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Resumen

La ganaderia del bajo trépico colombiano ha evolucionado, predominando sistemas de produccién
extensivos caracterizados por una baja eficiencia en el uso del suelo, la marcada estacionalidad de
la zona, sumada a un gran deterioro ambiental especialmente del suelo atribuido a Ia
deforestacioén, las quemas, la erosién y la pérdida de la biodiversidad, con fuertes implicaciones
sobre la produccién y calidad de los forrajes en la ganancia de peso de los animales. Este proyecto
se plantea con el objetivo de contribuir con el mejoramiento de la produccién de carne mediante
el incremento de la cantidad y calidad del forraje utilizando cepas nativas de rizobios, con miras a
recuperar la capacidad productiva de los suelos, lo cual presenta gran interés teniendo en cuenta
gue los sistemas ganaderos ocupan alrededor del 60% del area del Caribe colombiano. El objetivo
principal estd enfocado a hacer uso razonable de la biodiversidad microbioldgica disponible en los
suelos, mediante el aislamiento, multiplicacion e identificacion de microorganismos simbidticos
diazotroéficos nativos asociados a la leguminosa Clitoria ternatea; de ésta manera, ampliar la

coleccion de cepas eficientes para ser utilizadas como biofertilizantes en especies forrajeras.

El uso de microorganismos diazotréficos simbidticos minimizard el uso de fertilizantes
nitrogenados de sintesis, lo que brindard un manejo amigable con el medio ambiente y un valor
agregado a la produccién cdrnica de la regiéon creando condiciones favorables para ubicar éste

producto en los mercados externos.

Palabras clave: Aislamiento, Identificacion, Bacterias diazotrdficas, Fijacién de nitrégeno, Gen 16S

rRNA, Clitoria ternatea.
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1. INTRODUCCION

Colombia, es uno de los cinco paises mas ricos en biodiversidad del mundo. Con 0.8% de la
superficie mundial, alberga el 15% de todas las especies terrestres conocidas (Instituto Alexander
von Humboldt, 1998; Mittermeier 1998). El pais posee 18 regiones ecoldgicas, el nimero mas alto
en América Latina, y 65 tipos de ecosistemas (CIPAV, 2009).

La ganaderia bovina se constituye como uno de los principales usos del suelo en América Latina y
el Caribe (ALC). Segun la FAO (2008), la ganaderia es una de las actividades econémicas mas
importantes en Colombia, con una dindmica de crecimiento de la produccién de 1.3% anual, la
cual ha sido superior al promedio de crecimiento mundial (0,6%). El aporte a la produccién de
carne de la region Caribe es relevante, participando con el 40% del total nacional.

En muchas partes del pais, la ganaderia ejerce presidon sobre esta importante biodiversidad,
debido al impacto sobre bosques de trépico bajo, bosques andinos, paramos y humedales. En el
momento, la actividad ganadera ocupa 41.6 millones de hectareas, 66% de las cuales estan
degradadas, debido a que han sido manejadas bajo sistemas de produccidn extensivos 6 las areas
empleadas son inadecuadas para esta actividad (FINAGRO, 2009). Sin embargo, para la economia
colombiana el sector ganadero es muy importante, participando con el 3,8% del PIB nacional, el
30% del PIB agropecuario y el 64% del PIB pecuario. Ademas genera alrededor de 950.000
empleos directos, que representan la cuarta parte del total agropecuario y casi el 7% del total
nacional de empleos generados (PEGA 2004-2019).

La actividad ganadera colombiana se desarrolla en cinco regiones bien definidas: 1) Zona Norte o
Llanuras del Caribe, 2) Zona del Valle del Magdalena y Regién Andina, 3) Zona del Valle del Rio
Cauca, 4) Regién Sur y 5) Zona de los Llanos Orientales. Una de las regiones mas importantes y en
la cual se llevé a cabo el presente estudio, es la Zona Norte, con una participacién en el mercado
nacional de cerca del 38% (ganado de carne y leche). Esta region estd conformada por los
siguientes departamentos: Atlantico, Bolivar, Cesar, Cérdoba, La Guajira, Magdalena, Sucre y se
suele llegar a incluir la region norte del departamento de Antioquia. Es un territorio dedicado en
su gran mayoria a la ganaderia de carne y doble propésito (carne y leche) (Garrido, 2007).
Colombia tiene una superficie cercana a los 50 millones de hectareas. Con respecto a la Costa
Caribe, resulta importante resaltar que la extension de los siete departamentos que la componen

es cercana a los 13,2 millones de hectareas, de las cuales cerca de 10 millones estan ocupadas por
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llanuras, lo que equivale al 76% del territorio regional. El departamento costefio con mayor area
en pastos es Cérdoba, seguido de Cesar y Magdalena, que sumados representan de manera
aproximada el 67% de los pastos en los siete departamentos del Caribe colombiano (FEDEGAN,
2008).

Segun FEDEGAN, para el afno 2008 el inventario bovino en Colombia se estimé en 23.000.000
cabezas, ubicando a nuestro pais en el doceavo lugar a nivel mundial, lista encabezada por Brasil
con 192.000.000 cabezas. En cuanto al sacrificio de ganado vacuno, se observé un porcentaje de
crecimiento del 4,6% para el aifio 2006, con un numero aproximado de cuatro millones de cabezas,
ubicando a la nacidén en un treceavo lugar a nivel mundial. En el 2008, la ganaderia bovina costefia
estaba constituida por cerca de 8.389.417 de cabezas, que representaban el 31,4% del hato
ganadero del pais. De esta cifra, mas del 70% del hato regional (5.690.000 animales) se
concentraba en los departamentos de Cdrdoba, Cesar y Magdalena (FEDEGAN, 2008). Segun la
encuesta realizada por el CCI-MADR, 2007, citado por Aguilera (2008), el departamento del Cesar
posee 494.366 cabezas de ganado y la Guajira participa con 7.009 cabezas.

El departamento del Cesar posee el 6.8% del inventario bovino nacional. Se estima que tiene la
capacidad de sostener 1'209.000 cabezas de ganado destinados a la ceba en toda su extensidn. Sin
embargo, en los sistemas de produccidn pecuaria, generalmente, para establecer superficies de
pastoreo se procede a incrementos dramaticos en las tasas de deforestacién, tala y quema
indiscriminada de los bosques tropicales para convertirlos en areas de desarrollo agricola y
ganadero, causando un desequilibrio que se inicia con el deterioro de la vegetacidon, aumento
progresivo de las concentraciones de gases y de la temperatura atmosférica, erosién vy
compactacion del suelo, disminucidon de la fertilidad, fragmentaciéon de paisajes, pérdidas de
biodiversidad, de la fijacién bioldgica de nitrégeno, afectando severamente su capacidad
productiva y comprometiendo a mediano y largo plazo la viabilidad econdmica de los sistemas
ganaderos, problematica que esta llamando la atencién mundial cada vez mas (Mitré, 1995).
Sumado a lo anterior, se ha presentado un uso indiscriminado de fertilizantes de sintesis,
especialmente nitrogenados considerado el nitrégeno como nutriente mds limitante para el
crecimiento de las plantas en su ambiente natural como base para la nutricion vegetal (Franco &
Dobereiner, 1994) y constituyente esencial de moléculas fundamentales de todos los seres vivos:
aminoacidos, proteinas, dcidos nucleicos, vitaminas, entre otros, que en consecuencia, intervienen

decisivamente sobre las transformaciones organicas que se desarrollan en el suelo; y asi, junto al
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fésforo y el potasio constituyen el grupo mas importante de macronutrientes esenciales que
afectan el desarrollo de las plantas (Marin et al., 1999).

Es asi como, a nivel mundial, el consumo de fertilizantes nitrogenados ha aumentado siete veces
en los ultimos diez anos y, segun esto, se predice que los requerimientos de fertilizantes
nitrogenados aumentardn en el futuro, pero con la tecnologia actual de produccion de fertilizantes
y los métodos de aplicacion empleados que resultan poco eficientes, asi como el costo y la
contaminacion ambiental que producen, hacen que su utilizacidon cada vez sea mas limitada (Fox et
al, 2007).

Por otra parte, el nitrogeno atmosférico (N,) es la reserva mds abundante de nitrégeno accesible
en la bidsfera y aunque es practicamente ilimitada, ésta no es directamente utilizada por vegetales
y animales pues para que el N, pueda ser asimilado, es necesario que sea reducido al romper el
triple enlace que une los dos atomos de N, dando lugar a la formacién del amonio. Sin embargo,
los Unicos seres vivos capaces de realizar esta reaccidn estan presentes en los dominios Bacteria y
Archaea gracias al complejo nitrogenasa (Baca et al., 2000).

La fijacidn bioldgica de nitrégeno es un proceso mediante el cual la mayor parte de nitrégeno
atmosférico se ha incorporado a la materia viva, a lo largo de la evolucién del planeta. Este
proceso constituye la principal via de incorporacion de nitrogeno al ecosistema, que
constantemente es reciclado para la atmdsfera principalmente por la accion de organismos
descomponedores de materia orgdnica en el suelo. La transformacién del nitrégeno no es
exclusivamente bioldgica: las radiaciones ultravioleta representan un 10% del aporte global; la
industria de los fertilizantes aporta un 25%, por lo que la fijacion bioldgica de nitrégeno contribuye
con el 60% aproximadamente (Baca et a/, 2000).

De esta forma, la accidn de los microorganismos fijadores de nitrédgeno y denitrificadores garantiza
un reservorio inagotable de nitrégeno en la atmodsfera. La fijacion bioldgica de nitrégeno
contribuye a mantener un ecosistema en equilibrio, conllevando a la reduccién en la aplicacién de
dosis excesivas de compuestos nitrogenados de sintesis, como por ejemplo el nitrato que
contamina aguas y los vegetales que seran consumidos por el hombre. De esta forma, posibilita el
desarrollo de una agricultura menos agresiva con el medio ambiente (Peoples & Craswell, 1992).
Varios sistemas de fijacién biolégica de nitréogeno ya han sido descritos en organismos
procaridticos. Dentro de los organismos que fijan nitrégeno (6 diazotréficos) muchos son
heterdtrofos, es decir que necesitan un suplemento de carbono reducido y otros dependen

indirectamente de la energia luminica. En general, requieren de una simbiosis con un hospedero
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eucariotico o pueden ser de vida libre, compitiendo con otros microorganismos por la materia
organica disponible en el ambiente. Han sido descritas especies representantes de varios grupos
de procariotes que fijan nitrégeno, tales como: bacterias fotosintéticas (Rhodospirillum rubrum),
bacterias anaerdbicas (Clostridium spp.), microfilicas (Azospirillum spp., Herbaspirillum spp.,
Gluconacetobacter diazotrophicus, Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp.,
Klebsiella spp., entre otros), bacterias aerdbicas (Azotobacter spp., Derxia spp., Beijerinckia spp.) y
también algunas especies de cianobacterias (algas verde-azules) y actinomycetes (Frankia sp.)
(Sprent & Sprent, 1994).

Segun Evans & Burris (1992), se pueden caracterizar tres grupos de bacterias fijadoras de
nitrégeno: las bacterias diazotréficas de vida libre, asociativas y simbidticas.

Las bacterias diazotréficas asociativas tienen la capacidad de asociacidon con gramineas, dentro de
las cuales se encuentran especies forrajeras utilizadas como alimento por la ganaderia bovina
(Dobereiner, 1970; Dobereiner & Campélo, 1971; Doébereiner & Day, 1976; Becking, 1991a;;
Reinhold et al, 1987; Reis et al, 2004); de acuerdo a lo propuesto por Baldani et al. en 1997, éstas
se dividen en endéfitos facultativos (pueden colonizar tanto la rizésfera como el interior de las
raices) y obligados (colonizan el interior de las raices).

La capacidad de fijar nitrégeno simbidticamente se encuentra en varios grupos de
microorganismos y en algunos casos se observa la formacién de estructuras diferenciadas. En
relacién a los rizobios, durante su asociacion con las plantas leguminosas, se observan estructuras
gue se denominan nédulos. Estos microorganismos tienen la capacidad de invadir las raices de las
plantas leguminosas en zonas estacionales y en zonas tropicales, haciendo que ocurra la formacién
del nddulo. En el nédulo, la bacteria en su forma de bacteroide estd involucrada en la fijacién
biolégica de nitrégeno atmosférico de una forma combinada (amonio) que puede ser utilizado por
la planta huésped. Actualmente son conocidos cinco géneros de diazétrofos simbidticos de la
familia Rhizobiaceae: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium vy
Allorhizobium (Dreyfus et al., 1988; De Lajudie et al., 1994; Martinez-Romero & Caballero-Mellado,
1996; Jarvis et al., 1997; De Lajudie et al., 1998).

Como opcién tecnoldgica se avizora la utilizacion de microorganismos nativos fijadores de
nitrégeno con el propésito de reducir la fertilizacién nitrogenada de sintesis, con las ventajas de
reducir la contaminacién de los suelos y aguas freaticas, disminuyendo los costos de producciéon y

mejorar la competitividad de los sistemas ganaderos.



