADN gendmico. La extraccion de ADN gendmico (gADN) se realiz6
utilizando el Wizard kit (Promega Corporation, Madison, USA). El gADN extraido fue
analizado de acuerdo a Sambrook y Russell, (2001) y cuantificado mediante el uso de

espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Corporation).

Amplificacion de la secuencia 16S rDNA. Para la amplificacién del 16S rDNA se utilizé
la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores
27F y 1492R descritos por Osborne et al. (2005). Cada reacciéon de amplificacion tuvo
un volumen final de 50 pL. Las reacciones de amplificacién se realizaron en un
Termociclador PTC 100 (MJ Research, USA). Los ciclos de amplificacion consistieron
en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 min seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min, una etapa de anillamiento a 58 °C durante 1
min y una etapa de extension a 72 °C durante 2 min. Finalmente, una dltima etapa de

extension a 72 °C durante 5 minutos.

Purificacion del producto de amplificacién. La purificacion de los fragmentos
amplificados 32 yL de producto de PCR se mezclaron con 0,1 volumenes de acetato
de sodio 3M (pH 5,5) y 2,5 volimenes de etanol frio al 99,8%. La mezcla se incub6 a
20 °C durante la noche. Posteriormente la mezcla fue centrifugada durante 30
minutos a 16.000 g a 4 °C, donde el sobrenadante fue descartado. Se afiadieron 300
pL de etanol frio al 70% y la muestra se centrifugé durante 10 min a 16.000gy 4 °C, y
nuevamente se descartd el sobrenadante. El precipitado se mantuvo a temperatura
ambiente hasta el secado completo y luego se resuspendié en 20 pyL de H,O para
PCR (Sambrook et al., 1989).
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Secuenciacion de los fragmentos. La secuenciacion de fragmento 16S rDNA de la
cepa se llevo a cabo en el Laboratorio de Genoma de Embrapa Agrobiologia-Brasil
empleando los cebadores descritos en la Tabla 2. Para la reaccién de secuenciacion
se utilizaron 200 ng de los productos purificados de PCR, 1 pL de cada cebador 5,0
mM, 4,0 pL del kit "TE Dynamics Kit" (GE Healthcare) y agua ultrapura
(ultraPURETM, Invitrogen Co) hasta un volumen final de 10 pL. Las condiciones para
la reaccidon de secuenciacion fueron: 25 ciclos de desnaturalizacién anillamiento y
extension a 95 °C durante 25 seg, 58 °C durante 15 segundos, 60 °C durante 1
minuto, respectivamente. Después de marcar la reaccion se precipitaron las muestras
por adicion de 1,0 yL de acetato de amonio 7,5 M y 27,5 L de etanol y se incubaron
a 4 °C durante la noche, después de la incubacion se centrifugd a 3000 g por 45
minutos a 4 °C, el sobrenadante fue descartado y el pellet se lavé con 100 pL de
etanol 70% y nuevamente centrifugado a 3000 g durante 10 min a 4 °C. Las muestras
fueron secadas al aire y se resuspendieron en 7,5 pyL de buffer de secuenciacion
Mega BACE ("loading”) y analizadas en un secuenciador automatico Mega
BACE1000 (GE Healthcare). Las secuencias contiguas se reunieron a partir de las
secuencias directas y reversas con los programas PHRED/PHRAP (Ewing et al.,
1998; Ewing y Green, 1998) o CAP3/CONSED (Gordon et al., 1998; Huang y Madan,
1999) en un entorno Linux para el sector de bioinformética, Embrapa Agrobiologia.

Tabla 3. Iniciadores utilizados para la secuenciacion del fragmento 16S rDNA de las cepas G56 y
G58.

Iniciador Secuencia (5'— 3) Referencia

27 AGA GTTTGATCC TGG CTC AG Osborne et al., 2005
1492R GGY TACCTT GTT ACGACTT Osborne et al., 2005
362F CTC CTA CGG GAG GCA GCAGTT GGG Menna et al., 2006
786F CGA AAG CGT GGG GAG CAAACA GG Menna et al., 2006
RU6 ATG GCT GTC GTC AGC TCG Wang et al., 1996
U3 GWA TTA CCG CGG CKG CTG Wang et al., 1996
u2 TGC TGC CTC CCG TAG GAG Wang et al., 1996
1110R TTA GCA AGT AAG GAT ATG GGT Cho et al., 2006

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con otras en labase de datos de
BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) del Centro Nacional de Informacién

Biotecnolégica NCBI. Para la construccion del arbol filogenético se utilizd la

metodologia Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), las secuencias de interés fueron
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extraidas de labase de datos de BLASTy se alinearon con la funcion ClustalW del

programa informético MEGA 5 (Tamura et al., 2011).

