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ARTICULO DE INVESTIGACION

Caracterizacion y efecto de Azotobacter, Azospirillum 'y
Pseudomonas asociadas a Ipomoea Batatas
del Caribe Colombiano

Characterization and effect of Azotobacter, Azospirillum
and Pseudomonas associated with Ipomoea Batatas
of Colombian Caribbean

Jazmin Vanessa Pérez-Pazos*, Diana Beatriz Sdnchez-Lépez* *

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v19n2.69471
RESUMEN

El uso de Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en ingles) constituye una alternativa al uso de
fertilizantes quimicos favoreciendo el rendimiento de los cultivos. La presente investigacion tuvo como objetivo la bdsqueda, se-
leccion y caracterizacion de PGPR de los géneros Azotobacter, Azospirillum y Pseudomonas nativas de la rizosfera de cultivos de
Ipomoea batatas de zonas productoras representativas del Caribe Colombiano. Los aislados seleccionados se caracterizaron mole-
cularmente y realizaron pruebas de solubilizacion de fésforo, produccion de indoles y reduccién de acetileno. Las cepas fueron
probadas a nivel de invernadero en plantulas de Ipomoea batatas producidas in vitro en las que se evalud la altura, longitud radicu-
lar, masa seca de la parte aérea y radicular. Asociada a la rizésfera de Ipomoea batatas se obtuvieron cepas de Azotobacter vine-
landlii, Azotobacter chroococcum, Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense y Pseudomonas denitrificans, las cepas fueron
capaces de solubilizar fésforo, producir indoles y reducir acetileno. Se obtuvo incrementos en parametros de crecimiento como
longitud radicular, altura, peso seco aéreo y radicular en plantulas de [pomoea batatas en invernadero con la inoculacion de las
bacterias seleccionadas frente a plantulas sin inocular. Los resultados catalogan a los aislados obtenidos como posibles microorga-
nismos con potencial como biofertilizantes en batata.
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ABSTRACT

The use of plant growth promoting Rhizobacteria (PGPR) is an alternative to replace chemical fertilizers for the cultivation of
agricultural crops. The aim of this research was to search, selection and characterization of PGPR from the genus Azotobacter,
Azospirillum and Pseudomonas natives from sweet potato (I[pomoea batatas) plants and rhizosphere of representative produc-
tion regions of the Colombian Caribbean. Selected isolates were identified by molecular methods and they were screened in
vitro for activities related to plant growth such as phosphate solubilization, indole production and acetylene reduction. The
strains were tested in the greenhouse on plants of Ipomoea batatas produced in vitro. The height, root length, dry mass of the
shot and root were evaluated. Associated with sweet potato crop us finded strains identificated as Azotobacter vinelandii, Azo-
tobacter chroococcum, Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense and Pseudomonas denitrificans. The strains were able to
solubilize phosphate, synthesize indole-3-acetic acid (IAA) and reduce acetylene. The inoculation of bacteria selected increased
growth parameters such as root length, height, dry weight root and shoot in plants of sweet potato in greenhouse. Those re-
sults catalog to the isolated obtained as possible microorganisms with potential as biofertilizers in sweet potato.

Key words: biostimulants, Nitrogen fixation, Indoles, Rhizosphere, PGPR.
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Introduccion

La batata es un cultivo de subsistencia y juega un pa-
pel importante en el sistema de seguridad alimentaria
en el mundo (Marques et al., 2015). La raiz tuberosa
de la batata tiene alto contenido de carbohidratos y
un alto valor nutricional siendo ampliamente usada en
la alimentacion (Ghyselinck et al., 2013). En la produc-
cion de batata la fertilizacion es muy importante ya
que una mala nutricion de las plantas reduce los con-
tenidos de almidén y glucosa afectando la calidad de
las raices y con ello su comercializacién (Santos et al.,
2006). En consecuencia, la produccion de batata re-
quiere el uso de fertilizantes quimicos que son costo-
sos y su impacto ambiental es negativo (Dawwam et
al, 2013).

Una de las alternativas al problema de la fertilizacién
es el uso de bacterias rizosféricas con propiedades de
promocién de crecimiento vegetal. Estas bacterias
usan mecanismos como fijacion de nitrégeno, solubili-
zacién de fésforo, produccion de indoles y sideréfo-
ros (Marques et al., 2015), para favorecer la toma de
nutrientes y asi promover el crecimiento vegetal.