De otra parte, en los ultimos 10 afos ha aumentado el interés en la microbiologia y ecologia del
suelo, asi mismo, se ha permitido mejorar su entendimiento debido al uso de tecnologias
moleculares que facilitan explorar la expresion de los genes involucrados en los papeles que
desempefian los microorganismos en los ecosistemas (Brock, 2000). El uso del rRNA de las
subunidades pequenas de los ribosomas, en la ecologia microbiana ha sido aplicado
recientemente para determinar la gran diversidad de microorganismos en el suelo (Head et al.,
1998).

Por otra parte, los sistemas silvopastoriles también hacen parte sustancial de éstos procesos de
cambio (Rosales et al., 1998). Estos sistemas son definidos como sistemas de produccién pecuaria
en donde las plantas lefiosas perennes interactian con los componentes tradicionales (forrajeras
herbaceas y animales) bajo un sistema de manejo integral (Pezo, 1999).

La introduccién de arboles leguminosos en potreros permite mejorar la calidad del forraje de la
pastura asociada, conservando altos valores de proteina en épocas lluviosas, comparado con el
forraje del pasto en sistemas de monocultivo con total exposicién al sol. Ademas, puede
incrementar la cantidad total de forraje para los animales dependiendo de factores como el
manejo que se le haga a los arboles, la densidad arbérea y la cobertura de copa utilizada, las
especies forrajeras involucradas, la condicién del pasto y la regién analizada. De igual forma,
estabiliza la produccién forrajera, especialmente cuando se produce en sequia y de acuerdo a la
especie de arbol asociada, puede proveer forraje a través del follaje o frutos y permitir un mejor
manejo y un aumento de la eficiencia ganadera (Mahecha, 2002).

Las plantas leguminosas son importantes por cuatro razones: 1) estan presentes en una gran
variedad de ecosistemas, 2) aproximadamente 20000 especies pertenecen a esta familia, 3) son
plantas de alto contenido proteico (generalmente entre 18-24%) y 4) son capaces de ejercer la
interaccion de tipo simbidtica ya mencionada anteriormente, con rizobios. Aunque se conocen
algunas especies de leguminosas tropicales, el estatus taxondmico de la mayoria de sus bacterias
simbidticas permanece desconocida (Zurdo-Pifiero et al., 2004).

Las plantas leguminosas contienen niveles de proteina mas altos que las especies de baja calidad
basal disponibles durante la estacién seca, y persisten por mas tiempo debido a la profundidad de
las raices de los arboles. Estudios nutricionales han demostrado que el uso de leguminosas
forrajeras como suplemento de proteinas aumenta el valor nutricional de alimentos con baja

calidad de fibra (lbrahim et al., 2001).



Una de las especies potenciales es Clitoria ternatea, también conocida como campanita morada.
Es una leguminosa de dreas tropicales y subtropicales originaria de Asia, ampliamente utilizada
como forraje, adaptable a una amplia gama de condiciones climaticas, de crecimiento vigoroso,
altamente preferida por el ganado, con vastago fino y no tdxico, caracteristicas que la hacen ideal
para la fabricacion de forraje y heno (Gémez, 2003).

Clitoria ternatea es una planta bianual o perenne de vida corta semiarbustiva y trepadora (Garza,
1993), alcanza una altura de 60 a 70 cm (Barro, 1983). Posee tallos finos de 0.5 a 3 m de largo,
hojas pinadas de cinco a siete foliolos oblongolanceolados de 1.5 a 7 cm de largo y de 0.3 a 4 cm
de ancho, ligeramente pubescentes. Las vainas son alargadas y planas de 6 a 12 cm de largo y de
0.7 a 1.2 cm de ancho, con mas de diez semillas y raices fuertes profundas (Cérdoba et al., 1987).
En paises como Australia, Kenia, Filipinas y México entre otros. Esta leguminosa se utiliza el
pastoreo de praderas solas o asociadas con gramineas tropicales o bien, en lotes compactos para
produccién de semilla y forraje de corte, produccidn de heno y ensilado con otras gramineas (Sosa
et al., 1996), asi como en la elaboracidn de concentrados proteicos para monogastricos (Houérou,
1991). Contribuye al mejoramiento y proteccion de los suelos, cultivo de cobertura en
plantaciones, conservacion de los suelos en laderas y zonas de pendiente, usos medicinales y
ornamentales (AGROSOFT, 2000).

C. Ternatea, crece bien asociada con gramineas perennes tales como guinea (Panicum maximum),
Jaragua (Hyparhenia rufa) y Elefante (Penisetum purpureum). En siembras con tutores como el
Sorgo (Sorghum sp.) y especialmente con Crotalaria junca forma una excelente cobertura,
obteniéndose un forraje de alto valor nutritivo en la mezcla (AGROSOFT, 2000). En Kenia vy
Australia asociados con rhodes (Chloris gayana) y en Barbados en praderas asociadas de
Botriochloa pertusa, elefante, guinea, rhodes, bermuda (Cynodon dactylon), Brachiaria spp. y
leucaena (Leucaena leucocephala) ha mostrado excelentes resultados (Houérou, 1991).

Desde el punto de vista productivo, el consumo voluntario de forraje (CVF) es el factor mas
importante en las explotaciones ganaderas, ya que de él dependen los indices productivos de los
animales. El CVF de Clitoria ternatea no ha sido documentado en libre pastoreo, ya sea sola o
asociada con gramineas y existen pocas evidencias con bovinos y pequefios rumiantes en pruebas
metabdlicas convencionales. De la misma forma ésta importante leguminosa, no ha sido
ampliamente estudiada en su simbiosis con microorganismos del suelo.

En éste sentido, la utilizacién de la fertilizacidn bioldgica o de los biofertilizantes implica el manejo

de microorganismos y organismos vivos para suplir en parte o totalmente la fertilizacion de
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sintesis nitrogenada (Mayca, 1992). En los Ultimos afios existe un interés creciente por los
microorganismos benéficos del suelo, particularmente sobre las bacterias rizosféricas promotoras
de crecimiento vegetal (PGPRs) del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacterias, que pueden
utilizarse como agentes protectores frente a diversos patégenos (Alabouvette y Lamanceau, 1993;
Cook, 1993), fertilizadores del suelo gracias a su capacidad para movilizar nutrientes (Zhoinska et
al., 1992), productores de fitohormonas que modifican la fisiologia de las plantas, permitiendo
optimizar los procesos de floracidn, germinacion y establecimiento de la plantula (Schippers et al.,
1995; Gutiérrez et al., 1996; Probanza et al., 1996).

Teniendo en cuenta que en los departamentos del Cesar y la Guajira no existen estudios de
evaluacién de poblaciones de microorganismos fijadores simbidticos de nitrégeno asociados a la
leguminosa Clitoria ternatea ni a su dinamica. Esto reviste especial importancia teniendo en
cuenta que la poblacién microbiana estd condicionada a la vegetacion nativa y es posible que las
diferentes especies de leguminosas puedan presentar un efecto selectivo sobre las mismas, lo que
podria resultar en diferentes respuestas en cuanto a la contribucién de la fijacién bioldgica de
nitrégeno obtenida por cada uno de estos microorganismos (Reis et al, 2004).

Por lo anterior se aislaron e identificaron bacterias diazotréficas simbidticas nativas evaluando su
interaccion con la leguminosa Clitoria ternatea, con miras a producir biofertilizantes que suplan
parcialmente la necesidad de nitrégeno, aplicando una practica amigable con el medio ambiente
al reducirse los niveles de nitratos en suelos y aguas, como una alternativa agricola sostenible con
mejores perfiles para el manejo del medio ambiente, el estudio de bacterias que nodulan
leguminosas para la -FBN- mecanismo que posibilita una reduccidn de fertilizantes de sintesis
nitrogenados hasta un 100%(Baldani, 2009).

Estos resultados podrian contribuir con el mejoramiento de la produccién de forrajes en términos
de cantidad y calidad, creando condiciones mas favorables de competitividad y sostenibilidad de

los sistemas ganaderos de los departamentos del Cesar y la Guajira.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Seleccionar bacterias diazotréficas simbidticas nativas eficientes, asociadas a la leguminosa

Clitoria ternatea en la Costa Caribe Colombiana.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar fenotipica y genotipicamente bacterias diazotréficas asociadas a Clitoria

ternatea.

Evaluar la capacidad de nodulacién de las cepas de bacterias diazotrdficas nativas aisladas.

Evaluar la produccion de ARA y AlA en las cepas seleccionadas.

Evaluar la eficiencia de las cepas aisladas sobre indicadores de productividad agronémica

para C. ternatea a nivel de invernadero.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizacion fenotipica y genotipica de bacterias diazotréficas
asociadas a la leguminosa Clitoria ternatea.
3.1.1 Toma de muestras de nddulos y suelo rizosférico en los

departamentos de la Guajira y César:

Area de estudio: Las caracteristicas de las zonas de estudio se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del suelo en las zonas de estudio
CARACTERISTICAS DEL SUELO

% Ca Mg K Na P
ZONA DE ESTUDIO

pH textura | Materia
m-eq/g suelo

Organica
Finca la Esperanza (Guajira) 6,5 F-Ar 0,2 1,6 0,9 1,11 | 0,15 27
Finca dofia Rosa (Cesar) 6,8 F-Ar-A 0,4 1,8 0,8 1,14 | 0,17 170

Los suelos son de pH cerca a la neutralidad con porcentajes de materia organica muy bajos
pudiendo ser clasificados como de mediana a baja fertilidad.

Se tomaron muestras de suelo rizosférico de la leguminosa Clitoria ternatea en diferentes
puntos de areas homogéneas dedicadas a la actividad ganadera. EIl muestreo se llevé a cabo
en forma de “X” a 20 cm de profundidad, obteniendo 3 submuestras de 200 g cada una, las
cuales fueron homogenizadas para formar una muestra Unica por localidad (Cesar y Guajira). Asi
mismo, en cada punto donde se realizdé el muestreo se obtuvieron nddulos de la
leguminosa.

Las muestras de suelo fueron transportadas en bolsas plasticas estériles y los nédulos en tubos
de ensayo con silica gel, para evitar la desecacién de los mismos. Este material fue procesado en
el laboratorio de Microbiologia de Suelos de CORPOICA - CBB (C.I. Tibaitata) (Figura 1).

Las caracteristicas de los suelos muestreados para los aislamientos de cepas de Rizobios se

presentan en la Tabla 2.



Tabla 2. Caracteristicas de las muestras tomadas en los departamentos de Cesar y Guajira

LATITUD | LONGITUD | ALTURA | PRESION | OBSERVACIONES B
MUNICIPIO FINCA PUNTO FOTOGRAFIA
(°N) (w) (m) (mmHg)
Cultivo de
Clitoria ternatea.
DONA Edad del cultivo:
LA PAZ CESARO01 | 10,41311 | 73,1667 170 745
ROSA 8 meses. No
presento
nodulacién.
Cultivo de
Clitoria ternatea.
DONA Edad del cultivo:
LA PAZ CESAR002 | 10,4136 73,16683 142 745
ROSA 8 meses.
Presentd
nodulacién.
Cultivo de
Leucaena sp.
DONA Edad del cultivo:
LA PAZ CESAR006 | 10,41597 | 73,16782 174 145
ROSA 26 meses. No
presentd
nodulacién
Finca con arreglo
silvopastoril:
Leucaena sp.,
Panicum
) LA
DISTRACCION GUAJoO01 10,89027 | 72,88156 211 741 maximum y
ESPERANZA

Clitoria ternatea.
Muestra de
Clitoria ternatea.
Edad del cultivo:

12 meses.




Presentd

nodulacién.

Finca con arreglo
silvopastoril:

Leucanea sp.,

Panicum
maximum y
LA
DISTRACCION GUAJ003 10,88336 | 72,86355 207 741 Clitoria ternatea.
ESPERANZA
Muestra de
Clitoria ternatea.
Edad del cultivo:
12 meses.
Presentd
nodulacién.
Finca con arreglo
silvopastoril:
Leucanea sp.,
Panicum
maximum y
| LA
DISTRACCION GUAJ002 10,89027 | 72,88156 215 741 Clitoria ternatea.
ESPERANZA
Muestra de
Leucaena sp.
Edad del cultivo:
24 meses. No
presentd
nodulacién.
Finca con arreglo
silvopastoril:
Leucanea sp.,
Panicum
maximum y
| LA Clitoria ternatea.
DISTRACCION GUAJ004 10,8836 72,87784 210 741
ESPERANZA Muestra de
Leucaena sp.

Edad del cultivo:
24 meses. No
presentd

nodulacién.
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Figura 1. Muestra de Nédulos de Clitoria ternatea del departamento del Cesar. Cortés, 2009.

3.2 Recuento de rizobios totales en suelo y efecto de éstas bacterias

sobre la nodulacion y el desarrollo de Vigna unguiculata L. Walp

La muestras de suelo obtenidas por cada uno de los departamentos fueron homogenizadas
y divididas en tres partes iguales o submuestras denominadas S1, S2, S3 (Figura 2A), con el fin de
obtener un rango mas alto de de variabilidad en el andlisis estadistico (Baldani, 2009).