3.2.2 Ensayo en invernadero
3.2.2.1 Condiciones del experimento

Soporte y material vegetal. Las semillas del frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp)
fueron suministradas por el banco de semillas de Corpoica E.E. Codazzi, ubicada en
el Municipio de Agustin Codazzi (Cesar) (10° 12” Latitud Norte — 73° 13” Long. Oeste;
Temperatura media: 28.7°C; clima semiarido; 180 m.s.n.m). Las semillas fueron
seleccionadas y desinfectadas con etanol al 70% por 5 min y luego con solucién de
hipoclorito de sodio 3% durante 5 min. El soporte fue suelo de la misma zona de
estudio previamente esterilizado y se dispuso en bolsas de plastico con capacidad de

3 kg con 2,5 kg de soporte estéril.

Microorganismos y condiciones de crecimiento. Los microorganismos nativos
previamente caracterizados se preservaron en el Banco de Trabajo del Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del CBB - CORPOICA. Para este ensayo se utilizaron las
cepas G56 y G58 de Rhizobium sp. y las cepas GV23 y GV18 de Azotobacter sp.; las
cepas se incubaron durante 24 h en agitacién a 120 rpm a 30 °C en medio de cultivo
YMA (Vincent, 1970) y LB (Bertani, 1952; Luria y Burrous, 1957) respectivamente. Los
controles de calidad presentaron 100% de pureza y la concentracion celular de 10°
UFC/mL.

3.2.2.2 Parametros Evaluados

Las variables evaluadas a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra (d.d.s) fueron:
Longitud parte aérea (LPA), longitud de raiz (LR), peso seco parte aérea (PSA) y
peso seco raiz (PSR); para los 45 d.d.s se determin6 ademas el nimero de los

nédulos (NN), peso fresco de los nddulos (PFN) y peso seco de nodulos (PSN).

Determinacion de carbohidratos totales y de proteinas. Estas determinaciones se

realizaron en tejidos de parte aérea y raiz.

La determinacion de carbohidratos (CH) se realiz6 de acuerdo con la metodologia
descrita por Dubois (1985). A 500 pL de muestra se adicionaron 250 pL de fenol al
5% y 1250 pL de acido sulfurico concentrado; esta mezcla se llevé al vortex y se dejé

reposar por 10 min, luego se dispuso en bafo termostatado a 30°C por 15 min. La
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absorbancia se ley6 a 492 nm en espectrofotébmetro y se ajusté la informacion en la

ecuacion de la recta de la curva de calibracion.

La determinacién de proteinas se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita por
Bradford (1987). A 100 pL de la muestra se adicionaron 100 yL de NaOH 1M,
disponiéndola en bafio termostatado 5min a 90°C y se dejé enfriar. Posteriormente,
se agregaron 200 pL de HCI 0,5M y 800 uL del reactivo de Bradford. La absorbancia
se ley6 a 595 nm en espectrofotébmetro y se ajusté la informacion en la ecuacion de la

recta de la curva de calibracion

3.2.3 Disefio experimental y Andlisis Estadistico

La evaluacion se realiz6 por 45 dias aplicando un disefio experimental
completamente al azar con 9 tratamientos y 10 repeticiones; el control quimico
correspondié a fertilizacion con 50 kg/ha de Urea y los controles biolégicos fueron
AC1 (Azotobacter chroococcum) y L5 (Rhizobium sp.) provisionadas por el banco de

germoplasma del laboratorio de Microbiologia de Suelos del CBB — Corpoica.

Los tratamientos evaluados para determinar la respuesta del frijol caupi a la
inoculacion mixta fueron los siguientes: T1: Testigo Absoluto; T2: Testigo Quimico (50
kg/ha de urea); T3: Testigo Biolégico 1 (Inoculaciéon 100% Azotobacter — AC1); T4:
Testigo Bioldgico 2 (inoculacion 100% Rhizobium — L5); T5: Testigo inoculacion mixta
AC1 + L5; T6: inoculacion mixta GV18 + G56; T7: inoculacion mixta GV18 + G58; T8:
inoculacion mixta GV23 + G56; T9: inoculacién mixta GV23 + G58.