En la rizosfera estan presentes diferentes géneros bac-
terianos entre los que se destacan Arthrobacter, Azos-
pirillium, Azotobacter, Serratia, Azoarcus, Bacillus, Bur-
kholderia, Enterobacter, Erwinia, Gluconacetobacter,
Klebsiella, Pseudomonas, Beijerinckia, Rhizobium, en-
tre otros (Selvakumar et al., 2012), los géneros Azospi-
rillium, Azotobacter y Pseudomonas son ampliamente
utilizados por sus caracteristicas como fijadores de
nitrégeno (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Faccini
et al., 2007; Ahmad et al., 2008; Yasmin et al., 2010),
la capacidad de producir indoles (Ahmad et al., 2005;
Malhotra y Srivastava, 2009; Yasmin et al.,, 2010;
Dawwam et al., 2013) y solubilizar fésforo (Kumar y
Narula, 1999; Guang-Can et al., 2008; Khan et al.,
2009; Sashidhar y Podile, 2009), propiedades que
hacen de estos microorganismos potenciales como
biofertilizantes.

Teniendo en cuenta lo anterior el objetivo de esta
investigacion fue aislar, seleccionar y caracterizar bac-
terias de los géneros Azotobacter, Azospirillum y Pseu-
domonas nativas de la rizésfera de cultivos de batata
de diferentes regiones del Caribe Colombiano por su
potencial como promotoras de crecimiento vegetal.
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Tabla 1. Fincas seleccionadas para el aislamiento de bacterias asociadas al cultivo de batata en el Caribe Colombiano.

Nombre Vereda Municipio Coordenadas
Zonas Codigo Del Predio /Corregimiento /Departamento N W
BO1 Barrios Caracoli Carmen de Bolivar / Bolivar  9°44'24.8 75°13'28.2"
Montes De
Maria B02 Buenos Aires Mala noche Carmen de Bolivar / Bolivar  9°45'36" 75°06'59.5"
B03 Fronteras Las Tinas Corozal /Sucre 9°17'55" 75°18'55"
B04 Salgados Las Tinas Corozal / Sucre 9°15'42" 75°18'42"
BO5 El Rosario Las Tinas Corozal / Sucre 9°15'08" 75°19'09"
B06 Puerta Roja Las Palmas Corozal /Sucre 9°15'48" 75°20'30"
Sabanas
Colinadas B14 Marbella Las Nubes San Antero / Cérdoba 9°20'52" 75°47'39"
B07 Las Flores Las Casitas Valledupar / Cesar 10°44'24" 73°15'37"
B08 Mi Negra Varas Blancas La Paz /Cesar 10°24'58" 73°08'39"
Institucion Educativa
B09 Técnica Agropecuaria Fonseca / Guajira 10°53'21" 72°51'42"
B10 La mano de Dios Moreneros Riohacha / Guajira 11°07'00" 72°59'27"
Valle Del B11 Gerizin Mingueo Dibulla / Guajira 11°12'45 73°24'14
Cesar B12 C.I Motilonia Codazzi Valledupar / Cesar
B13 C.I Turipana Retiro de los Indios Cereté / Cordoba 8°50'48" 75°48'57"
Valle Del
Sina B15 Cultivo comercial ~ La Doctrina Santa Cruz de Lorica / Cérdo- 9°20'55" 75°51'3"

Materiales y Métodos

Aislamiento de bacterias nativas del cultivo de bata-
tas (Ipomoea batatas)

Las bacterias se aislaron de muestras de suelo rizosfé-
rico, hojas y tallos de diferentes zonas del Caribe Co-
lombiano, se visitaron en total 15 fincas productoras
de batata representativas de las zonas Valle del Sind
Montes de Maria, Sabanas Colinadas y Valle del Ce-
sar (tabla 1).

En cada finca se colecté una muestra de suelo para
analisis fisicoquimico y una muestra de suelo rizosféri-
co para andlisis microbiolégico. Cada muestra com-
puesta por cinco submuestras colectadas en forma de
x. Las muestras fueron refrigeradas y transportadas al
Laboratorio de Microbiologia Agricola de la Corporacién
Colombiana de Investigacién  Agropecuaria
(CORPOICA), Centro de Investigacion Turipand, para su
procesamiento.