Se pesaron 10 g del suelo y se adicionaron en 90 ml de solucion salina estéril (0.85% de NaCl),

ésta solucion fue sometida a agitacién durante diez minutos. Posteriormente se realizaron

2 5
diluciones seriadas de 100 a 10" (Figura 2B) (UFLA, 2008).

Figura 2 A. Submuestras de suelo S1, S2 y S3y 2B. Submuestras de suelo S1, S2 y S3. Obsérvese las

Material para realizar el procesamiento. Cortés, 2009. diluciones seriadas de 10-2 a 10-5 Cortés, 2009.

3.2.1 Establecimiento en invernadero:

El experimento se establecié en un invernadero del Centro de Investigaciones Corpoica -
=

Tibaitat, ubicado en el Km. 14 via Mosquera (Cundinamarca - Colombia). Esta evaluacion Se



realizd con el fin de evaluar la viabilidad de células de rizobios en muestras de suelo y efectuar

un recuento de dicha poblacion.

Figura 3. Invernadero, CORPOICA-CBB. Cortés, 2009.

Se establecid un Disefio Completamente al Azar -DCA- con arreglo factorial 7x4x3,
correspondientes a dos submuestras de suelo, tres cepas de referencia y a los dos controles, con

diluciones seriadas desde -2 hasta -5

, siguiendo la técnica de recuento de bacterias heterétrofas
totales en suelo o técnica del nimero mas probable (NMP) segln la tabla de Mc CRADY para 3

réplicas (Bergey's, 1994).

Tabla 3. Tratamientos utilizados en el disefio experimental

TRATAMIENTOS DILUCION O NOMBRE
T1 Control absoluto (TA) A B C D
T2 Control quimico (TQ) A B C D

T3 Cepa Referencia (1) cr1 | 102 | 10-* & 10-* | 10-
T4 Cepa Referencia (2) cr2 | 102 | 10-* & 10-* | 10-
T5 Cepa Referencia (3) cr3 | 102 | 10-* & 10-* | 10-

T6 Suelo Cesar S1 102 | 10 | 10" | 10°
T7 Suelo Guajira S2 10 | 10 | 10" | 10-°

Estas pruebas se realizaron en materas de icopor de 24 oz. El sustrato utilizado fue vermiculita y
arena en relacion 2:1 (V/V), que fue previamente esterilizado durante tres ciclos a 120 libras por
30 minutos. La Figura No. 4 muestra la distribucion espacial de los tratamientos en el

invernadero.



Se sembraron 3 semillas de frijol Caupi (Vigna unguiculata L. Walp), las cuales fueron inoculadas
con 1 mL de cada una de las diluciones. Una vez germinadas las semillas se realizd un raleo
selectivo, dejando solo una planta por matera.

La seleccién de V. unguiculata L. Walp estuvo dada, teniendo en cuenta su alta promiscuidad, la
cual le permite establecer una relacién de tipo simbidtico con una gran cantidad de rizobios. Se
ha comprobado una alta variabilidad de las cepas aisladas de plantas de caupi de un mismo
cultivo, confirmando ésta propiedad en dicha especie, pues se observa que un mismo individuo

puede tener cepas diferentes en nddulos distintos. Gonzales (1997).

AACTERMS DL WD
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Figura 4. Aislamiento de bacterias del género Rhizobium a partir de suelo rizosférico de Clitoria ternatea. Cortés,
20089.

Para el mantenimiento de las plantas, se aplicaron cada dos dias, 2 ml de la solucién nutritiva
Hogland (1985), cuya composicion en (g/L) es Calcio 294.1, Fosforo 136.1, Hierro 4.47, Magnesio
6.70, Potasio 123.3, Manganeso 87.0, Solucién de Micronutrientes 1.077.
Las variables de respuesta fueron evaluadas a los 45 dias después de la siembra, las
cudles incluyeron longitud de parte area, longitud de la raiz, peso fresco de la parte aérea, peso
fresco de la raiz, peso seco de la parte aérea, peso seco de la raiz, nimero de nédulos y
coloracién rosa (que indica presencia de hemoglobina en nddulos).
En cuanto a la presencia o ausencia de ndédulos en las plantas inoculadas, cada planta se tomd
como positiva cuando presentd mas de cinco nédulos y negativa cuando no presenté formacién
de los mismos en la raiz de la planta huésped (EMBRAPA, 1994).
La informacién fue sometida a un andlisis de varianza mediante el software SSPS 17.0. y se
realizd un prueba de comparacién de medias teniendo en cuenta la significancia de los

resultados (p<0,005).
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3.3 Aislamiento de cepas de rizobios a partir de nédulos de C. ternatea:

Se obtuvieron 24 nédulos de coloracidn rosada, correspondientes a 8 plantas muestreadas. Estos
fueron rehidratados en solucién salina estéril (NaCl 0,85%) durante una hora. Posteriormente
fueron sumergidos en etanol (95%) durante un minuto y transferidos a una solucién de hipoclorito
de sodio (70%) con el fin de desinfectarlos. Se realizaron cinco enjuagues sucesivos con agua
destilada estéril para retirar los residuos de las soluciones desinfectantes. Cada ndédulo se

dispuso en un crisol estéril y con la ayuda de una varilla de vidrio fueron macerados con el fin de

estimular la liberacion de los bacteroides. (Figuras 5A-5B).

Figura 5 A. Proceso de desinfeccién y lavado de los 5 B. Maceraciéon de nddulos de Clitoria ternatea.

nddulos. Cortés, 2009. Cortés, 2009.

La muestra obtenida se sembrd en placas con medio de cultivo LMA (Extracto de levadura, 0.4
g; Manitol, 10.0 g; KH2P0O4, 0.5 g; MgS04.7H20, 0.2 g; NaCl, 0.1 g; agar, 15 g; agua destilada,
1 litro; pH 7.0-7.2) propuesto por Vincent 1970, con el colorante Rojo Congo y se incubaron a

30°+ 2°C por un periodo de 8 dias.

3.3.1 Purificacion de cepas de rizobios a partir de nddulos de C. ternatea:

Se realizaron siembras por agotamiento de las colonias obtenidas en nuevas placas con medio

LMA para la purificacién de las colonias (Figuras 6A — 6B).
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en medio de

Figura 6 A. Siembra por agotamiento,

cultivo LMA (Vincent, 1970) con Rojo Congo,

aislado a partir de muestras de nddulos. Cepa

RCGB10 de la Guajira. Cortés, 2009.

3.4 Caracterizacion Fenotipica

3.4.1 Caracterizacion macroscopica:

6 B. Siembra por agotamiento, en medio de cultivo
LMA (Vincent, 1970) con Rojo Congo, aislado a partir
de muestras de ndédulos. Cepa CC6 del César. Cortés,

2009.

Esta caracterizacion se llevd a cabo con el fin de evaluar las caracteristicas morfoldgicas y

el crecimiento de las colonias en medio del cultivo sélido y se tuvieron en cuenta las

siguientes variables definidas para su agrupamiento o seleccién inicial de los diferentes géneros

de rhizobium (Martins et al., 1997). (Figura 7).
Formacién de Halo

Tiempo de Crecimiento

Color de las Colonias

Transparencia

Elevacion

Formacién de las colonias

Formacién de moco

Elasticidad del moco
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Forma: circular 6 irregular

Color de la colonia y centro

Elevacion:
P — P o T
Plana Lente Convexa
Borde:
l\\\ M F\”\ % [\
Ondulada Lobada Dentada Filamentosa Entera
Superficie:
N P JasAlIRN
Lisa Arrugada Papilada

Detalle Optico: Transparente, Translicida, Opaca ¢ Brillante

Figura 7. Parametros analizados en la caracterizacién morfoldgica de las colonias, segin Yano (1993. Ctado por

Garrido, 2007).

3.4.2 Caracterizacion Microscopica

Se realizaron observaciones microscépicas de las colonias mediante la tincién diferencial de
Gram y se determind la morfologia bacteriana, caracteristicas de los géneros de Rhizobium,

bacilos Gram negativos y se corrobord la pureza de las cepas tentativas (Valero, 2002).

3.5 Pruebas de Nodulacion mediante metodologia de Vasos de Leonard

3.5.1 Preparacion del indculo

En 5 mL del medio LM liquido se realizd una suspensién celular de los aislados obtenidos a
partir de las muestras de ndédulos de los departamentos del Cesar y La Guajira con el fin de
activarlas (Figura 8A). Se incubaron a 120 rpm, 30°C y se revisaron peridodicamente para
controlar el crecimiento de éstas cepas tentativas.

A cada indéculo se le realizd el recuento por la técnica de microgota para conocer la

concentracion celular viable a la que se encontraba cada uno (Figura 8B).



Figura 8 A. Reactivacion de la Cepa RCClobtenida a 8 B. Recuento por técnica de Migrogota de los
partir de nddulos de Clitoria ternatea en medio aislados en Medio YMA Sélido con Rojo Congo.

liquido YMA. Diluciones seriadas en Solucidn Salina.

3.5.2 Establecimiento en invernadero

El experimento se establecié en un invernadero del Centro de Investigaciones Corpoica Tibaitatd,
ubicado en el Km. 14 via Mosquera (Cundinamarca - Colombia). Esta evaluacién se realizé con el
fin de determinar la capacidad de nodulacién de los aislados obtenidos sobre la especie
leguminosa en estudio Clitoria ternatea y de esta forma evaluar la simbiosis planta-
microorganismo.

Se estableci6 un Disefio Experimental Completamente al Azar con 14 tratamientos,
correspondientes al niUmero de aislados obtenidos y 3 repeticiones.

Se emplearon semillas provenientes de la Unidad de Semillas de la Estacion Experimental
Motilonia (Agustin Codazzi, Cesar). Se colocaron por dos minutos en alcohol puro,
posteriormente se colocaron en hipoclorito de sodio al 2% por dos minutos y se hicieron lavados
consecutivos con agua destilada estéril.

Para determinar el porcentaje de germinacidn, se colocaron 100 semillas de la especie vegetal de
interés Clitoria ternatea, por triplicado en una servilleta humedecida con 10 ml de agua
destilada estéril en un plato de icopor y se dispusieron en la incubadora a 28°C. Se realizaron

revisiones periddicas cada dia, para determinar el dia de germinacién (Figura 9).
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Figura 9. Semillas de Clitoria ternatea pregerminadas.

Estas pruebas se realizaron en materas de icopor de 24 oz. El sustrato utilizado fue vermiculita
y arena en relacién 2:1 (V/V), que fue previamente esterilizado durante tres ciclos a 120 libras
por 30 minutos.

Se sembraron 3 semillas de Clitoria ternatea, las cuales fueron inoculadas con 1 ml de las
cepas reactivadas en los viales. Una vez germinadas las semillas se realizd un raleo selectivo,

dejando solo una planta (Figuras 10A - 10B).

Figura 10 A. Trasplante de la semilla germinada de Clitoria 10 B. Inoculacidén de cada una de las semillas con las

ternatea a los vasos con sustrato. cepas reactivadas en los viales de 4,5 ml de YMA.

Para el mantenimiento de las plantas, se aplicé cada dos dias 2 ml de la solucién nutritiva
Hogland (1985), cuya composicién en (g/L) es; Calcio 294.1, Fosforo 136.1, Hierro 4.47,
Magnesio 6.70, Potasio 123.3, Manganeso 87.0, Soluciéon de Micronutrientes 1.077.

Los tratamientos implementados en el invernadero fueron los siguientes:

TO: Testigo absoluto: Sin fertilizacién quimica y sin inoculacion

T5: Testigo quimico: Sin inoculacidn, con fertilizacién quimica de N con solucién de Hogland

T1: Semilla + Aislado 1
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T2: Semilla + Aislado 2 —



T3: Semilla + Aislado 3

Tn: Semilla + Aislado n

Las variables de respuesta fueron evaluadas a los 60 dias después de la siembra, las
cuales incluyeron longitud de la parte drea, longitud de la raiz, peso fresco de la parte area,
peso fresco de la raiz, peso seco de la parte aérea, peso seco de la raiz, nUmero de nddulos,
coloracion rosa (que indica la presencia de hemoglobina en nddulos).

La informacién fue sometida a un analisis de varianza mediante el sofware SSPS 17.0. y se
realizé un prueba de comparacion de medias teniendo en cuenta la significancia de los resultados

(p<0,05).

3.6 Prueba de Reduccion de Acetileno (ARA)

3.6.1 Preparacion del acetileno

El acetileno fue generado a partir de carburo calcico, afiadiéndole agua destilada en un

recipiente disefiado al efecto del que se pueden tomar alicuotas del gas con una jeringuilla.
3.6.2 Determinacion de la actividad Nitrogenasa

Los cultivos bacterianos obtenidos se inocularon en frascos con capacidad de 10 mL con 3 mL de
medio semisdlido y se incubaron con tapdn de algoddn durante 24 horas a 32 oC. Posteriormente,
se reemplazé el tapdn por uno de caucho y se sell6 herméticamente. Se sustituyd el 10% de la
atmosfera del frasco de cultivo con acetileno y se incubd durante una hora a 32 2C (Eckert et al.,
2001; Valero, 2002).