Para el andlisis y procesamiento de la informacion de longitud y aumento de biomasa
a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra, se utilizé el andlisis de varianza
univariante (UNIANOVA) y la comparacion de medias se realizé por el Test de Tukey
al 5% de probabilidad utilizando el software SAS 9.0 para Windows. Para el andlisis
de la informacion de la respuesta agrondémica en el estadio de madurez fisioldgica (45
d.d.s) se realizd el analisis multivariado mediante el andlisis de componentes
principales (ACP), utilizando el software XLSTAT 2011.

3.2.4 Microscopia electronica de Barrido (MEB)

A partir de los resultados obtenidos en invernadero se realizé la determinacion de la
colonizacion rizosférica del tratamiento que presenté la mejor respuesta del frijol
caupi a partir de cortes longitudinales de noédulo (presencia de rizobios) y raiz
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(presencia de Azotobacter sp.). La visualizacion se realiz6 mediante Microscopia
Electronica de Barrido (MEB) (FEI QUANTA 200); el procesamiento de la muestra se
realiz6 mediante la metalizacion en un Sputter SDC-050 de Marca (Balzers), en
condiciones de prevacio (<10-1 torr) con argbn como gas de ataque (plasma) sobre
una placa (catodo) de oro-paladio (8:2). La pelicula se depositd sobre las muestras
(dnodo) a corriente de descarga de +/- 50mA y el espesor tipico fue de +/- 200 nm. La
muestra ya procesada fue visualizada en diferentes campos mediante el microscopio
de barrido permitiendo destacar la morfologia del material y demas propiedades de la

misma.

3.3 Resultados

3.3.1 Identificacion molecular de las cepas G56 y G58 mediante la amplificacion
del fragmento 16S rDNA

Previamente se realiz6 una reactivacion y caracterizaciéon confirmativa de las cepas,
incubadas 72 h en medio de cultivo YMA, en la cual se observé colonias de
aproximadamente 5.0 mm de diametro, con borde circular, liso y convexo, y con formacion
de moco blanco opaco. La reaccién de Gram fue negativa; por lo cual se evidenciaron
caracteristicas representativas del género Rhizobium de acuerdo a las descripciones
realizadas por Kuykendall et al. (2005) y Carlson et al. (1994).

Para la identidad molecular los resultados mostraron que las cepas G56 y G58 amplificaron
la banda del tamafio esperado, aproximadamente 1500 pb (Figura 3).

Figura 3. Amplificacion del fragmento 16S rDNA de las cepas G56 y G58 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. MP:
Marcador de peso molecular 1000 kb plus.
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La secuenciacién del fragmento mostré que las cepas G56 y G58 se encuentran asociadas
con el género Rhizobium con un 99% de identidad; consecuentemente el andlisis de las
secuencias obtenidas fue representado mediante la construccién de un arbol filogenético
con 18 secuencias de referencias que fueron utilizadas a partir de la base de datos del
NCBI, de acuerdo a los porcentajes de similitud obtenidos en el analisis realizado en
BLAST (Figura 4).

Agotobacier begenncky NR_042071

Burkhoidena tuberem AJSO2311

Agrobactenwn sp. FN563435
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47| G56 - G55
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Figura 4. Arbol filogenético realizado mediante la amplificacion del 16S rDNA. La filogenia fue inferida por el método de
Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) utilizando el software Mega 5 (Tamura et al., 2011). Las distancias evolutivas se calcularon
utilizando el parametro de Kimura 2-método (Kimura, 1980). Los nimeros en los nodos representan el porcentaje de

bootstraping con 10000 repeticiones. La barra de escala = 0,01 sustituciones por sitio.

3.3.2 Evaluacién en invernadero

Longitud de la parte aérea. Los resultados obtenidos presentaron diferencias
significativas (p < 0.05) de los tratamientos T2 y T8 con respecto a los demas

tratamientos evaluados a los 15 d.d.s. En el muestreo realizado a los 30 d.d.s la
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Longitud parte aérea (cms)

Peso seco aéreo (grs)

longitud fue similar entre todos tratamientos exceptuando T7, el cual fue superado en
al menos un 14%. En el andlisis del muestreo a los 45 d.d.s el tratamiento T8
presentd diferencias significativas superando entre 5% y 32% la longitud de los
demas tratamientos en estudio (Figura 5A).