Las muestras de suelo rizosférico fueron homogenei-
zadas y procesadas en el laboratorio. Se tomé una

muestra de 10 g de suelo y se diluyé en 90 mL de
NaCl estéril al 0.85%, con una agitaciéon de 150 rpm
durante 15 minutos. Se realizaron diluciones seriadas
desde 107 hasta 107, se inoculé 0,1 mL en medios de
cultivo Tripticasa soya Agar (TSA)® para aislamiento
de meséfilos aerobios. Segmentos de tallos y hojas
fueron sembrados en medio Nfb semi-solido
(Dobereiner et al., 1995) para aislamiento de Azospiri-
llum, y en medio cultivo Ashby se realizé siembra de
granulos de suelo (Fenglerowa, 1965) para el aisla-
miento de Azotobacter, las colonias que presentaron
caracteristicas asociadas al género fueron purificadas
(Berge & Holt 1994). Los morfotipos puros fueron
conservados en microtubos con medio y aceite mine-
ral estéril (Carrillo et al., 1998).

Caracterizacion molecular de bacterias nativas de
cultivos de batata

La caracterizacion molecular se realizé mediante la
amplificacion y secuenciacion del gen rpoB. La extrac-
cion de ADN de las bacterias seleccionadas se realizé
con el kit QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Hand-
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book (QUIAGEN, Alemania) a partir de una suspen-
sion bacteriana cultivada en medio Luria - Bertani
(LB) toda la noche. La amplificacion del gen rpoB se
realizé siguiendo las instrucciones del fabricante, me-
diante el Kit PCR Master Mix (ThermoScientific), los
primers utilizados en la PCR fueron rpoB1698f (5-
AACATCGGTTTGATCAAC-3) 'y rpoB2041r  (5-
CGTTGCATGTTGGTACCCAT-3) (Dahllof et al., 2000).
La PCR se realizé en un termociclador Multigene Op-
timax de Labnet. El programa para la PCR fue como
sigue: denaturacion a 94 °C por 3 min seguido por 10
ciclos de denaturacién a 94 °C por 1 min, alineacioén a
50°C por 1.5 min y extensién por 2 min a 72 °C segui-
do por 25 ciclos de denaturacién por 1 min a 94 °C,
alineacién a 50 °C por 1.5 min y extensién por 2 min
a 72 °C y una extension final a 72 °C por 10 min.

Los productos de PCR se enviaron para su secuencia-
cién a Macrogen - Korea. Las secuencias obtenidas se
limpiaron y ensamblaron en una secuencia consenso
que fue alineada con secuencias de la base de datos
GenBank del NCBI mediante la herramienta BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Determinacion de la actividad promotora de creci-
miento in vitro de bacterias nativas de la rizosfera de
cultivos de Batata

Se realizaron pruebas de habilidades de promocién
de crecimiento in vitro, solubilizacién de fésforo (Fiske
y Subbarow, 1925), produccién de reguladores de
crecimiento vegetal como indoles (Glickmann y Des-
saux ,1995) y fijacién de nitrégeno (mediante el ensa-
yo de reduccién de acetileno) (Hardy et al., 1968). Se
realizé la evaluacion de la compatibilidad entre bacte-
rias (Shank et al., 2011).

La determinaciéon cuantitativa de solubilizacion de
fosforo se realiz6 mediante la determinacion de orto-
fosfatos en medio SRSM-PR modificado con roca
fosforica al 0.5% como fuente de fésforo (gl': glucosa
10, extracto de levadura 0,5; NH,(SO,)2 0,5; KCI 0,2;
MgS0O,7H,0 0,3; MnSO, 7H,O 0,004; FeSO,7H,O
0.2; pH: 7,2). Las muestras se incubaron por 5 dias a
30 = 2 °C a 150 rpm (Sanchez et al., 2012), la medi-
cion y lectura se realizé mediante la técnica de azul

de fosfomolibdeno a una absorbancia de 712 nm
(Fiske y Subbarow, 1925).

La produccion de indoles totales se evalué mediante
el ensayo colorimétrico descrito por Glickmann y Des-
saux (1995). Para esto se emple6 el medio de cultivo
K-lactato suplementado con triptéfano a 100 mgL’
(Sanchez et al., 2012) incubandose los cultivos a 30 £
2 °C durante 72 h a 150 rpm en la oscuridad. Para la
lectura se empleé el reactivo de Salkowsky
(FeCl;7H,O 12 gl'en H,SO, 7,9M) en una relacién
1:1 con la suspension bacteriana, dejandose reaccio-
nar durante 30 min en oscuridad. La lectura de absor-
bancia se realizé a 450 nm.