La concentracién de etileno se midid inyectando 1 mL de la atmédsfera del frasco de cultivo en un
cromatdgrafo de gases Perkin Elmer con detector de ionizacién de llama y una columna Poropak
N 200/300 mesh de 6 pies y 3 mm de diametro. El nitrégeno se utilizé como gas de arrastre en un
flujo de 4,2 mL/min. con un tiempo de retencién aproximado del etileno de 59 seg y para el
acetileno de 1,20 min. La actividad de reduccién de acetileno para cada aislamiento, se calculd
segln la altura del pico de etileno en el cromatograma extrapolando en la ecuacion Logl0Y =
1,351x + 0,736 (R 2 = 0,964), obtenida de la regresion lineal de la curva de calibracién construida
a partir de diluciones seriadas de etileno en concentraciones de 1, 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000,

en las mismas condiciones del cromatdgrafo (Corpoica, 2009).
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Figura 11 A. Proceso de combustidn generado 11 B. Inyeccidn del gas a los teteros con

a partir de carburo célcico. Cortés, 2009. las muestras radiculares. Cortés, 2009.

3.7 Sintesis de Compuestos Inddlicos - Deteccion de Acido -3 -Indol

Acetico (AIA)

Con el objeto de evidenciar si la promocién de crecimiento vegetal habia sido mediada por otros
factores diferentes a la nodulacién, se realizé la prueba de indoles totales, para la cual se
selecciond la planta que obtuvo mejor comportamiento fenotipico en invernadero.

Se tomaron los cultivos bacterianos y se realizaron suspensiones celulares ajustadas al tubo N.2 5
del patrén de turbidez de Mc Farland. Asi mismo, se cuantificé su concentracién por recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC/mL) sobre agar semisdlido. El recuento se realizd a las 72
horas y se ajustd la concentracién celular con solucidn salina (0,85% NaCl) hasta obtener 1x10’.
UFC/mL. Se inocul6 al 2%, 30 mL de caldo Dygs y se incubd durante 48 horas a 32 2Cy 120 rpm.
La biomasa obtenida se centrifugé a 8.000 rpm durante 10 min. Se descarto el sobrenadante y las
células se suspendieron en 30 mL de buffer fosfato estéril 0,06 M. De esta suspensién celular se
tomaron 100mL y se inocularon 50 mL de caldo BT modificado, sin solucién de vitaminas y con
una concentracidn de 20g/L de triptona como precursor del acido indolacético y 0,2 g/L de NHACI
como fuente de nitrégeno. Se incubaron en oscuridad y agitacién de 120 rpm y 32 oC durante 48
horas (Celis y Gallardo, 2007; Radwan et al., 2004a).

Posteriormente, se centrifugaron 10 mL del caldo microbiano a 8.000 rpm durante 10 min, se
tomaron 2 mL del sobrenadante y se adicionaron 8 mL de reactivo de Salkowsky hasta obtener la

coloracion rosada (Confirmativa de presencia de compuestos inddlicos). Se realizé la lectura de la

w
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absorbancia de las muestras a 535 nm en espectrofotdmetro Spectronic 601 Milton Roy. La
concentracion de acido indolacético (AlA) se calculd mediante la concentracion de compuestos
inddlicos, utilizando la ecuacion Y= 0,0033X - 0,0311 (R 2 = 0,9855) donde, Y = Absorbancia de la
muestra a 535 nm y X = uM de AIA. Esta ecuacién se obtuvo realizando regresion lineal a la curva
de calibracion construida a partir de diferentes concentraciones de acido indolacético, AlA (25,
50, 100,150, 200, 250 y 300 uM) con la adicion del reactivo de Salkowsky y leidas a 535 nm en el
mismo espectrofotémetro (Kuss, 2006). Para calcular la concentracion de AIA producido por mg
de células, se determind el peso seco de las células separadas de los 10 mL de muestra (Radwan

et al., 2004b).

3.8 Caracterizacion de los aislamientos de bacterias diazotréficas por

medio del analisis de la secuencia 16S rDNA

Las bacterias que presentaron mayor capacidad de reducciéon de acetileno o que presentaron
una mayor influencia en el desarrollo y crecimiento de las plantas de Clitoria ternatea, se cultivaron
en 5 ml de caldo LM durante 14 horas en agitacién a 150 rpm a 302 C. De esta suspensidn se
tomaron 25ulL en un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

El ADN bacteriano fue extraido mediante el uso de DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Alemania)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La amplificacion por PCR del 16S rDNA se realizd a un volumen final de 25 uL de reaccion,
conformada por un buffer (1x); 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 0,25 U Tag DNA polimerasa
(Invitrogen, EE.UU.) y aproximadamente 50 ng de la extraccién de ADN molde. El fragmento 16S
rRNA fue amplificado con el cebador 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ') y el cebador inverso
1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3').

El ADN se amplificd con un termociclador iCycler (BioRad, EE.UU.) con el siguiente programa: 4
minutos de denaturacidn a 95° C, 35 ciclos de 30 segundos de denaturacién a 95° C, 30 segundos
de anillaje a 57° C, 2 minutos de elongacién a 72 ° Cy 10 minutos de la etapa de extensién a 72° C.
Cada mezcla de amplificaciéon (2uL) fue analizada mediante electroforesis en un gel de agarosa
(1,5% w/v) , con buffer TAE (0,04 M Tris acetato, 0,001 M EDTA) que contenia 1 mg /1 ml (w/v)
con bromuro de etidio.

El ADN amplificado fue purificado utilizando el Purelink ™ rapida Gel Extraction Kit (Invitrogen,
EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La secuenciacion automatizada de los

productos de PCR purificado se realizé utilizando el Big Dye Terminator ciclo de secuenciacion kit y
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el ABI secuenciador de ADN 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA) el cual es utilizado para
llevar acabo la secuenciacién automatica de fragmentos de DNA marcados con fluorocromos. Las
secuencias obtenidas, fueron comparadas con las secuencias que han sido introducidas en Ia
base dedatos National Center of Biotechnology Information

(NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para realizar un analisis “Basical Local Aligment Search

|”

Tool” para nucleétidos (BLASTn).

Las secuencias fueron analizadas para busqueda de quimeras, empleando el software Pintail.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Recuento de rizobios en suelo — Nimero mas Probable (NMP)

El recuento de rizobios en suelo se realizé empleando la leguminosa Vigna unguiculata, la cual ha
sido ampliamente reportada por su capacidad para establecer una relacion simbidtica con una
extensa variedad de bacterias diazotréficas simbidticas, ain mas, es considerada como una de las
plantas mds promiscuas y por lo tanto mas adecuada para hacer recuentos de poblaciones de
rizobios en suelo (Lewin et al 1987). En Colombia, esta planta se encuentra asociada a climas
calidos. Perret (2000) afirma que la mayor parte de las leguminosas con alta promiscuidad se
encuentran presentes en regiones calidas y tropicales del mundo. No obstante, como se establecid
previamente, no es la Unica leguminosa con amplia capacidad para establecer simbiosis con una
amplia diversidad de rizobios. Somasegaran y Hoben (1985) reportaron que la planta
Macrophtilium artropurpureans también puede ser empleada para el recuento de rizobios en
suelo debido a su gran promiscuidad.

La estimacion del nimero de rizobios se basé en la técnica del Niumero mas Probable, técnica la
cual permite dar una estimacién del tamafio de la poblacién empleando una aproximacion
probabilistica (Bergey's. 1994). Los resultados obtenidos evidenciaron que la presencia de rizobios
resultd ser ubicua de ambos suelos puesto que se obtuvieron recuentos por encima de 1X10°
UFC/mL. Sin desconocer que la amplia riqueza de rizobios presentes en estos suelos puede no
estar asociada a la leguminosa de estudio Clitoria ternatea. Los recuentos se presentan como el
logaritmo en base 10 del recuento de manera que se obtuvieron valores de 4.81 + 0,68 y 4.31 +

0,88 UFC/g, en Cesar y Guajira, respectivamente. Esta informacidn contrasta con la reportada por



Souza et al (2006) quienes evidenciaron en suelos de Brasil recuentos de tan solo 23 y 38
rizobios/g de suelo, empleando Caupi como planta trampa también. No obstante, Mendoza et al
(2010), reportd resultados similares (3,26 x 10* bacterias/ g de suelo) trabajando con suelos de las
mismas caracteristicas.

Los recuentos de rizobios obtenidos en los dos suelos fueron estadisticamente diferentes (p<0.05),
lo cual se puede atribuir a la variacién en factores como el pH del suelo, el contenido de materia
organica, la temperatura, la humedad, entre otras. En particular, el pH fue diferente en los dos
tipos de suelos. Este factor abidtico ha mostrado ser influyente sobre la diversidad vy la riqueza de
las poblaciones microbianas en Barnet and Catt (1991). Estudios han demostrado que phs lejanos
a la neutralidad provocan una reduccion drastica en la riqueza microbiana asociada a los
ecosistemas. Adicionalmente, en los suelos analizados la disponibilidad de agua suele ser bastante
restricta y la concentracién de sodio bastante alta lo que limita mas aun el desarrollo de las
poblaciones (Kloepper, 1980) y el crecimiento de las plantas bajo estas condiciones (Andrade et
al., 2006). Estos efectos son mas acentuados cuando la disponibilidad de nutrientes como Cay P es

baja, provocando condiciones quimicas estresantes (Kahindi et al., 1997).

4.2 Efecto de la solucion de suelo rizosférico sobre el crecimiento del
frijol Caupi

Con el objetivo de evaluar la efectividad de los rizobios presentes en el suelo y su capacidad para
establecer una relacién de tipo simbidtico efectiva con las plantas de Vigna unguiculata, se decidié
explorar el efecto de la inoculacién con la solucion de suelo (suelo de la Guajira y del Cesar) sobre
el crecimiento del frijol comparandolo contra un testigo quimico el cual fue adecuadamente
fertilizado y un testigo absoluto constituido por la solucién del suelo esterilizada. Los resultados
evidenciaron que existieron diferencias entre los tratamientos suelo Cesar - SC, suelo Guajira - SG,
testigo absoluto - TA, testigo quimico — TQ, UFLA 1 y UFLA 2 (cepas de referencia), las variables
gue se midieron fueron longitud raiz, peso fresco parte aérea, peso fresco raiz y peso seco parte
aérea. Las cepas de referencia fueron provistas por la Universidad Federal de Lavras — UFLA y se
emplearon como control para la inoculacién con rizobios efectivos.

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) con el objetivo de evaluar si
habian diferencias entre los tratamiento evaluados y se realizd un andlisis de HSD Tukey para

separar entre subgrupos homogéneos.
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Grafica 1. Efecto de las soluciones de suelo sobre la longitud de la parte aérea de Vigna unguiculata después de 60 dias
del trasplante. Cada valor representa el promedio de n=3 réplicas. Las barras representan + la desviacion estandar. Las

letras representan los subgrupos homogéneos arrojados por test HSD de Tukey con 95% de confianza.

Con respecto a la longitud de la parte aérea de la planta, se observd que todos los tratamientos
presentaron un mayor valor que el testigo absoluto y no se hallaron diferencias entre las cepas de
referencia, el suelo 2 y el testigo quimico (Grafica 1A). En contraste, la longitud de la parte aérea
tratada con el suelo 1 fue menor que las cepas de referencia y el testigo quimico. En el caso de la
longitud de raiz, se observd un patrén diferente, evidenciando el mejor desarrollo vegetal bajo
inoculacidn con las cepas de referencia y el control quimico comparado con la inoculacién de las
soluciones de suelo y el testigo absoluto. Los resultados de peso seco corroboraron los datos ya
presentados donde la inoculacién con solucién de suelo exhibié un crecimiento aproximadamente
tres y dos veces menor con respecto al testigo quimico y mostré ademas en la mayor parte de los
casos, ser menor en tamafio que las cepas de referencia. Finalmente, encontramos que la
inoculacidn siempre mostré diferencias con el testigo absoluto (Grafica 1A-1D).

Lo anterior permitié concluir, el hecho que la inoculacidn con las cepas de referencia presenté un

desarrollo similar al testigo quimico y superior al resto de los tratamientos, existe una estrecha



especificidad entre rizobios y hospedero, teniendo en cuenta que los suelos a partir de los cuales
se hicieron los recuentos empleando como planta trampa el frijol caupi, no habian sido expuestos
a este cultivo. A pesar que se observaron altos indices de nodulacién, los resultados obtenidos
mostraron que la efectividad de la simbiosis no fue representativa, sin embargo tampoco fue nula
pues siempre existieron diferencias significativas con respecto al control no inoculado. Algunos
estudios han mostrado que existe una asociacion evolutiva entre los exudados radiculares de
ciertas plantas por ciertos microorganismos, esto define la efectividad también. Badri y Vivanco
(2009) al revisar la funcion de los exudados de las raices sobre la formacion de comunidades
microbianas en el suelo, sugieren que algunos productos quimicos secretados por la raiz median la
interaccion entre las raices de las plantas y la alteracidon de su entorno inmediato, especificamente
la interaccion con rizobios y hongos micorricicos, manteniendo una diversidad especifica de

microorganismos para las especies vegetales.