Longitud de las raices. A los 15 d.d.s el tratamiento T2 presentd diferencias
significativas (p < 0.05) con respecto a todos los tratamientos en estudio. La longitud
de los tratamientos T2, T3, T6 y T9 fue significativo a los 30 d.d.sy T2, T4, T6
presentaron valores estadisticamente superiores con respecto a los demas
tratamientos evaluados a los 45 d.d.s, siendo superiores entre 15% - 50% (Figura
5B).

Biomasa seca parte aérea y raices. En este pardmetro el tratamiento T6 presentd
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) a los 15, 30 y 45 d.d.s con una
acumulacion de biomasa de 30% a 50% mayor a los demas tratamientos en todos los
muestreos (Figura 5C y 5D).
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Respuesta fisiolégica en el estadio de madurez (45 d.d.s). Los resultados obtenidos
mediante el analisis multivariado de componentes principales mostré6 que las tres
primeras componentes explican el 81,03% de la variabilidad del experimento; el
53,54% de la variacion se describié por la primera componente principal (PC1), el
16,68% por la segunda componente (PC2) y 10,81% por la tercera componente
principal (PC3). De aqui la informacién contenida en las nueve variables originales
pudo ser resumida en tres, las cuales recolectaron la mayor informacion. De esta
forma se describi6 la contribucién de cada una de las componentes y su correlacion

en el plano de componentes principales (Tabla 4 y Figura 6).

Tabla 4. Descripcion del porcentaje de variacion acumulada del experimento en el andlisis de componentes principales y la
contribucién de la carga factorial para cada parametro evaluado.

Componente

Estadistica PC1 PC2 PC3
Variabilidad (%) 53,54 16,68 10,81
% acumulado 53,54 70,22 81,030

Carga factorial

Variables

LPA 0,752 -0,36 -0,059
LR -0,097 -0,455 -0,027
PSA 0,754 0,778 -0,214
PSR 0,86 0,306 -0,066
NN 0,755 0,329 -0,11
PFN 0,615 -0,478 0,578
PSN 0,626 0,037 -0,495
Proteina Hojas 0,829 0,252 0,444
Proteina Raices 0,803 -0,409 -0,274
CH HOJAS 0,829 0,252 0,444
CH RAICES 0,803 -0,409 -0,274

Los tratamientos con coinoculacion presentaron las mejores respuestas en la promocion de
crecimiento vegetal del frijol caupi para los 3 componentes principales analizados,
destacandose el tratamiento T6 (GV18 + G56) y T9 (GV23 + G58) en todos los

parametros analizados; se observd que cuando la componente principal 1 (PC1l) se
50



encuentra al lado positivo del eje indica un incremento en casi todos los parametros de
crecimiento y nutricion vegetal cuando se realizé inoculacion mixta con los tratamientos T6
y T9. Para el caso de (PC2) cuando los tratamientos se encuentran al lado positivo del eje
indican un aumento en el contenido de biomasa en la parte aérea, siendo el resultado mas
representativo de este parametro el mostrado por T6 y T9. Con respecto a (PC3), cuando
esta en el lado positivo implica que en la planta hay una mayor translocacion y acumulacion
de asimilados en hojas a partir del area radical, en donde el tratamiento T4 presenta
diferencias significativas en esta componente en comparacion con los demas tratamientos
evaluados.
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Figura. 6 Andlisis de componentes principales de los tratamientos con las inoculaciones de Azotobacter sp. y
Rhizobium sp. (A) Diagrama de dispersion del andlisis del experimento en invernadero con las componentes PC1 y
PC2; (B) Diagrama de dispersion del analisis del experimento en invernadero con las componentes PC1 y PC3; y (C)
Diagrama de dispersion del analisis del experimento en invernadero con las componentes PC2 y PC3. Tratamientos y
relacion de simbolos: T1 (A), T2 (A), T3 (O), T4 (e),T5 (W), T6 (O), T7 (x), T8 (V), T9 (V¥), Cada simbolo es el
promedio de tres mediciones.
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3.3.3 Determinacion de colonizacion rizoférica  mediante Microscopia

electronica de Barrido (MEB).