Para determinar la capacidad de fijacion de nitrégeno
se realiz6 el ensayo de reduccién de acetileno (ARA).
Los aislamientos seleccionados fueron reactivados y
posteriormente cultivados en tubos de 10 mL con
medio NFB semisélido, 72 horas después del cultivo
se agregd a la atmésfera TmL de acetileno y se incubo
a 30 °C por 24 horas. El total de la atmésfera (6 mL)
se extrajo y se almacend en tubos vacutainer. La pro-
duccion de acetileno fue medida usando un cromaté-
grafo de gases (Agilent Technologies 7890A) con-

detector de ionizacién de llama y columna Haye-
SepN 80-100 mesh. 20 ft x 1/8” x 20 mm Ultimetal
(Hardy et al., 1968).

Para la prueba de compatibilidad las cepas se incuba-
ron hasta una densidad 6ptica de 0,5 en caldo LB,
posteriormente la primera cepa se colocé en placas
de LB y se cultivaron durante cinco dias a 30 °C. La
segunda cepa se diluyé en agar LB [1,5% (peso / vol)]
que se habia fundido y enfriado a una temperatura de
30 °C y se vertio en placas hasta solidificacion, poste-
riormente trozos de la segunda cepa se voltearon
sobre la primera cepa. Después del crecimiento du-
rante 24 horas a 30 °C, se observaron las placas, la
presencia de halos indicé incompatibilidad de las ce-
pas (Shank et al., 2011).

Evaluacion de bacterias asociadas al cultivo de bata-
ta, capaces de promover el crecimiento vegetal en
plantulas de batata en casa de malla
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Tabla 2. Caracterizacién molecular de bacterias con potencial como biofertilizantes aisladas de la rizésfera de batata en dife-

rentes zonas del Caribe Colombiano.

Zona Localidad Cepa

Porcentaje de

Identificacion Identidad

Patogenicidad Patogenicidad

Accesion humana? vegetal®

Azotobacter
IBCB15 vinelandii

98% CP005095.1  Grupol No patégena

Azotobacter
IBCB10 vinelandii.

Carmen de
Montes De Maria  Bolivar

98% CP005095.1  Grupo 1 No patégena

Azotobacter

Corozal IBCR19 chroococcum

88% CP010415.1  Grupo 1 No patégena

Azospirillum

Sabanas Colinadas San Antero IBSC7 lipoferum 94% FQ311868.1 Grupo 1 No patdgena
Azotobacter

Codazzi IBVC74 vinelandii 98% CP005095.1  Grupo 1 No patégena
Azotobacter

IBVC57 vinelandii 97% CP005095.1  Grupo 1 No patégena
Azospirillum

La Paz IBVC76  brasilense 90% HE577327.1  Grupo 1 No patogena

Azotobacter

Valle del Cesar Valledupar IBVC69 chroococcum

88% CP010415.1  Grupo 1 No patégena

Pseudomonas
IBVS2 denitrificans

95% CP004143.1  Grupo 1 No patégena

Azotobacter
Valle Del Sina Cereté IBVS13  vinelandii

97% CP005095.1  Grupo 1 No patégena

2Tomado del catédlogo de la coleccién Bélgica de microorganismos http://bccm.belspo.be/catalogues/Img-catalogue-search

® Tomado del catdlogo de la Coleccién Nacional de bacterias patdgenas de plantas del Reino Unido. http://www.ncppb.com

Se realiz6 una evaluacion bajo condiciones de casa
de malla con plantulas de Ipomoea batatas de la varie-
dad 15020063 obtenidas in vitro con el protocolo
codigo I-PL-INV-01-01 y proporcionado por el Labora-
torio de Biotecnologia del Centro de Investigacion
Turipana. Las plantulas de batata se establecieron en
bandejas de 28 alveolos con muestras de suelos sin
esterilizar procedentes de las zonas de aislamiento de
las bacterias seleccionadas. Las plantulas fueron ino-
culadas con 5 mL de la suspensién bacteriana, corres-
pondiente a una concentracién celular de 1x10%
UFC.mL" en medio nutritivo (g/L": glucosa 0,5; extrac-
to de levadura 0,5; peptona 0,5; caseina 0,5; almidén
0,5; K,HPO, 0,30; MgS0, 0,05; 17,0 pH: 7). Se realiza-
ron dos inoculaciones a los 10 y 30 dias después de
la siembra. El disefio experimental fue completamente
al azar con 5 repeticiones por tratamiento (3 plantas/
Unidad Experimental) y se determiné un control abso-
luto para cada zona. Como variables respuesta se
establecieron la altura de la parte aérea y radicular

(cm), masa seca de la parte aérea y radicular (g) eva-
luadas 45 dias después de crecimiento.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo empleando el
software SPSS 22.00 para Windows. Los datos obteni-
dos se procesaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) y para discriminar entre las medias se uti-
liz6 el procedimiento de diferencia minima significati-
va (LSD) de Fisher con un 95% de confianza.