4.2 Aislamiento de rizobios a partir de muestras de nddulos de Clitoria

ternatea

Como resultado del procesamiento de las muestras de nédulos se aislaron en total 14 cepas: 11 a
partir de nédulos de las muestras del departamento de la Guajira y 3 a partir de nddulos del
Departamento del Cesar, teniendo en cuenta que en la Guajira a pesar de que se presenta mayor
abundancia hay una menor riqueza y variabilidad.

4.2.1 Caracterizacion Macroscdpica de los aislamientos obtenidos a partir de la muestra de
la Guajira. Los 11 aislamientos obtenidos del departamento de la Guajira presentaron

caracteristicas macro similares, Véase Tabla 3.



Tabla 4. Caracteristicas macroscopicas de rizobios aislados a partir de nédulos de la Guajira (RCG)

RCGA3 AL L BL (0] C R P PH Li 0,3
RCGAS AL L BL (0] C R P PH Li 0.6
RCGA6 AL L BL (0] C R P AH Li 0.4
RCGA11 AL L BL (0] C R P AH Li 0,3
RCGA12 AL L BL (0] C R P AH Li 0,7
RCGA14 AL L BL (0] C R P AH Li 0,4
RCGB1 AL L BL (0] C R P AH Li 0,6
RCGB9 AL L BL (0] C R P AH Li 0,3
RCGB13 AL L BL (0] C R P AH Li 0,2
RCGC6 AL L BL (0] C R P AH Li 0,4
RCGC7 AL L BL (0] C R P AH Li 0,3

FAA — formacidn de acido o alcali (descripcion de las cepas en — LMA- + Azul de bromotimol; Ac: acida, Al: alcalina, N:

neutra); TC — tiempo de crecimiento (R: rapido, L:lento); CC — color de las colonias (V: verde, A: Amarilla, Az: Azul, T:

transparente BL: blanca); TR — transparencia (O:opaca, T: transltcida); EL — elevacidn (C: convexa); FC — forma de las

colonias (R:redondas, I: irregular); FM — formacién de moco (A: ausente, P: presente); B — borde (Li: Liso, Ru: Rugoso)

EM: elasticidad de moco (AF: ausencia de hilo, PF: presencia de hilo. TDC — tamaiio de las colonias en cm.
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Figura 12. Aislados nativos obtenidos a partir de nédulos de la leguminosa Clitoria ternatea en suelos del departamento

de la Guajira. A: cepa RCGA3. B: cepa RCGC®6. C: cepa RCGB1. D: cepa RCGB13. Cortés, 2009.

4.2.2 Caracterizacion Macroscopica de los aislamientos obtenidos a partir de la muestra del
Cesar. Los 3 aislamientos obtenidos del departamento del Cesar presentaron caracteristicas
macro similares, Véase Tabla 4.

Tabla 5. Caracteristicas macroscopicas de rizobios aislados a partir de nédulos del departamento

del Cesar (RCC)

RCC1 AL R BL (0] C R P PH Li 0,5
RCC4 AL R BL (0] C R P PH Li 0.4
RCC6 AL R BL (0] C R P AH Li 0.3

FAA — formacidn de acido o alcali (descripcidn de las cepas en — LMA- + Azul de bromotimol; Ac: acida, Al: alcalina, N:
neutra); TC — tiempo de crecimiento (R: rapido, L:lento); CC — color de las colonias (V: verde, A: Amarilla, Az: Azul, T:

transparente BL: blanca); TR — transparencia (O:opaca, T: transltcida); EL — elevacién (C: convexa); FC — forma de las
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colonias (R:redondas, I: irregular); FM — formacion de moco (A: ausente, P: presente); B — borde (Li: Liso, Ru: Rugoso)

EM: elasticidad de moco (AF: ausencia de hilo, PF: presencia de hilo. TDC —tamafio de las colonias en cm.

Figura 13. Aislados nativos obtenidos a partir de nédulos de la leguminosa Clitoria ternatea en suelos del departamento

del Cesar. A: cepa RCC1. B: cepa RCC4. C: cepa RCC6. Cortés, 2009.

4.2.3 Tiempo de Crecimiento:

Los aislados del Departamento del Cesar presentaron un crecimiento rapido, formaron colonias
mucosas, con un diametro que oscila entre 0,2 hasta 0,6 mm, después de 3 a 4 dias de incubacidn.
Lo anteriormente mencionado, puede deberse a que las bacterias aisladas desde leguminosas en
suelos semidridos tropicales tienden a crecer rapidamente dado que las condiciones del suelo le
implican un desarrollo rapido (Tabla 4). Por otro lado, las cepas del departamento de la Guajira,
presentaron un crecimiento lento entre 5y 6 dias (Tabla 3).

Las bacterias que cominmente nodulan a Clitoria ternatea tienden a ser pertenecientes del
genero Bradyrhizobium spp., que comprende un numero grande de especies de crecimiento lento
capaces de nodular innumerables especies de leguminosas herbaceas, comunes en las regiones
tropicales (Sosa et al., 2004). Posiblemente, los catorce aislamientos obtenidos del departamento
del Cesar y la Guajira, en su mayoria pertenezcan al género Bradyrhizobium spp. por lo
referenciado anteriormente y por tener la capacidad de nodular a la leguminosa de estudio.

Segln Marshall, (1964), Bushby et al., (1977) y Rensburg et al., (1980), las diferencias de
comportamiento presentadas por las diversas especies de rizobios en el suelo con baja humedad,
se deben a las caracteristicas relacionadas con el tipo de crecimiento de las bacterias. Ya que la
mayoria de los aislados presentaron crecimiento lento se puede suponer que este
comportamiento se debe a que en un suelo de desecacién rapida, los rizobios de crecimiento lento
sobreviven mejor que los de crecimiento rapido, mientras que en las condiciones de desecacién

lenta ocurre lo inverso (Marshall, 1964), tales observaciones indican que los mecanismos de
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resistencia estan ligados a las caracteristicas intrinsecas de la especie, que se manifiestan

diferencialmente conforme a la tasa de pérdida de agua por las células (Mcinnes, 2004).
4.2.4 Diferenciacidon de pH:

Los aislados del Departamento del Cesar en el medio de cultivo LMA suplementado con azul de
bromotimol mostraron una reaccién acida, observandose una variacién con respecto al pH inicial
de 6,65 a 6,24 después de 5 dias de incubacidén. Amarger et al., (1997) reportaron que diversas
especies leguminosas, puede ser noduladas por varias especies del género Rhizobium sp. que
presentan crecimiento rapido, de tamafio grande (>3mm) y acidifican el medio de cultivo.

Por otra parte, la cepas de la Guajira en el medio de cultivo LMA suplementado con azul de
bromotimol alcalinizaron el medio de cultivo. Stowers et al., 1984, afirmaron que los rizobios de
crecimiento lento excretan sustancias basicas al medio de cultivo LMA suplementado con azul de
bromotimol y esto se debe a la utilizacién preferencial de compuestos nitrogenados en vez de
compuestos de carbono, también se relaciona la alcalinizacidn del medio con una forma menos
evolutiva a aquellos que lo acidifican, es decir, los rizobios que alcalinizan el medio son una forma
mas ancestral que aquellos que los acidifican.

Estudios realizados por Tan and Broughton (1982) afirmaron que ciertas combinaciones de
aminoacidos y azUcares promueven la acidificacién del medio, una vez crecen los microorganismos
de crecimiento rapido, mientras que los microorganismos de crecimiento lento alcalinizan el
medio. Los microorganismos de crecimiento rapido utilizan mas galactosa para su crecimiento que
los microorganismos de crecimiento lento. Estos mismos autores sugieren que el cambio de pH
por los rizobios crecidos en medio LMA es producto de la asimilacion preferencial de azucares por
los organismos de crecimiento rdpido, excretando posteriormente dcidos organicos mientras que
los microorganismos de crecimiento lento prefieren compuestos nitrogenados vy
consecuentemente liberan cationes.

De acuerdo a lo reportado por Sosa et al., (2004), los rizobios de crecimiento lento tienden a
alcalinizar el medio de cultivo LMA- Azul de bromotimol. Tan et al., (1981), sugieren que los
cambios de pH por los rizobios en el medio de cultivo se deben a la utilizaciéon preferencial de
compuestos nitrogenados por las especies de crecimiento lento consecuentemente con la
liberacidn de cationes. Como pudo haber ocurrido con todos los aislamientos de este trabajo de
grado (Tablas 3y 4).

Seglun Stowers et al., (1984), la alcalinizacion del medio de cultivo LMA puede ser una

caracteristica generalizada de la taxonomia de los rizobios. Norris (1965) sugirid que los rizobios



capaces de alcalinizar el medio representan una forma menos evolutiva de aquellos que lo
acidifican, de modo general los rizobios que alcalinizan el medio que presentan un crecimiento
lento parecen tener una co-evolucidn con leguminosas de origen tropical. Los suelos tropicales son
tipicamente acidos y es posible que la habilidad de alcalinizar el medio represente una ventaja
selectiva (Neves et al., 1997).

De acuerdo con la teoria evolutiva de las leguminosas, los rizobios de crecimiento lento
representan una forma ancestral, En cuanto que las especies de crecimiento rapido, que se
asocian mas frecuentemente con las leguminosas templadas, y son consideradas mds avanzadas
taxondmicamente, presentando mayor especificidad del hospedero. Elkan, et al., (1984) citado por
Chen et al. 1988, demostraron que rizobios de crecimiento lento podian utilizar varias hexosas
(galactosa, gluconato, glucosa y manosa) para llevar a cabo la alcalinizacion del medio de cultivo
LMA, lo anterior pudo haber ocurrido con los 14 aislamientos del departamento del Cesar y la
Guajira que alcalinizaron y que presentaron un crecimiento lento en el medio de cultivo LMA

(Tablas 3y 4).
4.2.5 Tamaino de las colonias

Las cepas del Cesar presentaron un didmetro que oscila entre 0,5 hasta 0,6 mm. Las Cepas de la
Guajira en general presentaron un tamafio entre 0,2 y 0,4 mm. Segun Allen (1950), existe una
correlacién entre el tamafio de la colonia de los rizobios y sus caracteristicas en la habilidad para
fijar nitrogeno simbidticamente. Vincent, (1962) aislé6 una especie eficaz de Rhizobium
leguminosarum bv. Trifolli que origino tres variantes en cuanto a cantidad y calidad de moco
producido, (poco, medio y mucho). En un estudio donde se evaluaron 17 aislamientos de
Rhizobium spp. Herridge et al., (1975) mostraron que los aislamientos que formaron colonias
grandes y mucoides fueron simbiéticamente ineficientes en comparacién con los aislamientos de
colonias pequefias y secas que fueron simbidticamente eficientes. Kuykendall et al., (1976),
verificaron que las colonias de Bradyrhizobium japonicum tipo pequefio son de 5 a 10 veces mds
eficientes simbidticamente que colonias grandes y mucoides. Se hace referencia a lo anterior ya
gue los aislamientos de la Guajira presentaron diferente tamafio de la colonia y produccion de
moco caracteristicas morfoldgicas que difieren entre especies de rizobios y que probablemente

pueden incidir en la fijacidn bioldgica de nitrégeno.
4.2.6 Produccidn, Consistencia y presencia de moco

Todos los aislamientos presentan moco. Fuhrman (1990), menciona que el grupo de crecimiento

lento que promueve la fijacion bioldgica de nitrogeno en soya comprende especies de B.
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japonicum productoras de moco bitirico (olor a rancio) y de B. elkanii productoras de moco
viscoso. De modo general, los aislamientos productores de moco butirico son capaces de
acumular tasas mayores de nitrégeno en soya. Se menciona esto porque, se considera la
morfologia de la colonia un pardmetro bastante util en la prevision de la eficiencia simbidtica de
las especies de rizobios. Roughley et al., (1975) encontraron una relacidon entre esta caracteristica
de la colonia y la eficiencia simbidtica. Todas las cepas de tamafio puntiforme fueron muy
eficientes en cuanto a la fijacién biolégica de nitrégeno, las colonias de tamafo medio presentaron
niveles medios de eficiencia, en cuanto que las colonias mucoides y grandes eran provenientes de
especies de baja eficiencia y completamente ineficientes.