Se realizaron las observaciones de colonizacion in vitro del tratamiento T6 coinoculado con
las cepas de Azotobacter sp.- GV18 y Rhizobium sp — G56 mediante MEB. EIl corte
longitudinal del nédulo mostrd que el tejido cortical consta de una capa de células
exterior y una capa interior. La capa externa se observo con varias células de espesory
sus células constituyentes generalmente carecian de contenido celular (Figura 7B),
siendo la zona méas externa del tejido cortical que entra en contacto con el suelo. En
contraste, la capa interna present6 células parenquimatosas tipicas que contenian
numerosas aglomeraciones celulares o bacteroides, conformando los simbiosomas
propiamente dicho (Figuras 7C y 7D). El corte longitudinal de la raiz mostré la la
colonizacién de células individuales de Azotobacter sp. adheridas a la raiz (Figuras 8A, 8B,
8C y 8D). Asi mismo se observdé que algunas células bacterianas se encontraban
adheridas y recubiertas por mucilago sobre la superficie radical; en el caso de otras células

se apreciaban incrustandose a la pared de la raiz (Figura 8C).

A
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Figura. 7. Colonizacion de las raices del frijol caupi por Rhizobium sp. A) Nédulo efectivo utilizado para MEB B)
Ampliacién mediante MEB del corte longitudinal del nédulo que muestra su estructura general; observando el tejido 6
“simbiosomas” (derecha) y el tejido de la corteza con células vacias 6 membrana peribacteroidal - MPB (izquierda). C)
y D) Acercamiento de la figura B donde se observa el simbiosoma propiamente dicho y la formacién de bacteroides.
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Figura. 8. Colonizacion de las raices del frijol caupi por Azotobacter sp. A) Raiz con formacion de nédulos a la cual se
realiz6 el corte longitudinal para observacion de Azotobacter sp. B) Observacion de pelos radicales y con adhesion de
células de Azotobacter C) y D) Acercamiento que muestra las adhesién de las células de Azotobacter a la superficie

de laraiz.

3.4 Discusién
3.4.1. Caracterizacién molecular de las cepas G56 y G58.

La secuenciacion del fragmento mostré que las cepas G56 y G58 se encuentran asociadas
con el género Rhizobium con un 99% de similitud en su identidad. La inferencia filogenética
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a partir de las secuencias del fragmento de 16S rDNA confirmé la cercania con este
género. El andlisis filogenético indica que el subgrupo de G56 y G58 presentan similitud
con Rhizobium sp. y Agrobacterium tumefaciens (reclasificada actualmente a R.
radiobacter); revistiendo importancia que de la filogenia del 16S rDNA esta claro que
Rhizobium y Agrobacterium estan fuertemente relacionadas y sus especies estan
entrelazadas (Young et al., 2003).

Sin embargo, para la identificacion a nivel de especie de la cepa en estudio Gaunt et al.
(2001) reportaron la necesidad de utilizar diferentes cebadores como recA y atpD que
permitan acercarse aun mas a la especie de Rhizobium sp. Asi mismo Laguerre et al.
(2001) compararon mediante analisis filogenético la correlacién existente entre los genes
nod, nif y la técnica del 16s rDNA para una mejor clasificacién de los rizobios encontrando

una mayor resolucién para la determinacion de especies en este género.

3.4.2 Evaluacién en invernadero

Los resultados evidenciaron que los pardmetros de longitud y acumulacion de
biomasa seca fueron en su mayoria significativamente superiores a los tratamientos
con inoculacién mixta e individual (exceptuando la longitud de la planta a los 15
d.d.s). Se destaco el incremento de biomasa seca total en donde T6 (GV18 + G56)
presentd valores superiores entre 30% y 50% mayor a los demas tratamientos en
todas las etapas de crecimiento vegetal. Similares resultados reportaron Groppa et al.
(1998) quienes trabajaron con experimentos en macetas y encontraron incrementos
de 23% en la produccién de materia seca debido a la coinoculacién en relacion con la

inoculacion simple, aunque este incremento no fue estadisticamente significativo.