Resultados y Discusion

Aislamiento de bacterias nativas del cultivo de bata-
tas (Ipomoea batatas)

Se aislaron 113 morfotipos bacterianos, de estos mi-
croorganismos se seleccionaron 10 morfotipos con
caracteristicas asociadas a los géneros Azotobacter,
Azospirillum y Pseudomonas reportados como promo-
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tores de crecimiento vegetal (Mahendran et al., 1996;
Faccini et al., 2007; Ahmad et al.,, 2008; Dawwam et
al., 2013; Ghyselincka et al., 2013; Singh, 2013), dos
morfotipos para las zonas de los Montes de Maria,
Sabanas Colinadas y Valle del Sind y cuatro para el
Valle del Cesar.

Caracterizacion molecular de bacterias nativas de
cultivos de batatas

Los microorganismos seleccionados fueron caracteri-
zados mediante la amplificacién del gen rpoB, las ba-
terfas obtenidas corresponden a Azotobacter vinelan-
dii, Azotobacter chroococcum, Azospirillum lipoferum,
Azospirillum brasilense 'y Pseudomonas denitrificans
(tabla 2). Las bacterias identificadas presentan riesgo
biol6gico del grupo 1 por tanto la probabilidad de
que cause enfermedad en seres humanos es baja. Se
puede distribuir sin restricciones teniendo en cuenta
las medidas basicas de bioseguridad (tabla 2). Los
aislados fueron considerados no patégenos de plantas
porque no se presentaron en el catdlogo de la Colec-
cion Nacional de bacterias patégenas de plantas del
Reino Unido (tabla 2).

Determinacion de la actividad promotora de creci-
miento in vitro de bacterias nativas de la rizosfera de
cultivos de Batata

En las bacterias seleccionadas se realizaron pruebas
bioquimicas de habilidades de promocién de creci-
miento in vitro como solubilizacién de fésforo y pro-
duccién de indoles (tabla 3).

Los resultados indican que todas las bacterias selec-
cionadas presentan actividad como promotoras de
crecimiento vegetal ya que son capaces de solubilizar
fosforo y producir indoles in vitro, habilidades que
caracterizan a las PGPR (Rokhbakhsh-Zamin et al.,
2011; Dawwam et al., 2013; Souza et al., 2013; Souza
etal.,, 2015; Marques et al., 2015).

La solubilizacion de fosforo, medida como la disponi-
bilidad de ortofosfatos, se encuentra en el rango de 4
a 23 ppm, estos valores son inferiores si se compara
con reportes obtenidos por Park et al. (2010) y Daw-
wam et al. (2013) que indican que bacterias aisladas
de plantas tuberosas de los géneros Bacillus, Entero-
bacter y Pseudomonas, solubilizan fésforo en un rango

Tabla 3. Determinacién de actividad promotora de crecimiento vegetal de cepas bacterianas aisladas de la

rizésfera de cultivos de batata en diferentes zonas del Caribe Colombiano.

Zona Cepa Identificacion Ortofosfato Disponible Indoles Totales
(ppm) (ugmL?)
Montes de Maria  IBCB15 Azotobacter vinelandii 4,34+0,11 40,56 + 2,68
IBCB10 Azotobacter vinelandii 4,38+ 0,70 17,51 £ 1,21
Sabanas Colinadas IBCR19 Azotobacter chroococcum 9,36+ 0,48 49,72 + 2,42
IBSC7 Azospirillum lipoferum 7,14 £ 0,06 7,41+ 0,54
Valle del Cesar IBVC74 Azotobacter vinelandii 3,83 £0,09 65,60 £ 2,69
IBVC57 Azotobacter vinelandii 12,88 £0,43 41,68 + 3,68
IBVC76 Azospirillum brasilense 19,58 + 0,64 65,08 £0,77
IBVC69 Azotobacter chroococcum 23,34+ 1,66 138,75 + 3,49
Valle del Sind IBVS2 Pseudomonas denitrificans 19,45 £ 0,40 52,33%£1,10
IBVS13 Azotobacter vinelandii 20,71 £ 1,04 41,17 £ 0,84
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Tabla 4. Reduccién de Acetileno obtenido por bacterias aisladas de la rizésfera de Ipomoea batatas de

diferentes zonas del Caribe Colombiano.