La viscosidad es una caracteristica de los rizobios tanto lentos como rdpidos, presentando
variaciones intrinsecas, como por ejemplo poca, media o mucha elasticidad de moco producido
(Neves et al., 1997); en este caso se presentd poca elasticidad por parte de los aislamientos de los
dos Departamentos. La caracteristica de produccién de moco es una caracteristica relevante a la
hora de diferenciar una colonia de rizobios de una colonia contaminante presente en el medio
LMA- rojo Congo (Figuras 12 y 13), ya que el moco de los rizobios presenta como componentes
principales exopolisacaridos y polisacarido capsular que interfieren en el trasporte de sustancias

dentro de la célula bacteriana (Martins et al., 1997).
4.2.7 Transparencia y forma de las colonias

Los 14 aislamientos de la Guajira y el Cesar fueron opacos. Esta caracteristica depende del moco
producido: aquellos aislamientos que producen moco compacto y consistente generalmente son
opacos (Martins, 1995). La forma de las colonias aisladas depende del dia en que fue realizada la
caracterizacién y principalmente, de la consistencia del moco producido, ya que se pueden
presentar formas circulares o irregulares dependiendo del moco producido (Martins et al.,1997),

en el presente estudio la forma de la colonia de las 14 cepas fue circular.
4.2.8 Metabolismo

Los 14 aislamientos del Cesar y la Guajira presentaron crecimiento lento (Tabla 3 y 4), se hace
referencia a que los rizobios con dicha caracteristica necesitan mas nitréogeno tanto en forma de
amonio como de nitratos, fosforo y potasio en relacion con los de crecimiento rapido. Las
diferencias en la utilizaciéon de carbohidratos en importantes vias metabdlicas es debido a que las
especies de crecimiento lento carecen de la actividad de la enzima NADP-6 fosfogluconato
deshidrogenasa (Prell et al 2006). En relacidn con las fuentes de nitrégeno, los microorganismos

de crecimiento lento metabolizan mas glutamato y a- ceto-glutarato que los microorganismos de



crecimiento rapido, en cuanto que el manitol es utilizado del mismo modo por ambos (Tan et al.,
1982).

De manera generalizada y comparando las zonas estudiadas, se puede sefialar que las
caracteristicas morfoldgicas de las especies bacterianas pertenecientes a la familia Rhizobiaceae y
capaces de formar nddulos en leguminosas proporcionan informacién importante para su
identificacion y agrupamiento Maatallah et al., (2002). Destacandose entre otras caracteristicas el
tiempo de crecimiento y la formacién de Acido-Alcali en el medio de cultivo YMA con Azul de
Bromotimol. El estudio de las caracteristicas morfoldgicas revela una diversidad bastante amplia

de los aislamientos de rizobios y normalmente esta relacionado con los estudios a nivel de ADN.

4.3 Caracterizacion Microscdpica

Los aislados tanto del departamento de la Guajira como del Cesar 14 en total, concuerdan con lo
reportado por Kuykendall et al. (2005) quienes describen a las bacterias del género Rhizobium
como bacilos Gram-negativos no esporoformadores, con colonias de 2.0 - 4.0 mm de didmetro
dentro de los 2-5 dias posteriores a la incubacién sobre medio —LMA- y productoras de
polisacaridos extracelulares. En la mayoria de los casos generan una reaccion acidica sobre medio
—LMA- con azul de bromotimol. Usualmente las colonias son blancas o beige, circulares, convexas,
semitraslicidas u opacas, lisas y mucilaginosas. Las bacterias del género Bradyrhizobium son
caracterizadas como bacilos Gram-negativos no esporoformadores, de colonias circulares, opacas,
raramente translucidas, blancas y convexas, que no exceden 1.0 mm de didmetro luego de 5-6 dias
de incubacion. Generalmente, producen una reaccién alcalina sobre el medio —LMA- con azul de

bromotimol (Tabla 5).

:



Figura 14. Tincién de Gram, bacilos gran negativos caracteristica del genero de Rhizobium cultivo puro, Cepa RCGA3

(100x).

Tabla 6. Descripcion microscépica de las cepas de los aislados del Cesar y la Guajira

Aislados

11 Aislados Guajira

3 Aislados Cesar

Descripcion Microscopica

Bacilos Gram-negativos. Pequeios,

pleomérficos

Bacilos Gram-negativos. Pequefios

4.4 Efecto de la inoculacion con rizobios nativos sobre el desarrollo de

Clitoria ternatea

De forma general se muestran los resultados del analisis de varianza aplicado para las variables

evaluadas a los aislamientos de la Guajira y el Cesar, donde se presentaron diferencias

significativas (P<0,05) para el ANOVA de un factor, para lo cual se aplicé la comparacion de medias

Test de Tukey en las cuales se presentaron diferencias en los valores de las variables: longitud de

la parte aérea, longitud de la raiz, peso fresco de la parte aérea, peso seco de la parte aérea, peso

seco de la raiz, nimero de nédulos y peso fresco de los nddulos, con respecto al testigo quimico y

testigo absoluto.

Longitud parte aérea (cm/planta)

30 ~

25 4

ab

RCGA3

be

bc abc ab

L1

RCGAS

RCGA6

RCGA11

RCGA12

C

bc

RCGA14

ab

58 © 8
0 o @ @
o O 8 O
14 o b4 o
Aislamientos

RCGC9

RCCA1

RCC4

RCC6
TA
TQ +

Grafica 2. Efecto de |la
inoculacion con los
aislamiento de rizobios sobre
la longitud de la parte aérea
de Clitoria ternatea después
de 60 dias del transplante.
Cada valor representa el
promedio de n=3 réplicas. Las
barras representan * Ia
desviacion estandar. Las letras
representan los subgrupos
homogéneos arrojados por
test HSD de Tukey con 95% de

confianza.

IS

W



Longitud raiz (cm/planta)

Peso fresco parte aérea (g/planta)

50 1

RCGA3

RCGA3

RCGAS5

RCGAS5

RCGA6

RCGAB

RCGA11

RCGA1M1

RCGA12

RCGA12

RCGA14

RCGA14

RCGB1
RCGB9
RCGB13
RCGCS A

Aislamientos

a

T
-— [=] ™ [{e)
23] o - Q
O O @ @
O O 8 Q
v v & o
Aislamientos

RCGC9

RCGC9

RCC1

RCC1

RCC4

RCC4

RCC6

RCC6

TA

TQ

Grafica 3. Efecto de |la
inoculacién con los
aislamiento de rizobios sobre
la longitud de la raiz de
Clitoria ternatea después de
60 dias del transplante. Cada
valor representa el promedio
de n=3 réplicas. Las barras
representan * la desviacion
estandar. Las letras
representan los subgrupos
homogéneos arrojados por

test HSD de Tukey con 95% de

confianza.
Grafica 4. Efecto de |la
inoculacién con los

aislamiento de rizobios sobre
el peso fresco de la parte
aérea de Clitoria ternatea
después de 60 dias del
transplante. Cada valor
representa el promedio de
n=3 réplicas. Las barras
representan * la desviacion
estandar. Las letras
representan los subgrupos
homogéneos arrojados por
test HSD de Tukey con 95% de

confianza.

rﬁh



Peso fresco raiz (g/planta)

Peso seco parte aérea (g/planta)

3.5 -
a

3.0 -
T
(32 BT o B o R o S . = > B or B (o]
g €< £ 9« 9« = mo o o= O
g g g € < < 9 o @ g
cee8388¢g¢eg¢
Qﬂﬁﬂﬂ:ﬂ:mm n:n:
Aislamientos

1.2

2 2 2 - Y 228
O g g < < < 0 ¢ @ @
e e ego83¢gge e
r o o n:n:
Aislamientos

RCGC9

RCGC9

RCCA1

RCC1

RCC4

RCC4

RCC6

RCC6

TA

TA
TQ

TQ

Grafica 5. Efecto de la
inoculacién con los
aislamiento de rizobios sobre
el peso fresco de la raiz de
Clitoria ternatea después de
60 dias del transplante. Cada
valor representa el promedio
de n=3 réplicas. Las barras
representan + la desviacion
estandar. Las letras
representan los subgrupos
homogéneos arrojados por
test HSD de Tukey con 95% de

confianza.

Grifica 6. Efecto de |la
inoculacién con los
aislamiento de rizobios sobre
el peso seco de la parte aérea
de Clitoria ternatea después
de 60 dias del transplante.
Cada valor representa el
promedio de n=3 réplicas. Las
barras representan * la
desviacion estandar. Las letras
representan los subgrupos
homogéneos arrojados por
test HSD de Tukey con 95% de

confianza.

(

|



Peso seco parte radicular (g/planta)

RCGA3
RCGAS5
RCGA6 -
RCGA11
RCGA12
RCGA14

ab

RCGBH1
RCGB9
RCGB13
RCGC8 -

Aislamientos

RCGC9
RCC1
RCC4
RCC6

TA
TQ

Grafica 7. Efecto de la
inoculacién con los
aislamiento de rizobios sobre
el peso seco de la raiz de
Clitoria ternatea después de
60 dias del transplante. Cada
valor representa el promedio
de n=3 réplicas. Las barras
representan + la desviacion
estandar. Las letras
representan los subgrupos
homogéneos arrojados por
test HSD de Tukey con 95% de

confianza.



4.4.1 Evaluacion de variables agrondmicas

4.4.1.1 Longitud de la parte aérea

La longitud de la planta mostré estar seriamente influenciada por el tratamiento bacteriano
empleado. Las cepas RCGA3, RCGB1, RCGB13, RCGC6, RCC4 y RCC6 mostraron los mejores
resultados, aun mas fueron similares o superiores al control quimico y siempre superiores al
control absoluto. En general, se evidencié que la inoculacidn con los microorganismos aislados
promovid el crecimiento de la parte aérea de las plantas de campanilla con respecto al control no
inoculado, lo cual permite inferir que la inoculacidon con bacterias fijadoras de nitrégeno podria
llegar a reemplazar hasta en un alto porcentaje la fertilizacion quimica nitrogenada, favoreciendo

la nutricion de las plantas, disminuyendo costos de produccién y contaminacidon ambiental.
4.4.1.2 Longitud de la raiz

En cuanto a la longitud radicular las cepas RCGA3, RCGC6 y RCC4 obtuvieron los mejores
resultados superando incluso al testigo quimico y al testigo absoluto. Los demds tratamientos
mostraron resultados similares lo que evidencia que el crecimiento radicular estd determinado por
factores tanto genéticos de la planta asi como del medio y éste a su vez, en gran parte de los
microorganismos, debido a que muchos rizobios son capaces de producir AIA

(Mathesius, 2008).

4.4.1.3 Peso fresco de la parte aérea

Las cepas RCGA3, RCGC6, RCC6 y RCC4 mostraron los mejores resultados, siendo similares o
superiores al control quimico y siempre superiores al control absoluto.

4.4.1.4 Peso fresco de la raiz

Respecto al peso seco de la raiz, la Unica cepa que superd al testigo quimico fue la RCGC6. Sin

embargo las cepas RCGA3, RCC6 y RCC4 mostraron Optimos resultados, puesto que tuvieron

similitud estadistica con el control quimico y superiores al control absoluto.
4.4.1.5 Peso seco de la parte aérea
Los resultados de las cepas de |la Guajira y el Cesar, destacan los valores de peso seco de la parte

aérea de las cepas RCGA3 y RCC6, valores que superan las medias del grupo inferior en el cual se

sitian las otras cepas estudiadas, los testigos quimico y absoluto, indicando que existe un



potencial de efectividad de las cepas nativas en cuanto al desarrollo de la leguminosa Clitoria

ternatea.
4.4.1.6 Peso seco de la raiz

A pesar que se habia observado que la longitud radicular habia sido positivamente influenciado
por la mayor parte de las cepas, los resultados obtenidos en peso seco no reflejaron el mismo
patrén. En general, la accién de ciertas bacterias provoca la expansidn horizontal de las raices, sin
necesariamente ganar profundidad. De aqui que los resultados de longitud radical no mostraran
diferencias signifcativas. Los microorganismos que mas fuertemente influyeron fueron sobre la
biomasa de la raiz fueron RGCA3, RCGC6 y RCC6, luego probablemente ellas poseian mecanismos
involucrados con la sintesis de hormonas como el AIA que provocan un incremento en el proceso
de divisidn celular. Spaepen y Vanderleyd (2011), sugieren que las auxinas estan involucradas en
muchos procesos de nodulacidon en plantas, tales como la especificacién inicial de células
(transporte de auxinas principalmente por la inhibicion de los flavonoides), la iniciacién de nddulos
la diferenciacion y la formacién de tejido vascular.

Biswas et al. (2000) encontraron la respuesta del arroz a la infeccion por Rhizobium sp, y con
interacciones muy especificas. Este estudio y otros han reportado los beneficios que se dan por el
proceso de simbiosis de rizobios con leguminosas y gramineas en el desarrollo de las plantas, el
crecimiento radicular y el aumento del peso de la raiz, mayor desarrollo de la parte aérea
beneficiando la fotosintesis neta, mejor produccion de materia seca y grano por la planta
mejorado significativamente su rendimiento.(Biswas et al, 2000; Gutiérrez-Zamora y Martinez-
Romero, 2001; Hilali, et al., 2001, Peng et al., 2002; Yanni et al., 1997). Con el sorgo (Matiru et al.
2005), el peso de la biomasa aérea se elevaron 8-55%, las concentraciones de fésforo y de potasio
en el tejido de la raiz mejorado 17-250%, y la longitud de la raiz promovido 21-32%.