Asi mismo, el incremento de la biomasa influenciada en el tratamiento 6 en la etapa
de plantula puede atribuirse en parte a la estimulacion del desarrollo diferencial
embrién inducido por reguladores de crecimiento bacteriano que penetran en la
cubierta de la semilla junto con el agua, lo cual acelera el crecimiento de la radicula
con mejoras en la toma de agua y minerales (Cassan et al., 2009). Este concepto es
concordante con lo planteado por Bashan et al. (2004) quienes enfatizan en la
relevancia de la FBN en el para el incremento de la biomasa en las etapas posteriores
del desarrollo una vez que un nimero significativo de bacterias se han establecido en
los tejidos vegetales. De acuerdo a esta hipotesis, el papel de las bacterias en la
promocién del crecimiento vegetal seria determinante desde las primeras etapas de

desarrollo tales como la germinacion y la formacion de plantulas.
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La comunidad bacteriana en el suelo y la rizosfera pueden afectar la nutricion mineral
vegetal, cambios en la absorcion de raices caracteristicas debido a una modificacién
de la morfologia de la raiz o alteracion de los mecanismos de captacion y la tasa de
crecimiento relativo (Tinker, 1984). No obstante, estos beneficios estan directamente
relacionados con la adaptacion bacteriana y su riqueza en el suelo, es decir, la

concentracion celular inicial es crucial en los efectos posteriores.

En el presente estudio se puede atribuir el éxito de las coinoculaciones a su
aplicacion temprana, la eficiencia en los mecanismos de promocion de las cepas y la
concentracion del inéculo inicial (108 UFC/mL), como lo sugiere Rodelas et al. (1996),
guienes registraron mejoras en los parametros agronémicos de R. leguminosarum bv.
viceae y V. faba por la inoculacién mixta de Rhizobium — Azospirillum brasilense y
efectos benéficos sobre la nodulacibn y pardmetros de crecimiento de esta
leguminosa, los cuales aumentaron en funcién de la concentracién adecuada en el
momento de la inoculacién, obteniendo que concentraciones iguales o superiores a
108 UFC/mL garantizan un mayor efecto promotor de crecimiento. Resultados
similares fueron encontrados en estudios realizados con cepas de Azotobacter
chroococcum (cepa H23) y A. vinelandii (cepas ATCC 12837 y Dv42) coinoculados

con R. leguminosarum bv. viceae cepa Z25, en condiciones controladas del cultivo.

Los tratamientos con coinoculacion presentaron las mejores respuestas en la promocion de
crecimiento vegetal del frijol caupi para los 3 componentes principales analizados,
destacandose el tratamiento T6 (GV18 + G56) y T9 (GV23 + G58). En estos tratamientos
se favorecié el incremento en todos los pardmetros de crecimiento y nutricion vegetal
[(PC1) y (PC2)], es decir, estos tratamientos influyeron positivamente en desarrollo éptimo
del frijol caupi en comparacion con todos los tratamientos evaluados. Para el caso de
(PC3) el aumento en la acumulacién de asimilados en hojas a partir del area radical del
tratamiento con inoculacion individual T4 (Inoculacién 100% Rhizobium sp.) evidencian que
las inoculaciones incrementan la acumulacion de nutrientes para su posterior inversion de
nutrientes en llenado del grano, lo cual representa el estimulo de Rhizobium sp. en funcion
de mejorar la eficiencia de las plantas en la acumulacién de reservas y transporte efectivo

de asimilados hacia los vertederos en posteriores estadios (Borrego et al., 2000).

Sin embargo, la mejora observada por T6 y T9 representan un beneficio integral de la
planta que evidencia que la inoculacion mixta confiere al frijol caupi atributos de

crecimiento, nutricion y rendimiento con respecto a la inoculacion individual de Rhizobium

sp.
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Estos resultados coinciden con los reportados por Rodelas et al. (1996), quienes
encontraron que la inoculacion Azotobacter - R. leguminosarum bv. viceae promovieron el
crecimiento de Vicia faba con aumentos significativos de masa seca total y nimero de
nodulos, obteniendo una rapida tasa de crecimiento y acumulacion de nitrégeno total.
Gharib et al. (2009) indicaron que la inoculacién mixta Rhizobium - Azotobacter - Bacillus
megaterium var. phosphaticium mejoraron todos los pardmetros de crecimiento y
acumulacion de nutrientes de naturaleza nitrogenada en comparacion con la inoculaciéon de

Rhizobium sp.