ZONA CEPA

IDENTIFICACION

ACETILENO
(mmol.mol".h")

CONTROL NEGATIVO

0,350+0,06 cd

Montes de Maria IBCB10

IBCB15 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii

0,366%0,10 cd
0,412+0,16 d

Sabanas Colinadas IBSC7

IBCR19 Azotobacter chroococcum

Azospirillum lipoferum

0,282%0,07 bcd
0,223%0,03 ab

IBVC74 Azotobacter vinelandii 0,074%0,01 a
Valle del Cesar IBVC76 Azospirillum brasilense 0,151+0,02 ab

IBVS2 Pseudomonas denitrificans 0,415+0,05d
Valle del Sinu IBVS13 Azotobacter vinelandii 0,43940,03 d

Letras diferentes presentan diferencias estadisticamente significativas segtin el procedimiento de diferen-

cia minima significativa (LSD) de Fisher con un 95% de confiabilidad.

de 100 a 290 yg.mL", los géneros bacterianos Bacillus
y Pseudomonas son ampliamente reportados como
potenciales solubilizadores de fésforo (Guang-Can et
al., 2008; Khan et al., 2009; Sanchez et al., 2016).

Aunque el género Azotobacter no ha sido reportado
como buen solubilizador de fésforo, Kumar y Narula
(1999) reportaron que cepas mutantes de Azotobac-
ter chroococcum fueron capaces de solubilizar roca
fosférica en el rango de 0,19 - 0,22 ugmL™' valores
inferiores a los obtenidos en esta investigacion (tabla
3). La bacteria IBVC69 (Azotobacter chroococcum)
aislada del Valle del Cesar logré solubilizar la mayor
cantidad de fésforo (23,34 ppm). Sashidhar y Podile
(2009) reportaron la capacidad de solubilizacion de
fosforo por cepas de Azotobacter vinelandii modifica-
das genéticamente. En el presente estudio las cepas
de Azotobacter vinelandii nativas de la rizésfera de
Ipomoea batatas fueron capaces de solubilizar roca
fosforica alcanzando un valor de ortofosfatos de
20,71 ppm por la cepa IBVS13 aislada del Valle del
Sind, considerdndose un reporte significativo para
esta especie.

Bacterias del genero Azospirillum al igual que de Azo-
tobacter no se consideran buenas solubilizadoras de
fésforo, sin embargo, existen reportes en los cuales

destacan la capacidad solubilizadoras de estas bacte-
rias Rodriguez et al. (2004), reportaron por primera
vez la produccion de dcido glucénico y la solubiliza-
cion directa de fosfato por cepas de Azospirillum bra-
silense, en el mismo sentido Ratti et al. (2001), entre
sus resultados indican que existe una respuesta de
actividad fosfatasa acida, de la bacteria Azospirillum
brasilense, a la adicion de fosfato tricalcico que indi-
can la capacidad solubilizadoras de estas bacterias. En
esta investigacion con la cepa de Azospirillum brasi-
lense (IBVC76) aislada del Valle del Cesar se alcanzé
un valor de 19,58 ppm de ortofosfato disponible, con-
firmando la capacidad de solubilizacién de fésforo de
esta cepa.

La produccion de indoles por las bacterias aisladas de
la rizosfera de batata en diferentes regiones del Cari-
be Colombiano estd en el rango de 7 a 138 ugmL”,
resultados que estan por encima de los reportados
por Yasmin, et al (2010) de 4,97 - 46,66 ugmL' y
Dawwam et al. (2013) de 0,6 a 10,73 pgmL'en bacte-
rias aisladas de la rizésfera de batata. La cepa con la
mayor produccién de indoles es la bacteria Azotobac-
ter chroococcum (IBVC69) con 138,75 ugmL?!, segui-
da de la bacteria Azotobacter vinelandii (IBVC74) con
65,60 pgmL' y Azospirillum brasilense 1BVC76 con
65,08 pgmL' (tabla 3); todas aisladas de la zona del
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Tabla 5. Efecto de la inoculacién de bacterias aisladas de la rizésfera de batata de la regién Caribe en plantulas de batata en casa de malla.