Es bien conocido que un considerable nimero de especies bacterianas asociadas con la rizdsfera
de las plantas son capaces de ejercer un efecto benéfico en el crecimiento de plantas. Este grupo
de bacterias llamadas rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) incluye el
género Rhizobium (Sessitsch et al.,, 2002). Estas bacterias se caracterizan por su habilidad de
facilitar directa o indirectamente el desarrollo de la raiz y del follaje de las plantas. La estimulacion
indirecta del crecimiento de plantas incluye una variedad de mecanismos por los cuales la bacteria
inhibe la accién fungica sobre el crecimiento y desarrollo de la planta (Hassan et al., 1997,
Essalmani y Lahlou, 2003). La estimulaciéon directa puede incluir la fijacion de nitrégeno (Sessitsch

et al., 2002), la produccién de hormonas (Perrine et al., 2004), de enzimas (Mayak et al., 2004) de



siderdforos (van Rossum et al., 1994; Carson et al., 2000) y solubilizacion de fosfatos (Rodriguez y
Fraga, 1999).

La capacidad PGPR de Rhizobium ha sido estudiada por varias décadas (Chakravarty &
Purkayastha, 1984; Chabot et al., 1996; Hassan et al., 1997; Rodriguez y Fraga, 1999), sin embargo,
en los ultimos afios este estudio ha sido intensificado (Yanni et al., 2001; Essalmani y Lahlou, 2003;
Dey et al., 2004; Mhadhbi et al., 2004; Perrine et al., 2004) porque la agricultura sustentable
demanda mejorar la eficiencia de la fijacion de nitrégeno a través del uso de bacterias

competitivas capaces de extender la ventaja de la fertilizacidn bioldgica.

4.4.1.6 Numero de NAdulos
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Grafica 8. Efecto de la inoculacion con los aislamiento de rizobios sobre el nimero de nédulos formados en Clitoria
ternatea después de 60 dias del transplante. Cada valor representa el promedio de n=3 réplicas. Las barras representan
+ la desviacidn estadndar. Las letras representan los subgrupos homogéneos arrojados por test HSD de Tukey con 95% de

confianza.

El proceso de nodulacion depende tanto del huésped como del hospedero. Los resultados
evidenciaron que el nimero de nddulos por planta fue especifico de la cepa empleada. Es asi
como fue posible observar desde 60 nddulos por planta hasta aproximadamente solo 15 en
algunos tratamientos. Es importante destacar que el testigo quimico presentd la formacion de
nodulos, sin embargo a excepcidn de la cepa RGCAS5 siempre existieron diferencias en el nimero

de estos con respecto a este control, los cuales pueden estar presentes debido a la presencia de



rizobios enddfitos que no son eliminados tras el proceso de desinfeccidn de la testa de la semilla.
Palmer y Young (2002) evidenciaron el mismo fenémeno, donde ellos argumentaban que el
proceso de contaminacion cruzada pudo ser debido a contaminacién entre materas, sin embargo
aseguraron que debido a que el control presentd diferencias con respecto al nimero de nédulos
del resto de los tratamientos y consideraron a este efecto despreciable.

Nosotros no evidenciamos una relacién entre el nimero de nddulos y la biomasa vegetal. Esto
puede ser argumentado con base en la eficiencia de los nédulos, la cual depende de varios
parametros como se menciond anteriormente, en particular de la estrecha y fina relacién entre
huésped y hospedero. Algunos autores han mostrado que el ndimero de nddulos no esta
relacionado con el tamano de la planta y que la variable que realmente esta relacionada es Ila
eficiencia de estos sobre el desarrollo de la especie vegetal. De aqui, nosotros nos preguntamos si
existia alguna relaciéon entre el numero de ndédulos y la actividad de fijacidon de nitrégeno donde
tampoco fue evidente un claro patrén asociado.

Referenciando los estudios realizados por Abrahao (2006), quien evalud el efecto de sistemas de
uso de tierra en la Amazonia sobre la presencia y eficiencia de bacterias que nodulan a
leguminosas forrajeras tropicales, sefiala que las diferencias en la capacidad de una bacteria de
nodular a estas leguminosas, puede ser atribuido a la misma planta hospedante que condiciona a
las células a que se adapten a las condiciones saprofitas condiciéon a la cual coexisten gran
diversidad de microorganismos edaficos (Borneman & triplett, 1997).

Otro factor importante en las diferencias presentadas en cuanto a nimero de nédulos, peso seco
de la parte aérea, y las demas variables agrondmicas valoradas en las muestras de Guajira y del
Cesar, es la especificidad de la planta trampa para llevar a cabo la simbiosis ya que las bacterias
gue predominan en la simbiosis con Clitoria ternatea son bacterias de crecimiento lento del

género Bradyrhizobium sp, (Melloni et al., 2006).

4.5 Prueba de reduccion de Acetileno (ARA)

Los aislamientos obtenidos a partir de muestras de nddulos del Cesar y la Guajira mostraron
variacion en su actividad nitrogenasa, cuantificada por su capacidad de reduccién de acetileno a
etileno (Grafica 9). Los aislamientos de la Guajira que presentaron mayor actividad nitrogenasa
fueron RCGA5 con 6964,83516 nmol C,H, h™ mL™?, RCGA14 con 6070,19231 nmol C,H, h'mL?y el
aislado del Cesar que presentd el mayor valor de actividad nitrogenasa fueron RCC4 con

6142,30769 nmol C,H, h*mL™.
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Grafica 9. Actividad nitrogenasa de los aislamientos de la Guajira, Cesar y referencia. Segun su actividad de reduccién de

acetileno.

Al comparar los valores presentados por los aislamientos de referencia UFLA 1: 1274,39 nmol C,H,
htmL? y la UFLA 2: 1264, 59 nmol C,H, h*mL" demuestra mayor eficiencia de los aislamientos
nativos en la actividad nitrogenasa que los aislamientos inducidos referenciados de Brasil.

El aislamiento RCGA3 presento una actividad de reduccion de acetileno de 867,17033 nmol C,H,
h™ mL™, similar a lo reportado por Valarini et al., (1994) con cepas de Bradyrhizobium aisladas de
plantas de Guandu, donde estas cepas presentaron valores de la actividad nitrogenadas de G10:
de 8,250 nmol C;H, h™ mL™, G59: 7,210 nmol C,H, h™* mL™, G18: 6,800nmol C,H, h™ mL™.

El aislamiento RCGA5 segun su actividad reductora de acetileno (6964,83516 nmol C,H, htmL™)
presento un comportamiento ascendente comparado con las cepas G17 Y G84 que presentaron
valores de 3,720 nmol C,H, h*mL™ y 3,740 nmol C,H, htmL? reportados en un estudio sobre la
contribucion de la fijacidon biolégica de nitrégeno para la produccion del guandd en 1994 por
Valarini y Godoy.

Los aislamientos del Cesar que presentaron los mejores resultados de actividad de nitrogenasa
fueron: RCC4 6142,30769 nmol C,H, h™ mL?, RCC1 2687,17949 nmol C,H, h™ mL™. comparados
con la actividad reductora de acetileno de 5720 nmol C,H, h* mL? de una especie de
Bradyrhizobium japonicum reportada por Figueiredo et al., (1999) el RCGA14-RCGAS5 fue mejor y el
RCC4 similar al referenciado.

Los valores obtenidos en la medicién de la actividad de la nitrogenasa por cromatografia de gases

qgue se realizd en el laboratorio de Microbiologia de Suelos Corpoica- CBB de los diferentes
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aislamientos tanto de la Guajira como del departamento del Cesar, pueden ser considerados como

altos, que las cepas de referencia como se puede observar en la gréfica 9.

4.6 Deteccion de compuestos inddlicos

Son muchos los trabajos llevados a cabo, con el fin de aclarar cémo tiene lugar la produccidn de
acido indol-3-acético (AlA) en bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium. Sin embargo,
pese al tiempo transcurrido, la situacion esta todavia lejos de poder ser dilucidada (Bécquer,

2009).

14 - a
-
£ 124
°
§ 10 b
.>—< c
&)
o 87
©
g
& 61
o
3
o 4
R
7]
2
£ 2
n
0 T T
UFLA 1 UFLA2 RCGAS RCC4

Cepas
Gréfica 10. Produccion de Acido-indol-3-Acetico Cepas: RCGAS5 y CC4.

La cepa de la Guajira RCGAS5, presentd una produccion de AIA de 8,50ug/mL, asi como la cepa
RCC4, cuya produccion de AIA fue de 9,47ug/mL, siendo catalogadas como buenas productoras de
auxinas. La produccidn de reguladores de crecimiento vegetal por bacterias es uno de los factores
responsables del efecto observado sobre el crecimiento de las plantas (Radwan et al., 2004). Las
plantas inoculadas con los aislados RCG5 y RCC4 presentaron los indices mas altos, cuando se
realizé la comparacion de los valores de las variables agrondmicas, evaluando las variables de
respuesta longitud de la parte aérea, longitud de la raiz, peso fresco de la parte aérea, peso fresco
de la raiz, entre otros, evidenciando su facultad de producir hormonas de crecimiento vegetal
como las auxinas ya que el AIA es una auxina conocida por estimular respuestas rdpidas en el
crecimiento, incremento en la elongacion celular, la divisiéon celular y su diferenciacion (El-Khawas

et al., 1999) (Grafica 10).



Boiero et al., (2007), realizaron un estudio sobre la produccion de fitohormonas por parte de tres
cepas de Bradyrhizobium japonicum y sus posibles implicaciones fisiolégicas y tecnoldgicas
reportando que su mejor cepa obtuvo un valor de produccién de AIA en LMA de 3,8 ug ml-1, valor
inferior al obtenido por las cepas evaluadas en el presente estudio.

Esta sintesis de AIA por éstos aislados se puede dar ya que la ruta de biosintesis de AIA en estas
bacterias sigue la via del Indol 3- piruvato (IPvA), siendo la mas conocida en bacterias, como
Bradyrhizobium, Azospirillum, Rhizobium, Azotobacter entre otras. La mayoria de los miembros del
género Rhizobium y Bradyrhizobium inducen la formacion de nédulos en raices de leguminosas y
estas estructuras proveen a la planta de nitrégeno tomado y fijado desde la atmdsfera. Hace mds
de 70 afios desde que Thiman, (1936) propuso que las auxinas jugarian un rol importante en la
formacidn y desarrollo del nédulo y en la actualidad muchos estudios indican que cambios en el
balance de esta hormona son un pre-requisito para la organogénesis del néddulo (Mathesius et al.,
1997). En tal sentido, Prinsen et al., (1991) sugieren que la sintesis de factores nod y AlIA en
Rhizobium es disparada por flavonoides nod derivados de la planta.

Nutman, (1977), hizo referencia que los rizobios secretan hormonas de crecimiento como AIA que
demuestran la influencia positiva en el crecimiento de la planta y también juega un papel
importante en la formacion y desarrollo de los nédulos.

No se presentaron diferencias significativas entre los aislamientos del departamento del Cesar y la
Guajira pero existe un diverso grupo de bacterias que son capaces de sintetizar AlA; entre ellas se
encuentran, numerosas bacterias del suelo, epifitas y colonizadoras de tejidos vegetales. En
efecto, se estima que aproximadamente un 80% de las bacterias de la rizosfera son productoras de
esta auxina. Las vias de biosintesis mas ampliamente encontradas son la de la indol-3-acetamida
(IAM), o via de la monooxigenasa, y la via del acido indol-3-pirtvico (AIP), cuyo primer paso es
catalizado por aromatico aminotransferasas. Otras vias hasta ahora de menor importancia en
cuanto a su distribucién, son la de la oxidasa de la cadena lateral del triptéfano, la de la triptamina
(TAM), la del indol-3-acetonitrilo (IAN) y la via independiente de triptéfano. Pensamos que al no
haberse detectado actividad monooxigenasa, ni localizado el gen que codifica para esta enzima en
Bradyrhizobium japonicum, la presencia de IAM en los sobrenadantes de los cultivos sugiere la
produccion de este compuesto por la via del IAN, mediante la accién de una nitrilo hidratasa

(Kumari et al., 2008).



4.7 ldentificacion molecular

Se realizé la caracterizacion de los 2 aislamientos de bacterias diazotréficas que presentaron
mayor reduccion de acetileno, por medio del analisis de la secuencia del gen 16S rRNA.

A partir de los resultados de secuenciacién obtenidos de la regidon 16S de los microorganismos
identificados de forma morfoldgica y bioquimica previamente

Se determind la posible identidad de las secuencias mediante una busqueda contra la base de
datos de nucledétidos del NCBI mediante la herramienta BLASTn, los resultados son reportados en

la tabla 26

Tabla 7. Comparacién de las secuencias obtenidas contra la base de datos de nucleétidos NCBI

Codigo Genero (BLASTNn) % Max. Identidad
cca Rhizobium miluonense 96
CGAS5 Chryseobacterium sp 96

Teniendo en cuenta que las cepas analizadas tuvieron un porcentaje de identidad inferior al 97%
fueron analizadas mediante el programa Pintail en busca de posibles anomalias en las secuencias,
cada secuencia fue comparada empleando una secuencia de referencia seleccionada con base al
tipo microorganismo identificado de manera morfolégica y bioquimica con anterioridad. El andlisis
del alineamiento de las secuencias CC4, CGAS (las cuales presentaron valores de identidad
inferiores al 97%) comparadas con sus secuencias de referencias, demostrd la existencias de

anomalias (Graficas 11Ay 11B).
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Grafica 11. Graficas de comparacién de secuencias (Pintail) para deteccion anomalias donde: A)

CC4, B) CGAS.
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El eje Y representa el porcentaje de diferencia entre la secuencia evaluada y la de referencia, la
linea roja corresponde al alineamiento evaluado mientras la gris representa la secuencia de
referencia. Las secuencia CC4, mostré anomalias luego de las 800pb aproximadamente (Figura A),
sin embargo demostraron una similitud superior al 90% con las secuencias de referencia a las
cuales fueron enfrentadas, sin embargo, la secuencia CGA5 mostro un porcentaje de diferencia
cercana al 30% lo cual indica que las secuencias se encuentran poco relacionadas genéticamente.