El incremento en el peso seco y nimero de nddulos en los tratamientos T6 y T9 influyeron
positivamente en el contenido de nutrientes (carbohidratos y proteinas totales) vy
acumulacion de biomasa seca total de acuerdo al andlisis multivariado. Varios estudios han
sugerido que hormonas como las auxinas Yy citoquinas desempefian funciones esenciales
en el desarrollo de nédulos y su efecto benéfico en la nutricién de leguminosas (Mathesius
et al, 1998). Estudios realizados por Schmidt et al. (1998) demostraron que la
coinoculacion de semillas de Medicago sativa con una cepa de R. melilotti ineficaz en la
sintesis de AIA y una cepa eficiente de A. brasilense incrementd significativamente el
numero de nddulos en la raiz principal, asi como el peso y la cantidad de nitrégeno en

comparacion con las plantas inoculadas s6lo con Rhizobium sp.

El género Azotobacter ha sido reconocido por su eficiencia en la produccion de
fitohormonas y sus efectos se asocian con el crecimiento vegetal, especialmente en la
estimulacion de la elongacion y aumento de la zona radical. Martinez-Toledo et al. (1991) y
Rodelas et al. (1993) evidenciaron que las bacterias pertenecientes a este género
(especificamente Azotobacter vinelandii ATCC 12837 y Azotobacter chroococcum la cepa
H23) son productores activos de fitohormonas y vitaminas. La sintesis y excrecion de los
reguladores de crecimiento en la rizosfera debe explicar la capacidad de estas cepas para
promover el crecimiento y la nodulacion de leguminosas, asi como los efectos sobre la
nutricion de las plantas evidenciado en otras investigaciones (Okon y ltzigsohn, 1995;
Ravikumar et al., 2004, Yi et al., 2007).

El hecho de que en el presente estudio se trabajo con cepas nativas de Azotobacter sp. y
Rhizobium sp. reviste gran importancia para futuras evaluaciones, ya que se puede
suponer una ventaja en la capacidad de adaptacion al suelo, ademéas no present6 accion
antagonica ante Rhizobium sp. ni es factor inhibitorio de la formacion de los nodulos, siendo
factores cruciales para colonizacion exitosa de las raices y su persistencia en ellas
(Rodelas et al., 2000); lo cual favoreceria el crecimiento y rendimiento del frijol caupi bajo

las condiciones climéticas de la region.
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3.4.3 Determinacion de la colonizacion rizoférica del mejor coindculo mediante

Microscopia electrénica de Barrido (MEB).

Los resultados obtenidos mediante microscopia electrénica de barrido permitieron
establecer la presencia de los microorganismos utilizados en la coinoculacion del
tratamiento T6. Este estudio confirma las estructuras caracteristicas del nédulo y la
presencia de rizobios; La morfologia y anatomia nodular ha sido previamente descrita
(Cordero y Beltrati, 1989; Sprent y Parsons, 2000; Sprent, 2001).

El corte longitudinal del n6dulo mostré la presencia de tejidos corticales sin células
bacterianas y tejidos activos con presencia de simbiosomas, siendo este término
utilizado para el compartimento celular que se forma durante las interacciones
endosimbiontes en el que se toma el microorganismo (rizobio) por la célula huésped y
se convierte completamente envuelto por una membrana derivada del hospedero
(Zahran, 2001).

Asi mismo el acercamiento de la figura 8C present6 la formaciéon de estructuras
fibrilares que recubrian los bacteroides inmersos en el sistema peribacteroidal. Se ha
descrito que la formacion de microfibrillas extracelulares de celulosa juegan un papel
en la fijacion bacteriana a las células vegetales (Matthyssee et al., 1981; Parniske,
2000). La produccién de microfibrillas extracelulares por Rizobium radiobacter
conduce a una firme adhesion célula - célula después de su unién inicial a su planta
huésped (Matthyssee et al., 1981). Estas estructuras de celulosa también son
producidas por ciertas Cepas de Rhizobium en cultivo puro (Deinema y Zevenhuizen,
1971; Parniske, 2000) y se han detectado mediante microscopia electrénica
microfibrillas extracelulares asociadas con R. trifolii, las cuales se observaron unidas a
pelos radicales del trébol (Zahran, 1999).