Zona Cepa Identificacion Altura Longitud Radicular Peso seco Aéreo Peso seco Radicular
(cm) (cm) (mg) (mg)
Montes de Maria Control Sin Inoculacién 16,49+3,8 a 34,4552 b 559,2£112,5 a 358,4£105,7 b
IBCB15 Azotobacter  19,53+3,9 b 29,05+7,1 a 607,2+204,1 a 393,8+153,9 b
vinelandii
IBCB10 Azotobacter 22,97+ 4,2 ¢ 32,63%+8,1 ab 615,1+ 40,8 a 246,4+61,20 a
Sabanas Colinadas Control Sin Inoculacion 11,10£2,3 a 26,94t 4,7 a 328,2485,8 a 292,1+£80,8 b
IBCR19 Azotobacter ~ 13,2042,6 b 30,47+3,8 a 401,3%96,8 b 343,8457,9
chroococcum
IBSC7 Azospirillum ~ 12,23+0,7 ab 38,23+8,4 b 305,5¢68,3  a 214,9+31,4 a
lipoferum
Valle del Cesar Control Sin Inoculacién 19,54+3,8 a 24,62+ 4,8 a 541,24143,8 a 255,4%69,0 b
IBVC74 Azotobacter  23,67+4,4 b 24,94%+3,6 ab 657,0£191,5 bc 381,0£75,8 d
vinelandii
IBVC57 Azotobacter ~ 25,01+4,9 b 33,63t4,8 c 643,2+117,5 bc 248,3160,9 b
vinelandii
IBVC76 Azospirillum ~ 19,11£2,7 a 28,82%5,7 b 597,3+89,4  ab 188,6+36,7 a
brasilense
IBVC69 Azotobacter ~ 33,84%3,2 c 37,27+8,7 ¢ 733,3+78,4 ¢ 302,0+52,7 bc
chroococcum
Valle del Sina Control Sin Inoculacion 41,2549,3 a 21,87+2,4 a 1367,8t482,1 b 330,1+£86,9
IBVS2 Pseudomonas 59,57£1,6 b 26,27£2,7 b 1373,3£198,8 b 331,3196,9
denitrificans
IBVS13 Azotobacter  44,49+1,2 a 26,16%3,4 b 727,4+468,3 a 334,1£21,9 a
vinelandii

Letras diferentes presentan diferencias estadisticamente significativas segtin el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD)

de Fisher con un 95% de confiabilidad.

Valle del Cesar. Ahmad et al. (2005), han reportado la
produccién de indoles para bacterias del género Azo-
tobacter en el rango de 7,30 - 32,80 ugmL’, valores
inferiores a los obtenidos por las bacterias de Azoto-
bacter en esta investigacion, de igual forma Malhotra
y Srivastava (2009) reportan que cepas de Azospiri-
llum brasilense producen indoles en el rango de 20 -
25 ugmL? inferiores a los obtenidos en esta investiga-
cion, resultados que perfilan a las bacterias obtenidas
como potenciales productoras de indoles.

Los resultados obtenidos en el ensayo de reducciéon
de acetileno indican que las cepas Azotobacter vine-
landii (IBVC74), Azospirillum brasilense (IBVC76) vy
Azospirillum lipoferum (IBSC7) presentan una reduc-
cién estadisticamente significativa de acetileno con
respecto al control (tabla 4), resultados que sugieren

que estas bacterias presentan la capacidad de fijacion
de nitrégeno caracteristica ampliamente reportada
para estas especies bacterianas (Steenhoudt & Van-
derleyden, 2000; Faccini et al., 2007; Ahmad et al.,
2008; Yasmin et al., 2010).

Evaluacion de bacterias asociadas al cultivo de bata-
ta, capaces de promover el crecimiento vegetal en
plantulas de Ipomea batata VAR.corpoica -15020063
en invernadero

Los resultados del efecto de la inoculacion de bacte-
rias en los parametros de crecimiento altura de la par-
te aérea y radicular (cm), masa seca de la parte aérea
y radicular (g) respecto al tratamiento control en in-
vernadero se resumen en la tabla 5.
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Los resultados indican que asociada a la rizésfera de
cultivos de Ipomoea batatas en todas las zonas mues-
treadas se encuentran bacterias nativas capaces de
promover el crecimiento vegetal en invernadero. Las
bacterias Azospirillum brasilense y Azospirillum lipofe-
rum han sido reportadas como promotoras de creci-
miento vegetal en plantas tuberosas obteniendo incre-
mentos en los pardmetros de crecimiento como mate-
ria seca, longitud radical y altura (Mahendran et al.,
1996; Farzana y Radizah, 2005; Dawwam et al.,
2013), resultados similares a los obtenidos en esta
investigacion para la zona de Sabanas Colinadas en
donde la longitud radicular presenté un incremento
significativo de 42% con la inoculacion de Azospiri-
llum lipoferum (IBSC7) (tabla 5) y en la zona del valle
del Cesar la longitud radicular se incrementé en un
17% con la bacteria Azospirillum brasilense (IBVC76)
(tabla 5).