Las secuencias fueron corregidas removiendo el nimero de bases que generaban la anomalia
dentro de las secuencias, los resultados de las secuencias corregidas fueron re-alineados y
mostraron un comportamiento normal bajo el analisis. Se determiné de nuevo la identidad de las
secuencias mediante una busqueda contra la base de datos de nucleétidos del NCBI empleando la

herramienta BLASTn y las secuencias corregidas (Tabla 7).

Tabla 8. Resultados de comparacion de las secuencias corregidas por Pintail

Codigo  Referencia de comparacion Resultado % Max. Identidad Tamaiio
(pb)
cca Rhizobium sp. SWF66289 Rhizobium tropici 100 849
CG11 Rhizobium sp. SWF66289 Chryseobacterium sp 99 925

El acercamiento al género del aislamiento CC4, permitid confirmar que la caracterizacion
fenotipica previamente realizada coincide con las caracteristicas reportadas por diferentes autores
(Dreyfus et al., 1988; De Lajudie et al., 1994; Martinez-Romero & Caballero-Mellado, 1996; Jarvis
et al., 1997; De Lajudie et al., 1998).

(Gartland, 2009) comparé la fijacién de nitrégeno por medio de un estudio espectrofotométrico
hecho a partir de la raiz de las plantas inoculadas con las cepas Rhizobium etli Storbd caracterizada
como superfijadora, Rhizobium etli CFN42(wt) y Rhizobium Tropici CIAT899 y a su vez comparar la
fijacién adquirida en la planta fertilizada con nitrato de potasio, encontrd que ésta Ultima especie
iguala a la cepa caracterizada como altamente eficiente en el porcentaje de fijacidn de nitrégeno.
El aislamiento RCGAS5, fue identificado como Chryseobacterium sp., género de bacterias gram-
negativas las cuales han sido reportadas como altamente tolerantes a bajas temperaturas
(Loveland-Curtze et al., 2010), su habitat es amplio desde lodos marinos y rizésfera de lechuga,
hasta ambientes sedimentos industriales y suelos contaminados con alquitran. Sus capacidades
como PGPB se han evidenciado en la co-inoculacién con Rhizobium sp. donde se obtuvo un mejor

comportamiento simbidtico y promocidn de crecimiento vegetal en frijol y soya bajo condiciones

gq



de estrés salino (Estévez et al., 2009). También ha sido reportada como biocontrolador al ser
inoculado junto a otras PGPBs como Bacillus sp. y Pseudomonas sp., induciendo la respuesta
sistémica y mejorando la promocién de crecimiento en plantas de tomate y pimentdn (Domenech
et al., 2006).

En un estudio de los sistemas PGPRs/rizobios que interaccionan con leguminosas, realizado por
Estévez et al., (2004) se reporta a Chryseobacterium balustinum como una PGPR, cuyo primer
efecto beneficioso es la promocidn del crecimiento en las plantas y en segundo lugar un aumento de
su produccién de flavonoides, lo cual generara finalmente un incremento de la tasa de nodulacién de
los rizobios que puedan existir en la rizosfera.

Debido a que las secuencias obtenidas fueron comparadas en una base de datos internacional
(NCBI), y se encontraron porcentajes de similitud altas, es posible que se hayan encontrado nuevas
especies de bacterias diazotroéficas asociadas a leguminosas establecidas en los departamentos del

Cesar y la Guajira.

5. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en las condiciones en las que se realizé esta investigacién fueron las

sisuientes:

Se evidencio un resultado positivo en el recuento de densidad poblacional de rizobios nativos de la
muestra de suelo de 4.81 £ 0,68 y 4.31 + 0,88 UFC/g, en Cesar y Guajira, respectivamente.

Las dos cepas seleccionadas en las pruebas de nodulacidn evidenciaron un efecto positivo en el
desarrollo de la leguminosa Clitoria ternatea estableciendo ésta especie como una opcidén para
alimentacién de ganado en el Cesar y la Guajira.

Las poblaciones de microorganismos diazotréficos simbidticos fueron altas, comprobando que la
rizésfera, es un nicho que proporciona las condiciones éptimas para la colonizacion de éstas
bacterias, protegiéndose de la desecacién y asegurando la fuente de C y nutrientes (fotosintatos).
Se obtuvieron catorce aislamientos de las muestras de nédulos para Clitoria ternatea, los cuales
fueron caracterizados fenotipicamente.

Se seleccionaron una cepa para cada uno de los departamentos, teniendo en cuenta los resultados
de la prueba de reduccién de acetileno (ARA) y el comportamiento y desarrollo de las plantas en

las pruebas de nodulacién.



Los dos aislamientos seleccionados fueron caracterizados por medio del andlisis de la secuencia
16S rRNA, encontrando que los aislamientos pertenecen a los géneros Chryseobacterium sp.y

Rhizobium tropici.

6. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de dindmica de poblaciones de los microorganismos diazotrdéficos en diferentes
condiciones climaticas durante periodos de tiempo definidos para determinar si los
microorganismos pueden recuperarse después de marcadas épocas de estrés hidrico.

Llevar a cabo pruebas de resistencia a antibiéticos, tolerancia a la toxicidad de metales pesados Al,
Cu entre otros.

Realizar pruebas de solubilizacién de fosforo y produccién de sideroforos para los diferentes
aislamientos del Cesar y la Guajira.

Evaluar los aislamientos obtenidos en campo con el fin de determinar los efectos de las bacterias
en la promocion del crecimiento vegetal y en los indices de produccidn de los cultivos.

Realizar estudios a nivel de campo en diferentes tipos de suelo y diferentes épocas climaticas
dentro de la Regidn Caribe Colombiana para determinar la posible utilizacién de los aislamientos

obtenidos, como promisorios biofertilizantes.

L3
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ANEXOS
Anexo 1. Curva de calibracidn para la prueba de reduccion de acetileno por cromatografia de

gases.

y=0,807x+ 2,008

6 V

5 /

4

/ —4—moles

3
—— Lineal (moles)

-8,556 -7,556 -6,556 -5,556 -4,556

Anexo 2. Resultados de la prueba de reduccidn de acetileno de los 14 aislamientos iniciales.

Reduccion de Acetileno en nmol C2H4 h-1 mi-1
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Anexo 3. Andlisis de varianza univariante (UNIANOVA) a un nivel de significancia del 95% para los

factores evaluados.
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Tratamiento Suelo

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de
cuadrados Media
Fuente Variable dependiente | tipo llI gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido long_parte_aerea 254.723(a) 3 84.908 22.184 .000
138.478(b) 3 46.159 6.981 .013
long_raiz
.209(c) 3 .070 1.722 .239
peso_aerea
.073(d) 3 .024 7.101 .012
peso_raiz
Interseccidn long_parte_aerea 4297.868 1 4297.868 1122.892 | .000
2886.101 1 2886.101 436.489 .000
long_raiz
22.222 1 22.222 548.476 .000
peso_aerea
1.242 1 1.242 362.521 .000
peso_raiz
Dil long_parte_aerea 254.723 3 84.908 22.184 .000
138.478 3 46.159 6.981 .013
long_raiz
.209 3 .070 1.722 .239
peso_aerea
.073 3 .024 7.101 .012
peso_raiz
Error long_parte_aerea 30.620 8 3.828
52.897 8 6.612
long_raiz
.324 8 .041
peso_aerea
.027 8 .003
peso_raiz
Total long_parte_aerea 4583.210 12
3077.475 12




long_raiz

22.756 12
peso_aerea
1.342 12
peso_raiz
Total corregida long_parte_aerea 285.343 11
191.374 11
long_raiz
.533 11
peso_aerea
.100 11
peso_raiz
a Rcuadrado =.893 (R cuadrado corregida = .852)
b R cuadrado =.724 (R cuadrado corregida = .620)
¢ Rcuadrado =.392 (R cuadrado corregida = .165)
d R cuadrado =.727 (R cuadrado corregida = .625)
Consolidado Cesar
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Suma de
cuadrados Media
Fuente Variable dependiente | tipo llI gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido long_parte_aerea 63.484(a) 3 21.161 18.648 .001
397.423(b) 3 132.474 13.479 .002
long_raiz
2.371(c) 3 .790 17.404 .001
peso_aerea
2.847(d) 3 .949 310.300 .000
peso_raiz
Interseccién long_parte_aerea 6587.110 1 6587.110 5804.687 .000
4147.801 1 4147.801 422.025 .000
long_raiz
31.137 1 31.137 685.594 .000
peso_aerea




3.543
peso_raiz
Dil long_parte_aerea 63.484
397.423
long_raiz
2.371
peso_aerea
2.847
peso_raiz
Error long_parte_aerea 9.078
78.627
long_raiz
.363
peso_aerea
.024
peso_raiz
Total long_parte_aerea 6659.673
4623.850
long_raiz
33.872
peso_aerea
6.414
peso_raiz
Total corregida long_parte_aerea 72.562
476.049
long_raiz
2.735
peso_aerea
2.871
peso_raiz

12

12

12

12

11

11

11

11

3.543

21.161

132.474

.790

.949

1.135

9.828

.045

.003

1158.322

18.648

13.479

17.404

310.300

.000

.001

.002

.001

.000

a Rcuadrado =.875 (R cuadrado corregida = .828)
b R cuadrado =.835 (R cuadrado corregida = .773)
¢ R cuadrado =.867 (R cuadrado corregida = .817)
d R cuadrado =.991 (R cuadrado corregida = .988)



Consolidado Guajira

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de
cuadrados Media
Fuente Variable dependiente | tipo llI gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido Long_aerea 552.725(a) 12 46.060 5.808 .000
1156.327(b) 12 96.361 6.775 .000
Long_raiz
4.135(c) 12 .345 3.795 .002
Peso_fresco_aereo
9.693(d) 12 .808 6.220 .000
Peso_fresco_raiz
.216(e) 12 .018 2.851 .013
Peso_seco_aereo
.154(f) 12 .013 3.911 .002
Peso_seco_raiz
8992.263(g) 12 749.355 7.282 .000
Nodulos
Interseccién Long_aerea 12729.697 1 12729.697 1605.038 .000
24959.986 1 24959.986 1754.815 | .000
Long_raiz
46.273 1 46.273 509.661 .000
Peso_fresco_aereo
83.364 1 83.364 641.938 .000
Peso_fresco_raiz
2.630 1 2.630 416.842 .000
Peso_seco_aereo
2.047 1 2.047 622.003 .000
Peso_seco_raiz
32399.265 1 32399.265 314.862 .000
Nodulos
Cepa Long_aerea 552.725 12 46.060 5.808 .000
1156.327 12 96.361 6.775 .000
Long_raiz




Error

Total

Peso_fresco_aereo

Peso_fresco_raiz

Peso_seco_aereo

Peso_seco_raiz

Nodulos

Long_aerea

Long_raiz

Peso_fresco_aereo

Peso_fresco_raiz

Peso_seco_aereo

Peso_seco_raiz

Nodulos

Long_aerea

Long_raiz

Peso_fresco_aereo

Peso_fresco_raiz

Peso_seco_aereo

Peso_seco_raiz

4.135

9.693

.216

.154

8992.263

198.277

355.593

2.270

3.247

.158

.082

2572.500

13762.793

26801.080

54.312

100.100

3.028

2.314

45585.000

12

12

12

12

12

25

25

25

25

25

25

25

38

38

38

38

38

38

38

.345

.808

.018

.013

749.355

7.931

14.224

.091

.130

.006

.003

102.900

3.795

6.220

2.851

3.911

7.282

.002

.000

.013

.002

.000




Nodulos

Total corregida Long_aerea

Long_raiz

Peso_fresco_aereo

Peso_fresco_raiz

Peso_seco_aereo

Peso_seco_raiz

Nodulos

751.002

1511.920

6.405

12.939

374

.237

11564.763

37

37

37

37

37

37

37

a Rcuadrado =.736 (R cuadrado corregida = .609)

b R cuadrado =.765 (R cuadrado corregida = .652)

¢ Rcuadrado =.646 (R cuadrado corregida = .475)

d R cuadrado =.749 (R cuadrado corregida = .629)

e Rcuadrado =.578 (R cuadrado corregida = .375)

f R cuadrado =.652 (R cuadrado corregida = .486)

g R cuadrado =.778 (R cuadrado corregida = .671)