De igual forma, el corte longitudinal de las raices del frijol caupi evidenci6 la
presencia de algunas bacterias individuales de Azotobacter sp. adheridas a la
superficie de las raices y envueltas en microfibrillas (Figura 8C). Varios estudios han
sido reportados hacia la utilizaciéon de microscopias de alta gama en microorganismos
diazotréficos (Berg et al., 1979; Kabir et al., 1995; Bianucci et al., 2011) para la visualizacion
de estructuras representativas y colonizacion de la planta. Del mismo modo autores como
Puente et al. (1999) han empleado microscopia electronica de barrido con el fin de
identificar Azospirillum halopraeferans y Azospirillum brasilense en la superficies de las
raices de plantas y determinar su contribucion al proceso de colonizacion de las raices

mediante la formacion de microfibrillas.
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Se ha demostrado que las bacterias promotoras de crecimiento vegetal producen material
fibrilar y no es producido por las células vegetales como se planteé inicialmente. Este
hecho se soporta en por observaciones realizadas mediante MEB de colonias puras de
Azospirillum, que presentaban similares estructuras fibrilares en su superficie (Vanbleu y
Vanderleyden, 2003). La red de microfibrillas permite a las bacterias anclar a las raices
para un mejor acceso a los exudados de plantas, y reciprocamente permite a la planta
llegar a las sustancias excretadas por las bacterias antes de su consumo por otras
bacterias. Ademas, proporciona resistencia contra fuerzas externas fisicas aplicadas a la

raiz, como el lavado y la agitacién (Bashan et al., 1991).

Las caracteristicas descritas demostraron el establecimiento de los microorganismos
acorde con su adaptacion a la planta hospedera (Formacién de nddulos y/o adhesion a la
raiz), de acuerdo diversos factores como la disponibilidad y competencia de nutrientes
proporcionados por la planta huésped, interaccibn y adecuada sefializacion
microorganismo — planta, entre otros (Bashan et al., 2004); siendo componentes que
juegan un papel importante en el establecimiento y asociacién de Rhizobium sp. vy

Azotobacter sp. con su anfitrion.

Conclusiones

A partir de los resultados encontrados en esta investigacion se permite concluir que
existe un efecto de estimulacion del crecimiento del frijol caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp) por la aplicacién de cepas nativas Azotobacter sp. junto con Rhizobium sp.
(inoculacién mixta GV18 + G56 y GV23 + G58), promoviendo incremento en peso,
biomasa seca, aumentos de la concentracién de proteinas y carbohidratos, mayor
peso de nédulos y numero de nédulos; asi como la eficiente translocacién de
asimilados hacia las estructuras foliares presentes en el proceso del llenado posterior

del fruto.
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CONCLUSIONES GENERALES DE LA INVESTIGACION

Las cepas GV18 y GV23 de Azotobacter sp. promovieron capacidades de crecimiento
vegetal del frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), incrementando el aumento en el
tamafio de la planta (parte aérea y raiz), contenido de clorofila y aumento en la
translocacién de asimilados hacia las estructuras foliares presentes en el proceso del
llenado posterior del fruto (grano).

Azotobacter sp. es eficiente en la promocién del crecimiento de esta especie en ausencia
de bacterias nodulantes del género Rhizobium en condiciones semicontroladas de
invernadero, lo cual permite inferir que podria utilizarse en coin6culos mixtos sin afectar

parametros de rendimiento agronémico.

Se evidencia un efecto de estimulacién del crecimiento del frijol caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp) por la aplicacion de Azotobacter sp. junto con Rhizobium sp. (inoculacion mixta
GV18 + G56 (T6) y GV23 + G58 (T9)), promoviendo incremento en peso, biomasa seca,
aumentos de la concentracion de proteinas y carbohidratos, mayor peso de noédulos y
numero de nddulos; asi como la eficiente translocacion de asimilados hacia las estructuras

foliares presentes en el proceso del llenado posterior del fruto.

La coinoculacion de cepas nativas de Azotobacter sp. - Rhizobium sp. se constituye como
un estudio inicial que permite avisorar la implementacién de tecnologias limpias que
contribuyan con el mejoramiento de la calidad del frijol caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp)

en la microregion del Valle del Cesar.
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RECOMENDACIONES

Determinar molecularmente a nivel de especie de los microorganismos utilizados en el

presente estudio.
Realizar ensayos con las mejores coinoculaciones en condiciones de campo.

Evaluar las coinoculaciones en condiciones de estrés por sequia, el cual predomina en el

area de estudio.

Evaluar futuros prospectos de inoculantes en otras zonas del pais con el propésito de
evaluar el potencial de los coinéculos y su adaptacion en diferentes condiciones

edafoclimaticas.
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