Los resultados obtenidos con la bacteria Azotobacter
chroococcum indican que para la zona de Sabanas
Colinadas con la inoculacion de la bacteria Azotobac-
ter chroococcum (IBCR19) se observa un incremento
estadisticamente significativo en la altura (18%), peso
seco aéreo (22%) y peso radicular (17%) de plantulas
de Ipomoea batatas respecto al control sin inocula-
cion. En Valle del Cesar se logré un incremento signifi-
cativo en la altura (73%), longitud radicular (51%) y
peso seco de la parte aérea (35%) con la inoculacién
de la bacteria Azotobacter chroococcum (IBVC69)
(tabla 5), resultados similares fueron obtenidos por
Alarcon et al. (2008), quienes reportaron un incremen-
to en el rendimiento de tubérculos de batata con la
inoculacion de Azotobacter chroococcum.

La bacteria Azotobacter vinelandii ha sido reportada
como promotora de crecimiento vegetal para diferen-
tes tipos de cultivos como girasol (Shaukat et al.,
2006), tomate (Sanchez et al., 2012) y trigo (Aly et al.,
2012), los resultados de esta investigacion sugieren
que esta bacteria promueve el crecimiento en Ipomea
batatas. Para la zona de los Montes de Maria con la
inoculacion de la bacteria Azotobacter vinelandii
(IBCB10) se obtuvo un incremento significativo de
39% en la altura de las plantulas de batata respecto al
control sin inoculacién mientras que el peso seco radi-
cular se incrementé cerca de un 10% con la inocula-

cion de la bacteria Azotobacter vinelandii (IBCB15)
(tabla 5). Para el Valle del Cesar se alcanzé un incre-
mento de 49% en el peso seco radicular con Azoto-
bacter vinelandii (IBVC74) respecto al control sin ino-
culacion (tabla 5).

La bacteria Pseudomonas denitrificans ha sido reporta-
da para cultivos de trigo, maiz y tomate (Belimov et
al., 2001). En los resultados obtenidos en esta investi-
gacion para el Valle del Sind tanto la altura como la
longitud radicular de plantulas de Ipomoea batatas se
incrementaron significativamente respecto al control
sin inoculaciéon en un 44% y 20% respectivamente
con la bacteria Pseudomonas denitrificans (IBVS2)
(tabla 5).

Las bacterias aisladas de la rizésfera de batata en las
diferentes regiones del Caribe Colombiano presenta-
ron caracteristicas de microorganismos promotores
de crecimiento vegetal y demostraron ser eficientes
en invernadero en plantulas de Ipomoea batatas, in-
crementando los parametros de crecimiento respecto
al control sin inoculacion. Estas bacterias se perfilan
como potenciales componentes de bioestimulantes
puesto que favorecen la circulacion de nutrientes en
las plantas y permiten reducir la necesidad del uso de
fertilizantes de sintesis quimica (Sureshbabu et al.,
2016), logrando en consecuencia mejorar la fertilidad
del suelo y la productividad de los cultivos.

Conclusiones

Se seleccionaron 10 cepas bacterianas asociadas al
cultivo de batata pertenecientes las zonas Montes de
Maria, Sabanas Colinadas, Valle del Cesar y Valle del
Sind; las cuales pertenecen a las especies bacterianas
Azotobacter vinelandii, Azotobacter chroococcum,
Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense y Pseu-
domonas denitrificans.

Las bacterias seleccionadas tienen mudiltiples activida-
des como PGPR todas las cepas seleccionadas se ca-
racterizan por solubilizar fésforo y producir indoles.
Solamente tres cepas bacterianas de las especies
Azospirillum lipoferum IBSC7, Azospirillum brasilense
IBVC76 y Azotobacter vinelandii IBVC74, fueron capa-
ces de reducir acetileno, resultados que perfilan a
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estas cepas bacterianas como potenciales bioestimu-
lantes del cultivo de batata.

Asociada a la rizésfera de cultivo de Ipomoea batatas
se encuentran bacterias nativas capaces de generar
un incremento en parametros de crecimiento como
altura y longitud radical, peso seco aéreo y radical de
plantulas de batata mantenidas en condiciones de
invernadero.
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